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1. Introduccid

1. INTRODUCCIO

1.1 Biopolimers. Elsplasticsdel futur ?

Actualment, es pot considerar que vivim a |’era dels plastics. En els ultims 50
anys els plastics d’ origen petroquimic han esdevingut un dels materials més emprats. La
seva versatilitat, propietats técniques i un cost relativament baix (0,703US per Kg) son
alguns dels factors que han influit en la proliferacio del seu Us. Fins a moment han estat
descrites moltes i molt diverses aplicacions per aguest material. El plastic és emprat en
la fabricacié de components de cotxes, accessoris per a la llar, en el camp de la
informatica, en la industria de la construcci6, en e camp dels esports i del lleure, per
embalatges i també per aplicacions mediques. Aquestes son tan sols algunes de les arees
on I’ s del plastic ha esdevingut indispensable (Zinn et al., 2001).

Els plastics sdbn compostos organics i polimérics obtinguts per sintess o bé
procedents de substancies naturals que poden ésser transformats mitjancant I’ aplicacio
de calor i de pressio. Aixi doncs, els plastics, com a polimers sintéetics, permeten la
modificacié quimica de la seva estructura donant Iloc a una gran varietat de materials
amb diferents propietats i diferents formes. S anomena plastic a una gran varietat de
polimers, tals com €l polietilé, € clorur de polivinil, € poliestire, €l polipropile, etc.
Tots aquests materials tenen en comu que la base de la seva producci6 és € petroli. Una
estimaci6 aproximada en situa la produccié en més de 100 milions de tones anuals.

El consum anual per capita de plastic és de 80 Kg als EUA, de 60 Kg a's paisos
europeusi 2 deKgalalndia(Kaliaet al., 2000; Reddy et al., 2003).

L'Us dels plastics com a aternativa a d'altres materials ha augmentat
considerablement els darrers anys. Estudis realitzats a principis dels anys 80s, situaven
en 133 milions de tones els residus solids i d’aquests un 30 % eren plastic. A I'any
2003, la producci6 global de plastics ja era de 202 milions de tones anuals i S espera un
increment aproximat del 5 % anual finsal any 2010 (Kunststoffe, 2004). L’ augment de
I"Gs d’'aquest material i per tant dels residus solids que es generen porta associat un
problema mediambiental molt important com és la contaminacio de sols i aigles, ja que
centenars de milers de tones de plastics s'acumulen no tan sols en abocadors sind també
en diferents entorns marins i oceanics. D’acord amb Moore et al., (2001), els residus
plastics entre les costes de California i Hawai representen sis vegades la massa del
plancton autocton (Moore et al., 2001).
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El principa desavantaige dels plastics convencionals és la seva baixa
biodegradabilitat. Aquests residus plastics no son biodegradables i els costos dels
processos de reciclatge son molt elevats (Yu et al., 1998). D’dtra banda, la
disponibilitat, I’ accessibilitat i |’explotacio de les fonts de carboni d’ origen fossil son
cada vegada més limitades. Tots aquests factors han fet que el preu del petroli estigui en
un continu increment des de fa un parell de décades. El fet que sigui unafont d’ energia
no renovable, conjuntament amb |’augment del seu cost ha fet necessari buscar atres
fonts d’ energia alternatives, per la qual cosal’aplicacio de processos biotecnologics ha
despertat gran interes pel seu potencial.

Per aguest motiu, al comencament dels anys 80s, es comencen arealitzar diferents
aproximacions en el desenvolupament i en la producci6 de plastics biodegradables com

per exemple:

i) lainsercié de polimers naturals als plastics convencionals mitjancant sintes
guimica donant lloc als plastics semi-biodegradables, (Johnstone, 1990)

ii) I'addici6 de grups fotosensibles a la cadena central, facilitant aixi que la
radiacié ultravioleta pugui disgregar |’ estructura polimerica de manera que en
facilita la posterior degradacio bacteriana, plastics fotodegradables (Kalia et
al., 2000).

iii) Obtenci6 de biopolimers (plastics totalment biodegradables) emprant
processos fermentatius amb microorganismes (Yu et al., 1998).

El desenvolupament de plastics biodegradables d'origen natural o bé d origen
biologic a partir de fonts renovables ha esdevingut un camp de recerca important. Aixi
doncs, els biopolimers com la cel-lulosa, € mido, la quitina, la poliamida, I’acid
polilactic (PLA) i €els polihidroxialcanoats (PHAS) han estat considerats com una
alternativa als “ petroplastics’ o plastics convencionals.

De tots aguests bioplastics, els PHAs han despertat un interes especial ja que és un
material biodegradable i biocompatible. Mitjangant cultius amb bacteris es poden
obtenir polimers totalment estereoespecifics (tots els carbonis quirals de la cadena
central tenen configuracio [R]) i aguesta és una caracteristica important per a la
biodegradabilitat i biocompatibilitat d’un material (Findlay and White, 1983).

Alguns PHAs presenten propietats mecaniques semblants a alguns termoplastics
sintetics (p.e. e polipropile) (Lee, 1996), (Steinbiichel and Fiichtenbusch, 1998) i per
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altra banda el fet de ser materials biocompatibles fa que siguin bons canditats en €l
camp de la biomedicina (Steinbiichel and Fuchtenbusch, 1998), (Zinn et al., 2001). El
fet de ser materials degradables bioldgicament i biocompatibles fa que siguin productes
no agressius amb e medi ambient, i per tant d' elevat interés industrial.

Alguns exemples de biomaterials ja comercialitzats son: € PHB que va ser
desenvolupat per ICl (Imperia Chemical Indistries) e 1975-76 com a resposta de
I”augment del preu del petroli. Posteriorment ICl comenca a produir un copolimer del
PHB (PHB-co-PHV), € “Biopol”. Un dtre exemple és el de Cargill Dow Polymers que
comerciaditza la seva resina “Eco-plan” a Japd, i Nippon Gohsel, també a Japo,
produeix “Mater-Bi” (material que té com a base e midd) i que és emprat com a

material d’ embalatge en el transport de d’ objectes el éctrics.

1.2. Elspolihidroxialcanoats (PHAS)

1.2.1 Revisio historica

La presencia de inclusions lipidiques (sudanofiliques) solubles en cloroform jafou
observada a principis del segle XX en Azotobacter chroococcum, perd no fou fins el
1925 quan Lemoigne aconsegueix aillar els poliésters bacterians en Bacillus
megaterium i caracteritzar-los com a poli(3-hidroxibutirat) P(SHB). Cap a finals dels
anys 50s, diferents estudis demostraren que els polihidroxibutirats eren un reservori
intracel -lular d’energia i de font de carboni i que aquest fenomen estava molt estes en
els bacteris gramnegatius i grampositius. En un treball publicat el 1973 on s estudiaven
els polimers de reservai el seu paper en laregulacio energética dels microorganismes,
es comparael P3HB amb el mido i el glicogen (Dawes, 1973).

Durant molts anys, es va pensar que €l P(3HB) era I'Unic tipus de poliester
produit per microorganismes i no fou fins e 1974 quan Wallen i Rohwedder
identifiquen i descriuen d'atres poliesters, aillats de fangs d'aigies residuas, que
contenien cadenes de 3-hidroxialcanoats més llargues que les del polihidroxibutirat
(Wallen and Rohwedder, 1974). Aquest “nou” polimer estava format per cadenes de 3-
hidroxibutirat (3HB) i de 3-hidroxivalerat (3HV) mgoritariament perd també es va
detectar la presencia de 3-hidroxihexanoat (3HHx) i 3-hidroxiheptanoat (3HHp) com a

components minoritaris. També s observa que en d'altres PHAS extrets de sediments
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marins contenien fins a 11 tipus diferents de 3-hidroxialcanoats (3HA). En la Taula 1.1
es pot observar alguns exemples dels primers PHAs identificats en aguns

microorganismes especifics i entorns ambientals:

Taula 1.1. Composicié monomerica dels PHASs sintetitzats per diferents microorganismes i
aillats d’ alguns entorns ambientals. On 3HB: 3-hidroxibutirat; 3HV: 3-hidroxivalerat; 3HHx: 3-
hidroxihexanoat; 3HHp: 3-hidroxiheptanoat; 3HO: 3-hidroxioctanoat; 3HD: 3-hidroxidecanoat;
3UD: 3-hidroxiundecanoat i 3HDOD: 3-hidroxidodecanoat (Kim and Lenz, 2001).

