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RESUMEN:

El uso generalizado e indiscriminado de los plasticos convencionales, con origen en fuentes no renovables,
es actualmente objeto de gran preocupacién desde el punto de vista ambiental y de proteccién de la salud
pUblica, causando una problematica a nivel global. Esta contempla los residuos generados y la
contaminacidn asociada al ciclo de vida de estos plasticos, con persistencia durante cientos de afios y que
suponen una amenaza al producir un impacto ambiental negativo, influencia en el cambio climatico y
afeccidn a la salud humana. En respuesta, junto con la necesidad de avanzar hacia un modelo de economia
circular y cumplir con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), existe un interés creciente en la
busqueda y desarrollo de alternativas sostenibles a los plasticos convencionales. Una de las cuales son los
bioplasticos, derivados de fuentes renovables y que pueden ser producidos de por diferentes organismos

como las cianobacterias, microorganismos fotoautoétrofos capaces de producir de forma sostenible PHB.

En este trabajo se presenta una revisidn bibliografica sobre el enfoque y los desafios de esta alternativa
que, a pesar de la dificultad para la comparacion de resultados, presenta rendimientos prometedores a
escala de laboratorio, recopilando conocimientos sobre su produccion y las ventajas de las cianobacterias
frente a otros organismos. De esta forma, se conocen los puntos criticos de su produccion, con el fin de
actuar sobre ellos y conseguir un proceso 6ptimo y sostenible integrando nuevas estrategias de mejora, y

se insiste en la necesidad de ampliar las investigaciones para su industrializacion.

Palabras clave: bioplasticos, Polihidroxibutirato (PHB), cianobacterias, optimizacion, sostenibilidad.
ABSTRACT:

The widespread and indiscriminate use of conventional plastics, originating from non-renewable sources,
is currently the subject of great concern from the environmental and public health protection point of
view, causing global problems. This contemplates the waste generated and the pollution associated with
the life cycle of these plastics, with persistence for hundreds of years and which pose a threat by producing
a negative environmental impact, influencing climate change and affecting human health. In response,
along with the need to move towards a circular economy model and meet the Sustainable Development
Goals (SDG), there is growing interest in finding and developing sustainable alternatives to conventional
plastics. One of which are bioplastics, derived from renewable sources and that can be produced by
different organisms such as cyanobacteria, photoautotrophic microorganisms capable of sustainably

producing PHB.

This paper presents a bibliographical review on the approach and challenges of this alternative that,
despite the difficulty in comparing results, presents promising performance at laboratory scale, gathering
knowledge about its production and the advantages of cyanobacteria over to other organisms. In this way,
the critical points of its production are known, in order to act on them and achieve an optimal and
sustainable process integrating new improvement strategies, and the need to expand research in this field

for its industrialization.

Key words: bioplastics, Polyhydroxybutyrate (PHB), cyanobacteria, optimization, sustainability.
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1. INTRODUCCION:

Los plasticos convencionales son materiales compuestos por polimeros procedentes en su gran mayoria
de combustibles fdsiles, como el petréleo y el gas natural, combinados con aditivos quimicos que
modifican, optimizan y mejoran sus propiedades. Desde 1950, este material ha experimentado un
crecimiento exponencial en su produccién, uso y comercializacién, que se sigue observando en la
actualidad. Esta tendencia creciente esta condicionada por un modelo de economia lineal y por sus
caracteristicas especificas (ligereza, dureza, durabilidad y resistencia a la degradacidn entre otras), junto a

un bajo coste de produccidn y gran versatilidad.

Este crecimiento se ha visto potenciado por la pandemia de COVID-19, que provocd un aumento repentino
de la demanda mundial de equipos de proteccidén individual (EPIs) y de productos plasticos de un solo uso,
segun la Agencia Europea de Medio Ambiente (AEMA) (2021). Un claro ejemplo se produjo en el afio 2020,
con un uso mensual aproximado de 76 millones de guantes, 1,6 millones de gafas de proteccion y 89
millones de mascarillas, como recoge Chaib (2020). Ademas, los ensayos clinicos realizados para la
obtencion de la vacuna y el programa de vacunacion global generaron grandes cantidades de residuos,
como las 800-1000 mil millones de jeringas necesarias para vacunar solo al 60% de la poblacién mundial

(Nanda y Bharadvaja, 2022).

Los plasticos convencionales se han convertido en un pilar fundamental de la economia, con gran
relevancia en multiples industrias como el embalaje, la edificacion y construccion, y el automavil, que
representan alrededor del 70% de los plasticos empleados en Europa. A su vez, suponen una fuente de
empleo y riqueza alcanzando en 2021 mas de 1,5 millones de puestos de trabajo y un volumen de negocio
de 405.000 millones de euros solo en la Unién Europea, segun datos del informe “Plasticos — Situacion
2022” de Plastics Europe (2022). En 2015, se desecharon y dejaron de ser Utiles 6.300 millones de
toneladas de plastico de las mas de 8.000 millones acumuladas a nivel global desde los afios 50. Se estima,
que para 2050, si se sigue esta proyeccidn, se podrian generar mas de 25.000 millones de toneladas de
este material, de las que gran parte podria llegar a los vertederos y filtrarse al medio ambiente (Geyer et

al., 2017). Los plasticos mas empleados y sus principales usos se indican en la siguiente figura:

TIPO DE PLASTICO siMBoLo APLICACIONES
Tereftalato de polietileno C'I\ Botellas de bebidas, recipientes de medicamentos, fibras
(PET) textiles, piezas de carroceria.
PET
Polietileno de alta c’z\ Envases para leche, aceites de motor y productos de
densidad (HDPE) higiene personal; recipientes de detergentes y lejias;
HDPE conductos de fluidos y agua.
Cloruro de polivinilo cg\ Todo tipo de tuberias y tejas, ordenadores y carcasas de
(PVC) 4—) teléfonos, ventanas e interiores de vehiculos.
Polietileno de baja c’4\ Bolsas alimentacioén, film transparente, mangueras,
densidad (LDPE) 0—’ juguetes u revestimientos de cables.
LDPE
Polipropileno ,\ Tapas de botellas, vasos de plastico, fiambreras,
(PP) Ls‘) recipientes de medicamentos, juguetes, envases de
PP alimentos y piezas de automoévil.
Poliestireno c’G\ Tazas de café desechables, espuma de embalaje, envases
(PS) 4-, de alimentos, cubiertos de plastico y envases de un solo

uso.

Figura 1. Tipos de plasticos mas empleados, simbologia y sus aplicaciones mas comunes.



Como se menciona en el informe “Plastics, the circular economy and Europe’s environment — A priority for
action” (AEMA, 2021), los impactos significativos del plastico han provocado que sea objeto de una mayor
atencidén y preocupacion desde el punto de vista ambiental y de proteccién de la salud publica. Esto es
debido a su impacto ambiental, influencia en el cambio climatico y afeccidn a la salud humana, junto con
la necesidad de avanzar hacia un modelo de economia circular, que maximice los recursos disponibles y
minimice la generacion de residuos, y la consecucién de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS),

impulsados por la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) en su Agenda 2030.

Los impactos negativos del plastico no solo se producen por su condicién de residuo al final de su vida util,
sino que se dan en todo su Ciclo de Vida (ver Figura 2), que se define como la serie de etapas consecutivas
e interrelacionadas de un producto y que contempla: (1) la extraccién y adquisicién de materias