Unitats de 3- hidroxialcanoats
3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HD 3HUD 3HDOD

Rhodospirillum. rubrum X X X X
Rhodobacter Sphaeroidis X X
Pseudomonas oleovorans X X X X X X X X
Pseudomonas cepacia X X
Ralstonia eutropha X X
Bacillus megaterium X X
Aphanotheco X X
Microvoleus X X
Sediments marins X X X X X
Aigles residuals X X X
Fangs d'aiglies residuals X X X X

El 1983, Witholt i col-laboradors van fer créixer Pseudomonas oleovorans en un
medi de cultiu amb n-octd com a substrat, les andlisis estructurals del polimer
demostraren que estava constituit principalment per unitats de 3-hidroxioctanoat (3HO)
(De Smet et al., 1983). Aquest fet, conjuntament amb la identificacié d’ altres unitats de
HA diferents als 3HB provoca un interés creixent en la investigacié i comercialitzacio
d’ aquests biopolimers bacterians.

Aixi com I’homopolimer de P(3HB) és un materia fragil i per tant amb
aplicacions molt limitades, la incorporacié d' una segona unitat monomeérica dins del
polimer de P(3HB) confereix a material d'altres aplicacions potencias. A partir
d aquest moment es marca un punt i a part en lainvestigacio i en I’estudi dels PHAs.
Malgrat que €l P(3HB) havia estat e PHA més utilitzat, a partir d’aguest moment es
comenca la produccio a nivell industrial del copolimer de P(3HB)-co-P(3HV), que es
comercialitzaamb el nom de BIOPOL®.

En la década dels anys 80s, la mgjoria de la recerca es dirigeix ala identificacio
caracteritzacio de tots els acids hidroxialcanoics (HA) potencials de formar part
d aquests poliésters bacterians. Aquest fet porta a la identificacié de més de 125 tipus
diferents d'unitats de 3HA (Rehm and Steinbiichel, 1999) incloses algunes unitats de
4HA i 5HA (Williamset al., 1999), tal i com es pot observar en la Taula 1.2:
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Taula 1.2. Tipus de monomers identificats per a diferents polihidroxialcanoats (PHAS), (Witholt and

Kessler, 1999)

3-hidroxi acids

3-hidroxi acids
(insaturats)

3-hidroxi acids
(ramificats)

3-hidroxi acids

(funcionalitzats)

D'altres hidroxi acids

propionic 2-butenoic 2-metil-butiric ciclohexil-butiric 4-hidroxibutiric
butiric 4-pentenoic 2-metil-valeric 5-fenil-valéric 4-hidroxivaléric
valeric 4-hexenoic 2,6-dimetil-5-heptenoic  7-fluoro-heptanoic 4-hidroxihexanoic
hexanoic 5-hexenoic 4-metil-hexanoic 9-fluoro-nonanoic 4-hidroxiheptanoic
heptanoic 6-heptenoic 5-metil-hexanoic 6-cloro-hexanoic 4-hidroxioctanic
octanoic 6-octenoic 6-metil-octanoic 8-cloro-octanoic 5-hidroxivaleric
nonanoic 7-octenoic 7-metil-octanoic 3-bromo-hexanoic 5-hidroxihexanoic
decanoic 8-nonenoic 6-metil-nonanoic 8-bromo-octanoic malic

undecanoic 9-decenoic 7-metil-nonanoic 11-bromo-undecanoic

dodecanoic 10-undecenoic 8-metil-nonanoic 7-ciano-heptanoic

9-ciano-nonanoic
12-hidroxi-dodecanoic

7-metil-decanoic
9-metil-decanoic

6-dodecenoic
5-tetradecenoic
5,8-tetradecadienoic
5,8,11-tetradecatrienoic
4-hexedecenoic
4,7-hexadecadienoic

tetradecanoic

Arribat a aguest punt ja es sabia que no només els bacteris grampositius |
gramnegatius podien emmagatzemar agquests polimers intracel -lulars sind que també una
gran varietat de microorganismes podien sintetitzar i acumular PHA a partir de diferents
tipus de font de carboni. En € cas dels bacteris poden acumular grans quantitats de
polimer, entre el 30 % i e 90 % del seu pes cel-lular sec .

La necessitat de desenvolupar polimers nous amb propietats especifiques, aixi
com els avencos recents en el camp de I’ enginyeria metabolica conjuntament amb €l
millor coneixement del genoma i la bioinformatica han obert nous camins en |’ estudi
de noves rutes metaboliques (Steinbtichel, 2001). Aquest fet, no tan sols amplia €l rang
de substrats Utilsi per tant la produccié de PHAS de disseny sind que també implica una
millora en els rendiments dels processos industrials per la produccié de PHAS, quan
S utilitzen microorganismes recombinants.

El cost del PHA emprant una soca salvatge com per exemple R. eutropha és de
16%US per Kg, ésadir, és 18 vegades més car que el cost de produccio del polipropilé.
En canvi emprant una soca d' E.coli recombinant s aconsegueix reduir e cost fins a
4$US per Kg. Aquest preu estaen el rang d atres materials plastics biodegradables com
el PLA i els poliesters difatics. Un cost acceptable en la produccié de biopolimers és el
de 3-58US per Kg (Lee, 1996)

En la Figura 1.1 es mostra esquematicament |’estat de I’evolucié en |’ estudi,

desenvolupament i producci6 dels polihidroxial canoats:
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1900. identificach de les
# inclusions sudanofiliques

la etapa 1926. |dentificaci de P(3HB)

 Determinacié de lesfuncions del P(3HB)
« Identificac d'altres acids 3-hidroxialcanoics

1974. Determinach de I'estructuradels
granuls de P(3HB)

2actapa

3a etapa
« Producci6 industrial de P(3HBco-3HV)

1988. Clonaci6 dels gens de la biosintesis del PHA
* Producci6é de PHA enbacteris recombinants

« Produccié de PHA en plantestrangéniques
* Biogntesis de PHA invitro

4a etapa 4
Enginyeria de proteines '
« Identificac® de larelaci6 entre labiosintesisdel PHA i
les rutes metaboliquescentrals

» Determinaci6 d’estructuresterciaries i quaternaries de les PHAssintases i estudidels
mecanismescatalitics.

 Producci6 de “ Tailored PHAs”, PHAs de disseny
*Enginyeriade proteines per tal de millorar el rendiment dels processos de produccié.

Figura 1.1. Esquema modificat de I’evoluci6 de la ciéncia i tecnologia a voltant dels PHAs a llarg del
s.XX, dacord amb Sudesh et al., 2000 (Sudesh et al., 2000).

Aixi doncs, en termes economics per tal de poder implementar de forma
satisfactoria sistemes de produccié per a PHAs comercias, s han d estandarditzar les
condicions dels processos fermentatius.

El preu del producte depen directament del cost del substrat, del rendiment del
procés d’acumulacio respecte el substrat de partida i de I’ eficiencia dels processos de
purificacio i de formulacio final del producte (“downstreams processes’), (Lee et al.,
1996). De tal manera, que no només sdn necessaris percentatges d’ acumulacié de PHA
alts sind també una productivitat alta (g producte/unitat de volum/unitat de temps) per a
fer viable economicament la produccié d’ aguests biopolimers (De Koning, 1997a), (De
Koning et al., 1997b). Aixi doncs, alguns parametres que cal considerar per ta
d abaratir el's costos de producci6 d’ aquests biopolimers son:

i) I’Gs de microorganismes recombinants per tal de millorar € rendiment de
produccio respecte el substrat de partida.

ii) I’Gs de substrats de baix cost com poden ser residus industrials com per

exemple les molasses, els olis de fregits, etc.
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iii) I’estandarditzacio i I’ optimitzacio dels processos fermentatius i dels processos
de purificacid i formulacio del producte final.

Malgrat tot és evident doncs, que actualment €l cost de produccié és un obstacle a
I” hora de potenciar I’ Us dels PHASs en les multiples aplicacions comercials en les que es
pot utilitzar.

L’ entrada dels PHAs a mercat dels productes “comodities’ o primeres matéries ha
estat condicionada pel seu elevat cost de produccid, per la seva limitada disponibilitat
perd sobretot perqué malgrat les expectatives inicials no ha pogut complir amb els
requisits necessaris per a substituir els plastics d’ origen petroquimic.

Inicialment el cost de produccié del BIOPOL® emprant Ralstonia eutropha a
partir de glucosa i acid propionic era superior a 163US/Kg. Industries com Procter &
Gamble intentaren reduir els costos de produccio per tal de fer que els PHAs fossin més
competitius respecte d' altres productes ja comercialitzats. Tot i que, Procter & Gamble
aconseguiren reduir el cost de produccio del Nodax® a 2.20 $US/Kg, va parar la seva
produccio I'any 2006 (Philip et al., 2007).

D’atra banda sembla que s'han trobat noves aplicacions per als PHAs en la
indlstria biomédica ja que pot “tolerar” €els alts costos de produccié perquée €ls

productes que s obtenen sdn considerats d' un alt valor afegit.

1.2.2 Estructurai Propietats
Els Polihidroxialcanoats (PHAS) son poliésters biologics sintetitzats per
nombrosos microorganismes i acumulats intracel -lularment en forma de granuls com a
reservori d’ energiai de font de carboni. El nombrei lamida d’ aguests granuls depen de
cada microorganisme (Anderson and Dawes, 1990).
Aquest fenomen, sovint, esta associat a un excés de la font de carboni i a la
limitacio d’ algun altre nutrient (p.e: el nitrogen, el fosfor, etc.).
Des de I'aillament del PHB en B. megaterium, s han descrit més de 90 géneres
d arquees i bacteris capacos de produir PHA tant en entorns aerdbics com entorns
anaerobics. A la Taula 1.3 es mostren alguns exemples de microorganismes productors
de PHA, aixi com també alguns dels substrats emprats.
Tal i com s’ ha comentat anteriorment, els PHAs sdn compostos de reserva de
carboni i denergia que multiples microorganismes acumulen intracel -lularment en

condicions suboptimes de cultiul.
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Génere PHA % (p/p) substrat inicial
Acinetobacter <1 Glucosa

Aphanothece <1 NS

Aquaspirillum ND NS

Azospirillum 57 3-hidroxibutirat

Axobacter 73 Glucosa

Bacillus 25 Glucosa

Beggiatoa 57 Acetat

Beijerinckia 38 Glucosa

Caulobacter 36 Glucosa/ glutamat/extracte de llevat
Chloroflexus <1 Extracte de llevat/glicilglicina
Chlorogloea 10 Acetat/CO,

Chromatium 20 Acetat

Chromobacterium 37 Glucosal/peptona
Clostridium 13 Priptona/glucosa/extracte de llevat
Derxia 26 Glucosa
Ectothiorhodospira ND NS

Escherichia ND Priptona/glucosa/extracte de llevat
Gampnosphaeria ND ND

Haemophilus ND Infusio de cor i cervell (BHI)
Halobacterium 38 Glucosa

Hyphomicrobium ND Metanol, glucosa
Lamprocystis ND NS

Lampropedia ND NS

Leptothrix 67 Piruvat

Methyllobacterium 47 Metanol, glucosa
Methyllocystis 70 Meta

Methylosinus 25 Meta

Micrococcus 28 Pentona/Triptona
Microcoieus <1 NS

Microcystis ND ND

Moraxella ND NS

Mycoplana ND Metanol

Nitrobacta ND NS

Nitrococcus ND NS

Nocardia 14 Buta

Oceanospirillum ND NS

Paracoccus ND NS

Photobacterium ND NS

Pseudomonas 67 Metanol

Ralstonia 96 Glucosa

Rhizoibum 57 Metanol

Rhodobacter 60 Acetat

Rhodospirillum 47 Acetat

Sphaerotilus 45 Glucosa/peptona

Spirillum 40 Lactat

Spirulina 6 CO,

Streptomyces 4 Glucosa

Syntrophomonas 30 Crotonat

Thiobacillus ND Glucosa

Thiocapse ND NS

Thiocystis ND NS

Thiodictyon ND NS

Thiopedia ND NS

Thiosphaera ND Acetona,CO2

Vibrio ND NS

Xanthobacter ND NS

Zoogloea ND extracte de llevat/acids de casamino

Taula 1.3. Microorganismes productors de PHA i els seus corresponents
percentatges d’acumulacié de PHA. On ND (S): No detectat (seleccionat) (Kim
and Lenz, 2001).
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Recentment s'ha demostrat que els PHAs també tenen una funcié ecologica, €els
bacteris utilitzen els PHAs per millorar la tolerancia i la supervivéncia en condicions
culturals d’ estrés. Per tal de sobreviure en ecosistemes pobres en nutrients, els bacteris
han adoptat diferents estratégies, una de les quals és la d acumular PHAs com a
reservoris de carboni. Diferents estudis han demostrat que les cél -lules amb un contingut
alt de PHA sobreviuen més temps que no pas les que tenen un contingut de PHA baix ja
gue els PHAs poden ser degradats, assimilats i utilitzats rapidament en nombrosos
processos metabolics.

L’ acumulacio de PHA proporciona a la cel-lula una major resistencia en front de
condicions tant d’estres fisic com d estrés quimic. Sembla que aguest fet pot estar
relacionat directament ala mateixa presenciadel poliester o bé a diferents fenomens que
tenen lloc simultaniament amb la degradacié del PHA i I'expressio dels gens
involucrats en la proteccio de la cél -lula contra agents nocius.

Algunes de les funcions descrites per als PHAs son les de la protecci6 fisica de
la cél-lula per evitar aixi €l dany cel-lular i que inclou també I’ s del PHA com afont de
carboni en condicions limitants d’algun nutrient. Una segona funcié és la de I’ Us del
PHA com a font de poder reductor. Aquest poder reductor pot ser emprat per activar
algunes reaccions en situacio d’estres tals com |I’osmoregulacid o els mecanismes de
reparacio ATP-depenents. En ambdds casos, € funcionament normal del cicle de PHA
pot permetre el manteniment optim de les funcions metaboliques (incloent la fixacio de
nitrogen i la quimiotaxis) en condicions suboptimes.

D’ aguesta manera no només permet la supervivencia de la cél-lula siné que
també la proliferacié cel-lular. A més a més les analisis filogenetiques de les proteines
relacionades al metabolisme del PHA evidencien que |’ acumulacié de PHA és un factor
important per a la supervivéncia d’alguns bacteris en e seu entorn, és a dir,
I”acumulacio del PHA confereix ales cél-lules una avantatge ecologica (Kadouri et al.,
2005).

Els Polihidroxialcanoats (PHAS) sdn poliesters biologics, opticament actius ja
gue tots els monomers presenten un estereocentre de configuracio (R) com a
consequéncia de I'alta estereoespecificitat dels enzims biosintétics (Anderson and
Dawes, 1990), (Lee et al., 1996).

11
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Aquest biopolimers poden estar constituits per una gran diversitat d'acids
hidroxialcanoics (HA). L’ estructura quimica general dels quals es mostra a continuacio
alaFigural.2.

La majoria dels PHA’s coneguts son polimers de 3-hidroxiacids (3-HAS). Tot i
gue no és habitual també s han trobat monomers hidroxilats en posicié 2,45 i 6
(Kunioka et al., 1989), (Valentin et al., 1996), (Vaentin et al., 2000), (Vaentin et al.,
1994), (Eggink et al., 1995).

R=H poli(3-hidroxiproprionat)

R= CH3; poli(3-hidroxibutirat), PHB

R= C3Hsg poli(3-hidroxivalerat), PHV
/O\ - n=1 R= CsH; poli(3-hidroxihexanoat)

e C* R= CsH;; poli(3-hidroxioctanoat)

E R= CgH;q poli(3-hidroxidodecanoat)

Z
R H 100-30000 n=2 poli(4-hidroxibutirat)
- n=3

poli(5-hidroxivalerat)

0 0
1

I T

Figura 1.2. Estructura quimica de les diferents unitats de repetici6 dels PHAs on s observa el centre
quira (*) amb configuracio (R) per a tots els monomers del polimer. En funcio de la longitud de les
cadenes laterals, R, els PHASs es classifiquen com a : scl-PHA, PHAs de cadena curta on R= CHj,
C.Hs; mcl-PHA, PHAS de cadena mitja on R=C;H; —Cy;Hy3 ; Icl-PHA, PHASs de cadena llarga on
R>C;1.

En funcio de lalongitud de les cadenes monomeriques, els PHAS es classifiquen
en trestipus. scl-PHAs, mcl-PHASs I elslcl-PHAS.

= PHAS de cadena curta o scl-PHAS (short chain length-PHAS), contenen entre

3-5 atoms de carboni. Els més coneguts son €l PHB i el seus copolimers amb
el polihidroxivalerat (PHB-co-PHV). Dellarg, e PHB ésel PHA més comu en
la natura. Com a consegiencia de la sintes enzimatica, e PHB té una
regularitat estereoquimica excepcional. Les cadenes son completament lineals
i tots els estereocentres presenten configuracid R, per la qual cosa aquest
polimer és isotactic. En canvi els seus copolimers amb 3HV, s ha demostrat
mitjancant estudis de ressonancia magneética nuclear (RMN), que sén polimers
aleatoris (copolimers “random”) (Akitaet al., 1976), (Fernandez del Castillo et
al., 1986), (Kunioka et al., 1989), (Steinbiichel and Schubert, 1989),
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(Steinbuchel and Wiese, 1992), (Park et al., 1995), (Kim and Chang, 1998),
(Choi and Lee, 1999), (Kim, 2000), (Zinn, 2003).

= PHASs de cadena mitja 0 mcl-PHAs (medium chain length-PHAS), aquests

polimers contenen cadenes de 6-14 atoms de carboni. En general S obtenen
copolimers aleatoris amb longituds de cadena variables i que depenen de
I’ estructura quimica del  substrat de partida (Huijberts et al., 1992), (Lenz et
al., 1992), (Steinbuchel and Wiese, 1992), (Preusting et al., 1993), (De
Koning, 1995), (Steinbichel and Valentin, 1995), (Cromwick et al., 1996),
(Lee et al., 1999), (Witholt and Kesser, 1999), (Fernandez et al., 2005),
(Bassas et al., 2006).

» PHAsde cadenallarga o Icl-PHAS (long chain length-PHAS), aquest grup és €l

menys abundant i les seves cadenes contenen més de 15 atoms de carboni.
Fins a aguest moment no s hatrobat cap referencia bibliografica dels PHAs de

cadenallarga.

La diferent longitud i composicio de les cadenes laterals, aixi com també € fet
que siguin susceptibles de modificar-se quimicament a posteriori fa que aquests

polimers tinguin un ampli ventall d’ aplicacions potencials.

Els PHAs son considerats bons candidats com a materials polimerics
biodegradables ja que presenten propietats semblants a alguns termoplastics i
elastomers d’'origen sintetic molt emprats (des de el polipropilé fins a les gomes
sintetiques) i a més poden ésser degradats completament a dioxid de carboni i aigua (o
meta en condicions anaerobiques) per diferents microorganismes en diferents entorns
(sols, aiglies marines o dolces, fangs residuals, etc.). Aixi doncs, com a consequéncia de
la seva biodegradabilitat i biocompatibilitat, presenten potencialment una gran diversitat
d aplicacions industrials. Les propietats dels PHAS depenen de la seva composicio
monomerica i aquesta depen del tipus de microorganisme i de la font emprada com a
substrat.

En general cada soca bacteriana homés es capa¢ de sintetitzar un sol tipus de

PHA degut al’alta especificitat de I’enzim PHA-sintasa. S ha descrit, per exemple, que
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les espécies Alcaligenes latus, Ralstonia eutropha, Rhodospirillum rubrum i
Azotobacter vinelandii, només sintetitzen PHAS de cadena curta (Anderson and Dawes,
1990), (Lee, 1996). D’ altra banda, existeix un extens grup de bacteris gramnegatius, on
cal destacar e genere Pseudomonas, que es caracteritzen per a sintetitzar PHAs de
cadena mitja (Bassas et al., 2006), (Huisman et al., 1989), (Huijberts and Eggink,
1996), (Huijberts et al., 1992), (Hartmann et al., 2004), (Solaiman et al., 1999),
(Fernandez et al., 2005). Malgrat I’ especificitat de la PHA-sintasa s han descrit casos
on un microorganisme és capag de produir PHAS de diferents tipus quan es alimentat
amb diferents substrats (Fukui et al., 1998).

Tal i com sha esmentat anteriorment, |'altre factor que condiciona la
composicié monomeérica del polimer és la font de carboni que s utilitza per a alimentar
els cultius.

Per tal d’obtenir nous biopoliesters amb propietats fisicoquimiques diferents,
s han provat diferents tipus de substrats com per exemple: hidrocarburs, acids grassos
de cadena mitja i curta, glucosa o d atres fonts de carboni amb grups funcionals
susceptibles de ser modificats quimicament (per tal d’ obtenir d’ altres polimers d’interes,
ja siguin polimers biodegradables o biomaterials funcionals amb aplicacions
biomediques).

D’dtres fonts de carboni emprades son €s residus industrials (residus
oleaginosos, melasses, olis de fregits, etc.) amb |’ objectiu de millorar els costos dels
processos de produccio (Fernandez et al., 2005), (Du and Yu, 2002), (Garcia-Ribera et
al., 2001), (Page, 1992), (Yu et al., 1998).

El fet que sigui materials biodegradables, els fa atractius per un ampli ventall
d aplicacions industrials, malgrat tot, actualment no poden competir en front dels
plastics convencionals (derivats del petroli) degut a seu at cost de produccié. Perd en
canvi, la seva hiocompatibilitat fa que siguin productes d'alt valor afegit i bons

candidats per ales aplicacions biomediques.

% Pesmolecular dels PHAs

El pes molecular dels PHA s purificats depen dels processos biotecnologicsi de les
condicions del processat final de la mostra. Els mecanismes que afecten i per tant
determinen e pes molecular d’ aguests polimers en les cél-lules bacterianes son encara
bastant desconeguts. Malgrat tot, €l pes molecular depen del tipus de microorganisme i

del tipus de font de carboni emprada. D’ altres parametres que semblen jugar un paper
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important en la sintesi del polimers bacterians son € temps de produccié i en quin
moment del cicle de creixement del microorganisme s acumula.

El pes molecular en massa (Mw) del PHB oscil -la entre 600000 i >1000000 g/mol
amb un index de polidispersitat a voltant de 1,9. Aquests valors sdn molt superiors als
obtinguts per a poliesters sintetics. Per als copolimers de HB amb 3HV s obtenen
copolimers amb pesos moleculars més baixos perd en canvi la distribucidé de pesos
moleculars, és a dir, I'index de polidispersitat és considerablement superior
(Mw/Mn~4), d'acord amb la Taula 1.4.

Taula 1.4. Propietats polimériques de diferents tipus de PHAs saturats i insaturats. On Tg
és latemperatura de transicio vitria; Tm és la temperatura de fusio; Mw, és el pes molecular
en massa i e quocient Mw/Mn, (el quocient entre el pes molecular en massa i e pes
molecular en nombre) representa |’ index de polidispersitat, (van der Walle et al., 2001).

Mw (g/mol) Mw /Mn Tg (°C) Tm(°C)
PHA produit per A. eutrophus
PHB > 1400000 1,9 9 177
Poli (3HB-co-HV) (15% mol HV) 982000 2,5 -1 140
Poli (3HB-co-HV) (28% mol HV) 930000 4,0 -8 102
PHA produit per P. oleovorans
emprant com a font de carboni:
n-hexa 330000 1,8 -25,8 -
n-octa 178000 1,8 -36,5 58,5
n-deca 225000 2,0 -38,4 47,6
l-octeé 242000 2,4 -36,6 -
1-dece 260000 2,2 -43,1
PHA produit per P. oleovorans
emprant com a font de carboni:
acids grassos d'oli de coco 84000 1,6 -43,7 42,4
acid oleic 112000 1,6 -56,3 -
acids grassos d'oli de resina 56000 1,7 -59,8
acids grassos d'oli de llinosa 97000 2,3 -61,7

No aixi, per as PHAs de cadena mitjana (saturats, insaturats o bé amb grups
funcionals a les cadenes laterals) s han descrit valors de pesos moleculars relativament
més baixos als trobats per a's PHAs de cadena curta. Els pesos moleculars per al's mcl-
PHAs son de 60000-360000 g/mol (van der Walle et al., 2001). Els indexs de
polidispersitats oscil-len entre 1,6 i 2,4. Aquests valors de distribucié de pesos
moleculars sdn molt propers a vaor tedoric (Mw/Mn=2) dels polimers sintétics
policondensats com son els poliéesters sintetitzats quimicament.
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% Propietats termiques dels PHAs
La majoria dels PHAs son polimers parcialment cristallins i per tant les seves

propietats termiques i mecaniques s expressen normalment en funcié de la temperatura
de transicio vitrea (Tg) per alafase amorfai amb la temperatura de fusié (Trm) per ala
part cristal-linadel material.

Els scl-PHA (p.e: PHB i € PHB-co-PHV) son polimers termoplastics, que son
fluids moldejables per sobre la T, en canvi els mcl-PHAS sdn generalment elastomers
amb punts de fusié molt baixos.

Els mcl-PHAs son polimers practicament amorfs en la seva totalitat amb una
temperatura de transicio vitrea per sota de la temperatura ambient (T4~ -62 a -26°C) i
amb una temperatura de fusi6 relativament baixa (T 42-58°C) (Van der Walle et al.,
1999), (Casini et al., 1997), (Preusting, 1990). Per tant, els mcl-PHAS poden ser
considerats com elastomers tipics. La temperatura de transicio vitria decreix a mesura
gue augmenta el promig de lalongitud de les cadenes | aterals ja que aquestes es fan més
mobils. A mésamés al’ augmentar la diversitat de les cadenes dins d’ un mateix polimer
en dificulta la seva cristal-litzacio. Aquesta és la rad per la qual es mcl-PHAs
cristal -litzen molt lentament, especialment en els casos d alguns copolimers, on €l

procés de cristal litzacid no s observai per tant tampoc la Tp,.

+ Biodegradacio dels PHAs

D’ altra banda la caracteristica que diferencia els PHAs i possiblement la seva gran
avantatge respecte els plastics convencionals (petroplastics) és la seva biodegradabilitat
(Boopathy, 2000), (Reddy et al., 2003). Els PHAs poden ser degradats térmicament o
per hidrolisi enzimética. En sistemes biologics, aquests polimers poden ser degradats
emprant depolimerases microbianes 0 en €l cas especific de teixits animals poden ser
hidrolitzats (enzimatica o no enzimaticament) (Gogolewski et al., 1993), (Philip et al.,
2007). En € cas del PHA, la seva biodegradabilitat depen de les propietats fisiques i
quimiques, és adir, tant I’ estructura quimica (la naturalesa de les unitats monomeriques
i e baang hidrofilic/hidrofobic), com el grau de cristallinitat son factors molt
importants en els processos de biodegradacio (Lee, 1996). S havist que PHAs amb baix
pes molecular sdn més susceptibles de ser biodegradats. De la mateixa manera s ha
trobat una relacié entre la temperatura de fusié (Tm) i e procés de degradacio. A
mesura que augmenta la Tm, la biodegradabilitat disminueix. Tokiwa i Suzuki (1977)

descobriren que les lipases no poden hidrolitzar el P(3HB), possiblement degut ala seva
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alta temperatura de fusio (Tm=178 °C) i a la seva elevada crita-linitat (Tokiwa and
Suzuki, 1977).

La poblacié microbiana aixi com la temperatura en un entorn determinat també
poden contribuir ala biodegradacio d aquests polimers. Estudis realitzat per (Johnstone,
1990) i (Flechter, 1993) han demostrat que practicament un 85 % del PHA pot ser
degradat en set setmanes. Pel que fa en ambients aquatics, (Johnstone, 1990) en un
estudi realitzat en el Llac de Lugano (Suissa), demostra que en 254 diesi atemperatures
gue no superen els 6 °C, el PHA es degradat completament.

1.2.3 Aplicacions potencialsi/o aplicacionsrealsdels PHAs

En els darrers anys, el nombre de publicacions cientifiques en I'estudi del PHA
(biosintesi, produccié (bioreactors) i caracteritzacid) ha augmentat considerablement.
L’estudi dels PHAs va comencar com un tema d'interés purament academic, s ha
convertit d’'interés comercia possiblement degut al seu llarg rang d’ aplicacions.

Els PHAs son materials termoplastics no toxics, biocompatibles i biodegradables
gue poden ser produits a partir de fonts renovables i/o de residus industrials. Algunes
caracteristiques son un alt grau de polimeritzacio, poden ser cristal-lins o amorfs en
funcio de la composicid, tenen activitat optica, i en alguns casos com e PHB son
isotactics (presenten una estereoquimica molt regular en les seves unitats de repeticio).
També son piezoelectrics i insolubles en aigua. Aquestes son agunes de les
caracteristiques que els fan molt competitius amb €l polipropilé.

Els PHAs tenen un ampli ventall d aplicacions gracies a les seves multiples
caracteristiques, tan a nivell industrial, biomédic o en e camp de I'agricultura.
Inicialment, els PHAs s utilitzaven en la produccié d'articles d' Us quotidia com a
components de bosses, envasosi com a recobriment en papers, és a dir, S utilitzaven per
aplicacions molt similars a les dels plastics convencionals. El primer producte fet a
partir de PHA va ser llencat al mercat a I’abril del 1990 per Wella AG, que va
comercialitzar una linia de xampus ecol 0gics envasats en ampolles fetes de Biopol (I1Cl,
UK). Malgrat presentar propietats similars als derivats petroquimics, economicament
encara no hi poden competir.

A més de ser emprats en usos similars as dels plastics convencionals, cal
recordar que els PHAs son materials estereoregulars, i per tant poden ser utilitzats com a
precursors quirals en la sintes quimica de compostos Opticament actius. Aquesta

propietat fa que siguin productes amb un alt valor afegit i per tant prou competitius

17



1. Introducci6

economicament. Aquests compostos sén emprats particularment com a vehiculadors per
a I’administracié controlada de principis actius, drogues, hormones, insecticides i
herbicides. També s'han utilitzat com a materiads osteosintetics en els processos
d estimulacio del creixement ossi aprofitant aixi les seves propietats piezoel ectriques.
Altres aplicacions han estat I’ s com a discs ossis, sutures quirdrgiques i recanvis de
vasos sanguinis (Reddy et al., 2003). Malgrat tot, les aplicacions en e camp de la
biomedicinai alaindlstria farmacéutica son limitades ja que aquest biopolimers tenen
una biodegradacio lenta i a la vegada una alta estabilitat hidraulica en teixits esterils
(Wang and Bakken, 1998).

Els PHAs son utilitzats com a precursors en la sintesi de compostos quirals
(productes de sintesi enantiomericament purs) i com a productes base per a la produccio
de pintures. Els PHAs poden ser facilment hidrolitzables per al’ obtencié d’ hidroxiacids
purs opticament actius (Ren et al., 2005). Per exemple Merck hidrolitza el PHB per a
I’obtencié de I'acid (R)-3-hidroxibutiric que s'utilitza en la sintess d'un farmac
antiglaucoma (Truspot ®). L’acid (R)-3-hidroxibutiric conjuntament amb e (R)-1,3-
butanediol també és utilitzat en la sintesi de B-lactames.

En @ cas dels esters dels B-hidroxiacids i €ls seus derivats també son considerats
com a“solventsverds’, ésadir, com una alternativa neta als dissolvents classics.

Els PHAs comercials més coneguts son el Biopol® (copolimer de PHB-co-PHV),
el Nodax® (copolimer de PHB-co-mclPHA) i el DegraPol® (copolimer de bloc de
poliéster-ureta, sintetitzat a partir del PHB-diol) (Philip et al., 2007).

+ Biopol ®

Inicialment el Biopol® era produit per ICI, pero actualment és manufacturat per
Metabolix (Cambridge, MA, USA). Aquest copolimer de poli(3HB-co-3HV) ésun
termoplastic que presenta una temperatura de fusi6 entre 140-180 °C. Si
s augmenta el percentatge de 3HV, € polimer esdevé més elastic. Aquest polimer
ha estat emprat per ala produccié de recobriments en papers, €l la produccié de
films, cordes i xarxes de pescar, envasos, etc. Empreses com Fluka i Toray estan
intentant desenvolupar un derivat del Biopol® per a finalitats biomédiques.
Actuament, el Biopol® és emprat en la produccié d’ ampolles de xampu, ampolles
d oli de motorsi en la produccié de maguinetes d’ afaitar.
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% Nodax ®

El Nodax® és un copolimer de 3HB i un mcl-PHA (com per exemple e 3-
hidroxihexanoate, 3HHXx; 3-hidroxioctanoat, 3HO; o el 3-hidroxidecanoat; 3HD).
L’ avantatge d’ incorporar un mcl-PHA a PHB ésladisminucio del la cristal -linitat
i de la temperatura de fusio (Tm), que fa que e copolimer sigui un material més
tou i més ddctil, i per tant un material amb noves aplicacions comercials. Aguest
polimer ha estat desenvolupat per Procter & Gamble i algunes de les seves
caracterisques son la degradacié aerobica i anaerobica, estabilitat hidrolitica i
propietats mecaniques i elastiques modulables. El Nodax® pot ser emprat en la

produccio de vestits quirdrgics, catifes, envasos, bosses de compostatge.

+ DegraPol ®

Aquest biopolimer és un polimer de bloc de poliéster-ureta sintetitzat quimicament
a patir de P(3HB)-diol i de o,m-dihidroxi-poli(e-caprolactona-bloc-
dietilenglicol-bloc-e-caprolactona). Les aplicacions més interessants han estat
descrites en el camp de la biomedicina, especialment en el tractament per a la

cicatritzacio d’ 0ssos.

1.2.4 Biosintes dels PHAS:. rutes metaboliques

L’ estudi del metabolisme, la bioquimica i la fisiologia del PHB des del 1987
complementats amb estudis genétics recents han aportat molta informacio de les rutes
metaboliques de la biosintesi de PHA. S'han clonat i caracteritzat mltiples gens que
codifiquen els enzims que participen tant en la biosintesi com en la degradacio del PHA
per diferents microorganismes. Aixi doncs, sha demostrat que la natura ha
desenvolupat diferents rutes per alasintesi del PHAS, que S gjusten als diferents ninxols
ecologics per a's microorganismes productors de PHA (Reddy et al., 2003).

D’dltra banda, els estudis genétics també han proporcionat informacié sobre la
regulacio de les rutes biosintetiques del PHA respecte les condicions culturals i han
demostrat el paper basic que realitzen en e metabolisme central i en la fisiologia
cellular (Madison and Huisman, 1999). Amb la descoberta as anys 80s de diferents
HAs diferents a HB com a components dels PHAs va quedar paés I'ampli rang
d especificitat de substrat dels enzims PHA-sintases i per tant la gran varietat de

monomers que poden ser polimeritzats.
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Tal i com s’ha comentat anteriorment, la composicié monomeérica del polimer

depén de diferents factors com son € tipus de microorganisme productor de PHA (i per

tant del tipus de PHA-sintasa), de la font de carboni escollida com a substrat i finalment

de les rutes metaboliques implicades en la sintesi del polimer. La ruta metabolica per a

lasintesi de PHA es veu influenciada directament per alafont de carboni emprada.

En funcié del tipus de microorganisme productor de PHA, s han descrit quatre

tipus diferents de rutes metaboliques principals (Figura 3):
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Ruta de Ralstonia eutropha, aquesta és la ruta metabolica per alasintes de PHB

i consta de tres reaccions enzimatiques catalitzades per tres enzims diferents. La
primera reaccié és una condensacié de dues molécules de acetilcoenzim A
(acetil CoA) a acetoacetil-CoA per accio de la B-cetoacil CoA tiolasa. La segona
reacci0 és la reduccié de |’ acetoacetil-CoA a (R)-3-hidroxibutiril-CoA
mitjangant e NADPH-acetoacil-CoA deshidrogenasa. | finament té lloc la
polimeritzacié dels monomers de (R)-3-hidroxibutiril-CoA a P3HB per acci6 de
laP(3HB) polimerasa (Huisman et al., 1989).

Ruta de Rhodopseudomonas rubrum: Aquesta ruta és un cas particular de laruta

descrita anteriorment per R. eutropha. En aquesta cas, |’ acetoacetil-CoA és
reduit mitjangant una reductass/NAPH a (S)-(+)-3-hidroxibutirl-CoA que
posteriorment per accid dues enoil-CoA hidratases és convertit a (R)-(-)-
hidroxibutiril-CoA.

Ruta de Pseudomonas del grup | d’homologia rRNA: En aguest tercer tipus de

rutes metaboliques hi trobem un gran nombre d’ espécies de Pseudomonas com
P. oleovorans, P. aeruginosa i P. putida. En aguests cas aguestes especies
acumulen PHA format per hidroxialcanoats de cadena mitja (mcl-PHAS) (De
Smet et al., 1983), (Lageveen et al., 1988).

Ruta de Pseudomonas del grup |1 d’homologia rRNA: Aquesta ruta és emprada

per P. cepacia (Burkhoderia cepacia) implica la sintesi de copoliésters de 3HAs
de cadena mitja (mcl-PHAS) a partir de I’ acetil-CoA. Encara es desconeixen

bastant detalls dels mecanismes de reacci6 d’ aguesta ruta.
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Aixi doncs, de manera general, la biosintesi bacteriana de PHAS es pot dividir en

dostipus: labiosintes de scl-PHAs I labiosintesi de mcl-PHAS.

Tal i com es pot observar en |I’esquemade laFigura 1.3, la biosintesi de PHB (scl-
PHA) comenca amb la condensacioé de dues molécules d’ acetil-CoA. Aquesta reaccio
esta catalitzada per la 3-cetotiolasa (PhaA) donant Iloc a la formacio de |’ acetoacetil-
CoA que seguidament és reduit a (R)-3-hidroxibutiril-CoA per la (R)-acetoacetil-CoA
reductasa especifica (PhaB). Finament e (R)-3-hidroxibutiril-CoA és el substrat per la
poliester sintasa (PhaC) i precursor directe de la biosintesi de PHB (Rehm, 2006).
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D’ELONGACIO DE
SUBSTRATS CADENA SUBSTRATS
NO . RELACIONATS
RELACIONATS “. = tioesterasa | = (écid ar as)

-~

“a

-cetotiolasa

i
1
Acetoacetil-CoA 4 I Acetil Co-A AC" CoA
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I | "
1
: Maloml COA ‘ ﬁ -oxidacio
i 1 3-cetoacil-CoA B s E{of Enoil-CoA
Acetoacetil-CoA 1 'I
| i
[EdeTiog Malonll -ACP I ;
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. |
Triclosan ACP+CO 1 (S)-hidroxiacil- CoA
3-cetoacil-ACP| 5 -
L 4 ilnr\lesw reductasa (R)Cer;on-
R)-3-hidroxibutiril-CoA i SR 3 cetoaci-ACP 1 5
(R) Enoil-ACP acids I E hidratasa
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Poliéster (R)-3- h|drOX|aC|I CoA <—J
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Poliéster sintasa |
v Trans- acﬂasa

Figura 1.3. Diagrama de les rutes metaboliques en la biosintesi de scl-PHA i mcl-PHA. Els enzims
estan indicats amb requadres grisos i els triangles indiquen inhibidors de la ruta metabodlica per a la
sintesi de biopoliésters. Esquema adaptat de (Rehm, 2006).

En canvi, per e cas dels mcl-PHAS, els (R)-3-hidroxiacids de cadena mitja son
sintetitzats a partir de la conversié d’intermediaris del metabolisme dels acids grassos a
(R)-3-hidroxiacil-CoA. En €l cas de les Pseudomonas s han descrit fins a tres vies

possibles per a la sintesi de (R)-3-hidroxiacil-CoA que son els substrats per a les
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poliester sintases (Rehm et al., 1998), (Fiedler et al., 2002): (i) B-oxidacio, és la ruta
principal quan s utilitzen acids grassos com a font de carboni, (ii) La sintes de novo
d’ acids grassos, els substrats no relacionats son metabolitzats a acetil-CoA (p.e: etanol,

glucosa, acetat, etc.) i (iii) Lareaccio d’elongacio de cadena, en aquestaruta s obté el

(R)-3-hidroxiacil-CoA apartir de la condensacio de dues molécules d’ acetil-CoA.

Aixi doncs, Lageveen et al. (1988), van demostrar que la composicié monomerica
dels mcl-PHASs (saturats i linials) produits per P.oleovorans depenia del tipus de n-alca
emprat com a substrat (Lageveen et al., 1988). Els n-alcans eren degradats mitjancant la
perdua de dues unitats de CH, per tant, semblava que la via implicada en la biosintesi
del polimer era la B-oxidacié. Posteriorment, Preusting et al., confirmaven els resultats
obtinguts per Lageveen et al. a més pero, suggeria que podien haver-hi d altres vies
metaboliques implicades en la biosintesi d’aquests polimers, ja que quan s emprava
I”acid hexanoic com a substrat, en la composicié polimérica del mcl-PHA es detectava
3-hidroxioctanoat i el 3-hidroxidecanoat (Preusting et al., 1990).

S obtingueren resultats semblants treballant amb P.putida KT2442 i emprant acids
grassos com a substrats. Estudis realitzats amb I'acid decanoic marcat amb *3C i
inhibidors de la B-oxidacid i de la sintesi de novo dels acids grassos van demostrar que
la produccié de mcl-PHAs emprant I’ acid decanoic com a substrat només podia tenir
lloc via B-oxidacio. En canvi, estudis realitzats emprant I’ &cid hexanoic marcat amb **C
demostraven que en la biosintesi de polimer hi havia implicades tres vies metaboliques
diferents. L’ acid hexanoic podia ser incorporat directament en els poli(3HA) en forma
d acid 3-hidroxihexanoic després de mig cicle de la -oxidacié. A més a més, I'acid
hexanoic podia ser parcial o totalment degradat en la B-oxidacié a acetil-CoA per
posteriorment ser incorporat a la via de sintesi de novo d'acids grassos i formar
monomers amb diferents longituds de cadena (C6-C14). L’existencia de monomers

d acid 3-hidroxioctanoic indicava que lareacci6 d’ elongacio de cadenatambé tenialloc.

Actualment, P. oleovorans i P. putida son les espécies de Pseudomonas
productores de PHA més estudiades. Quan es fa créixer P. oleovorans amb n-alcans i
limitacio de font de nitrogen, la composicié monomerica del PHA que es sintetitza és

similar a substrat emprat. Aixi doncs, e monomer de cadena més llarg contindra el
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mateix nombre d’aoms de carboni que la font de carboni inicial. Si es treballa amb
substrats amb un nombre senar d' atoms de carboni és d’ esperar que els monomers del
polimer també tinguin un nombre senar d’ &oms de carboni. | de la mateixa manera,
quan es treballa amb substrats amb un nombre parell d’atoms de carboni, els monomers
esperats també tindran un nombre parell d’ atoms de carboni (Zinn et al., 2001).

La magjoria de Pseudomonas que pertanyen a grup | d homologia rRNA a
excepcio de P. oleovorans poden sintetitzar mcl-PHA a partir de substrats no relacionats
com per exemple el gluconat, fructosa, acetat, glicerol i lactat (Anderson and Dawes,
1990). El PHA sintetitzat a partir d’ aquests substrats conté principament monomers de
3-hidroxidecanoat. En aquests cas, els monomers 3-hidroxiacil s obtenen a partir de la
ruta de sintes de novo dels acids grassos. D’altres especies de Pseudomonas que
utilitzen aquesta via metabolica son P .aeruginosa, P. aureofaciens, P. citronellolis, P.
mendocina i P. putida. Si I'intermediari de la biosintes d acids grassos és (R)-3-
hidroxiacil-ACP, es necessita d'un altre pas biosintetic per a convertir-lo en (R)-3-
hidroxiacil-CoA que és e precursor de la PHA-sintasa. Sembla ser que €l connector
entre la biosintesi d’ acids grassos i la sintesi de novo és un enzim (PhaG) que presenta
activitat (R)-3-hidroxiacil-CoA-ACP transferasa. Algunes especies de Pseudomonas
son capaces de sintetitzar 3HB i mcl-PHA simultaniament a partir de diferents tipus de
fonts de carboni. Les andlisis de TEM amb criofractura han demostrat que el's dos tipus
de polimers sdn emmagatzemats en granuls diferents (Fukui et al., 1998). Estudis
genétics han demostrat que aguestes especies de Pseudomonas tenen almenys dos tipus
diferents de PHA-sintases amb diferent especificitat de substrat (Timm et al., 1994).

Els acids grassos de cadena llarga, com per exemple I’ &cid oleic o I'&cid linoleic,
també sdn bons substrats per ala produccié de mcl-PHA. D’ acord amb De Waard et al.,
(1993) I'acid oleic és degradat per la via enoil-CoA isomerasa depenent per tal de
formar monomers monoinsaturats que son incorporats als mcl-PHA. En canvi, I’ acid
linoleic és degradat per la via enoil-CoA reductasa depenent, tal i com indica el fet de
trobar monomers amb dues insaturacions a les cadenes (De Waard et al., 1993).

L’ afinitat de la PHA-polimerasa, responsable de la reaccio polimeritzacio, difereix
en funcié de la longitud de cadena dels 3-hidroxiacids. Considerant les composicions
monomeriques obtingudes emprant acids grassos 0 n-alcans com a substrat, s observa

una major afinitat per als 3-hidroxiacids amb una longitud de cadena de 8,9 i 10 atoms
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de carboni. En canvi I’ &finitat de I’ enzim decreix amb els 3-hidroxiacids de cadena més
curta i amb els de cadenamés llarga.

Aixi doncs, e génere Pseudomonas pot sintetitzar un nombre molt divers de
monomers (R)-HA oOpticament actius i permeten la introduccié de grups funcionals
susceptibles de ser derivatitzats quimicament o bé ser utilitzats com a punts reaccio per

a compostos actius, com principis actiusi aixi tenir aplicacions biomediques.

1.2.5 Estructurai formacié del granul de PHA

Al llarg de la Ultima decada s ha fet un gran esforg en I’ estudi de I’ estructura del
granul de PHA, aixi com també en els mecanismes de formacio (Peters and Rehm,
2005), (Steinbuchel et al., 1995), (Kelley and Srienc, 1999). Els granuls estan formats
per una capa externa de proteines especifiques (Stuart et al., 1998) i fosfolipids (Griebel
et al., 1968). Aquesta capa externa recobreix el nucli del granul format pel PHA en estat
amorf.

La superficie de les inclusions de PHA (in vivo) és una regio d uni6 dinamica de
les proteines responsables de la biosintesi del PHA, PHA sintasa, (Gerngross et al.,
1993) i de la degradacio o mobilitat dels reservoris polimérics, PHA depolimerasa
intracel -lular, (Handrick et al., 2000). Aguestes proteines estan |ligades covalentment a
la superficie del granul de PHA (Saegusaet al., 2001).

Un dltre tipus de proteines que es troben en la superficie de les inclusions son les
fasines (proteines amfipatiques) considerades les responsables de la formacio i
I estabilitzacié de lesinclusions lipidiques (Pieper-Furst et al., 1994).

Aquestes proteines tenen una funcié estructural i estan unides a nucli del granul
de formano covaent (Hanley et al., 1999). Les fasines promouen la biosintesi del PHA
i sembla ser que existeix unarelacio entre el nombre de fasines existents ala superficiei
la mida del granul (Potter et al., 2002), (York et al., 2001). Una simulacio feta amb
ordinador va suggerir que |’ activitat de les fasines podria influir sobre la cinetica de la
formaci6 del granul de PHA reduint-ne la fase de latencia (Jurasek, 2004).

Aixi doncs, la formacio dels granuls es veu afectada pels nivells d' activitat dels
enzims associats a la biosintes de PHA (Jung et al., 2000), per tant, sembla ser que
nivells alts de laPHA sintasa i de les proteines fasines es tradueix en un augment en €l

nombre d'inclusions.
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Proteines associades als granuls de PHA

|3 @B

D

Membrana
monocapa
lipidica

Granul de PHA

Figura 1.4. Model proposat per Sudesh (2002) per
I’estructura del granul de PHA in vivo. A la superficie
externa del granul s'hi troben associades les proteines
especifigues (PHA sintasa, PHA depolimerasa), les
fasines, proteines reguladores i d'atres proteines amb
funcio desconeguda (Sudesh, 2002).

També s han localitzat algunes proteines reguladores especifiques de PHA
(Maehara et al., 2001), (Prieto et al., 1999), (York et al., 2002) i d altres tipus de
proteines sense una funcié coneguda (Kinkle et al., 2000).

S han descrit dos models per a I'estructura dels granuls de PHA, un per as
bacteris productors de scl-PHA (PHB) i un atre per als bacteris productors mcl-PHA.

En el cas del model descrit per al scl-PHA en B. megaterium, € granul esta
envoltat per una monocapa lipidica (0,5 % (p/p)) i proteines a la part externa a la part
externa (2 % (p/p)). No s ha pogut demostrar que ni les proteines ni els lipids estiguin
integrats dins del granul. En canvi, els granuls de mcl-PHA sbn més grans i presenten
una estructura més complexa que els descrits per als scl-PHA. Estudis de microscopia
electronica suggereixen que la superficie del granul consisteix en una capa fosfolipidica
gue separa dues capes de proteines cristal -lines.

1.2.5.1 Granulsen capes

P. oleovorans sintetitza, quan es fa créixer amb una barreja d’ acid 5-fenilvaleric i
acid nonanoic, un homopoliéster , poli-acid (3-hidroxi-5-fenilvaleric) (poli(3HPV)), i un
copoliester d’acid 3-hidroxinonanoic (poli-3HN) i d atres 3HA relacionats (poli(3HN-
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co-HAmcl) (Curley et al., 1996). El poli(3HPV) també és sintetitzat quan s utilitza
I”acid 5-fenilvaléric com a tnicafont de carboni.

Quan P. oleovorans creix en ambdues fonts de carboni, s observa la formacio de
granuls en capes, és adir, els granuls presenten nucli de poli(3HN-co-HAmcl) envoltat
per diferents capes de poli(3HPV). Estudis de microscopia electronica de transmissio i
tinci6 amb tetroxid de ruteni han confirmat que e poli(3HPV) es sintetitza quan
s exhaureix I’acid nonanoic. Kelley et al., (1999) també descriuen la formacio d aquest
tipus granuls en R. eutropha quan es controla el régim d’ alimentacio (excés de fructosai
concentracio limitant d’ acid valeric). En aquest cas, mitjancant microscopia electronica
de transmissio i tinci6 amb RuO,, S observa la formacié de granuls on e nucli esta
format per poli(3HB-co-3HV) i les capes externes per P(3HB). Les capes externes de
P(3HB) es sintetitzen un cop I'acid vaeéric esta exhaurit. Els granuls en capes
representen tan sols un 30-40 % dels granuls totals. Aixo es degut al fet que els granuls
tendeixen ala coalescenciai que I'inici de laformacié dels granuls no té lloc a mateix
temps (Kelley and Srienc, 1999).

Aixi doncs I’ Gs d' agents de tincio com el RuOy4, el OsO;, i I’acetat d’ uranil permet
diferenciar les diferents fases d’ un copolimer. Aquests reactius, tenyeixen preferentment
la part amorfa dels polimers ja que tenen una major difusié i un major temps de

residéencia.

@
I @

Nucli

Capes

Figura 1.5. Granuls en capes. Formacié d' un granul de PHA amb diferents capes com a
consegiéencia de I'aimentacié seqliencial amb dues fonts de carboni, que presenten
diferent afinitat als agents de tincié emprats a Microscopia electronica de transmissio.
Model segonsKelley et al. 1999 (Kelley and Srienc, 1999).
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1.2.6 Sintesi de PHAs de disseny

Fins a moment s'han descrit PHAs de cadenes lineals (Brandl et al., 1988),
(Lageveen et al., 1988), (Gross et al., 1989), ramificats (Fritzsche et al., 1990), (Lenz et
al., 1992), saturats, insaturats i finsi tot monomers amb grups aromatics (Fritzsche et
al., 1990). Ara bé existeix un interes especial en laintroduccié de grups funcionals ales
cadenes laterals tals com dobles enllagos (Lageveen et al., 1988), triples enllagos (Kim
et al., 1998), grups halogens (Kim et al., 1992), (Doi and Abe, 1990) i grups acetoxi i
cetona.

Tal i com s hacomentat en | apartat 1.2.2, la composicio monomerica del polimer
depén del substrat escollit, entre d’ altres factors. Aixi doncs, quan es treballa amb una
font de carboni que conté grups funcionals, la tendencia del microorganisme és
incorporar aquests grups a les cadenes laterals durant la biosintesi del PHA. Aixi doncs,
S han descrit un gran nombre de mcl-PHA gue contenen grups olefinics, tant en e mig
de la cadena com en posicié terminal (Huijberts et al., 1992), (Eggink et al., 1992),
(Lageveen et al., 1988), (De Waard et al., 1993), (Bassas et al., 2006), grups carboxils
esterificats, grups hidroxil i epoxi (Hori et al., 1994). D’ atres grups han estat introduits
nomes en posicio terminal com per exemple: bromur (Kim et al., 1992), clorur (Doi and
Abe, 1990), fluorur (Hori et al., 1994), €l grup fenil (Fritzsche et al., 1990), ciclohexil
(Lenz et al., 1992), (Kim et al., 2001), ciano (Lenz et al., 1992), fenoxi (Kim et al.,
1995), p-ciano i p-nitrofenoxi (Kim et al., 1995) o el tiofenoxi (Takagi et al., 1999).

A més a més de la gran versdtilitat, en termes de composicio, que presenten els
mcl-PHAs funcionalitzats s'ha de considerar la possibilitat de realitzar modificacions
quimiques a posteriori per canviar o millorar les propietats del polimer original.

Les modificacions quimiques son una eina que permet “modular” les propietats
basiques del polimer o finsi tot introduir grups funcionals que no poden ser introduits
per biosintesi. Aquestes modificacions postbiosintetiques permeten augmentar la
reactivitat quimica del polimer, fer-los reaccionar amb substancies bioactives o fins i
tot regular el balang hidrofobic/hidrofilic del material.

Es pot distingir entre dos tipus de modificacions quimiques:

i. Les modificacions que actuen a nivell de la cadena centra o esgquelet del
polimer com per exemple |’ hidrolisi completa del polimer per al’ obtencio dels
monomers hidroxialcanoats quirals (Hirt et al., 1996b),(Hirt et al., 1996a).
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Unaaltra possibilitat ésla degradacio del polimersi la generacié d oligomers.
Aquests oligomers poden ser emprats per a la sintesi de copolimers de bloc
(Saad et al., 1999), (Andrade et al., 2002).

ii. El segon tipus de modificacions té lloc a les cadenes laterals del polimer. En
general sOn reaccions analogues a les que es poden redlitzar en els plastics
convencionals. En el cas del mcl-PHA amb insaturacions a les cadenes laterals
(polihidroxialquenoats) s han realitzat reaccions d’ entrecreuament (Dufresne
et al., 2001), (Hazer et al., 2001), reaccions d’ epoxidacio (Bear, 1997) i la
conversio de dobles enllacos a grups diol (Lee et al., 2000) o a acids
carboxilics (Kurth, 2002).

Malgrat que la modificacié (quimica) és una eina molt Util i potent a |I’hora de
“dissenyar” polimers amb propietats predeterminades, finsa moment ha estat molt poc
emprada. Lee et al., (2000), mitjancant reaccié quimica de les cadenes insaturades del
PHA amb permanganat potassic (KMnO4) han descrit la reaccié de dihidroxilacio i de
carboxilacié (Lee et al., 2000). Ara bé, com a conseguiencia de I'impediment estéric de
les cadenes laterals, la conversio no és completa. De totes maneres, la conversio parcial
dels grups funcionals és suficient per a canviar la solubilitat dels polimers modificats.
Aixi doncs, e PHA abans de ser modificat era soluble en cloroform i completament
insoluble en dissolvents polars, en canvi els polimers modificats, amb grups diol o grup
carboxil, son solubles en acetona/aiguai aigua/bicarbonat, respectivament. La solubilitat
d’ un polimer té un paper important en les propietats dels materials (p.e: hidrogels).
Considerant totes les possibles rutes de biosintesi dels mclPHAS, la incorporacié d’'un
grup diol o d'un grup carboxil per sintesi microbiologica és molt dificil. Per tant, en
aquest cas la sintesi organica (derivatitzacié quimica) és un bon complement de la

bioquimica.

Un altre exemple és la conversié dels grups insaturats de les cadenes de PHA a
grup epoxi per reaccié amb acid m-clorperbenzoic (MCPBA). En aquest cas, amb la
conversio a grups epoxi s aconsegueix un polimer amb una major reactivat quimica i
per tant molt Gtil per a posteriors reaccions quimiques.

Una altra modificacié important emprada per als mcl-PHA insaturats és la reaccio
d entrecreuament del material. Aquesta reaccié es pot realitzar emprant reactius quimics

(p.e: sulfurs o peroxids) o bé amb radiacio (UV, gamma, feix electrons) (Ashby et al.,
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1998), (Ashby et al., 1998). En qualsevol dels casos, la reaccid d entrecreuament
d’ aquests materials origina un canvi molt brusc en les propietats del polimer, ja que €
converteix en un material més elastic i menys viscos. La gran avantatge dels PHAS

reticulat versus les gomes tradicionals és la seva biodegradabilitat.

La demanda de plastics a nivell mundial creix diaadiai malgrat que larecercaen
el camp dels biopolimers ha estat important en els darrers anys, a Europa, Jap06 i en
menys grau en els EEUU, és e sector privat €l que suporta economicament el
desenvolupament d’ aguests nous materials alternatius als plastics tradicionals. El mercat
global dels polimers biodegradables excedeix els 168 milions d'euros anuals i S espera
un increment del 12.6% per any fins arribar a 304 milions d’ euros |’ any 2010 (Philip et
al., 2007). Tot i que els PHAs han estat comercialitzats des de fa 20 anys, aquest ninxol
de mercat esta molt afectat per certs factors com son el seu elevat cost de produccio, la
manca d’infraestructuraindustrial i les fortes restriccions legidatives per atreballar amb
alguns d'aguests materials. La idea d obtenir nous biopolimers amb propietats
fisicoquimiques especifiquesi sintetitzats només controlant la composicié de lafont de
carboni va generar de seguida un fort interés industrial. No obstant, |I’elevat cost de
produccio ha perjudicat € progrés de la comerciaitzacio dels PHAs. Tot i que alguns
d aquests biopolimers han demostrat tenir millors caracteristiques que alguns dels
plastics convencionals, encara queda molt cami per a recorrer per tal de fer viables
economicament aquests polimers biologics. Només en alguns camps de recerca molt
especifics, com &l camp de labiomedicina, on I’ elevat cost de producci6 queda justificat
per |’ obtenci6 de productes d’ alt valor afegit.

Malgrat que inicidment els PHAs foren considerats com una alternativa als
plastics convencionals, actuament els PHAs comencen a ser considerats com a una

nova generacio de biomaterials amb multiples aplicacions.

29



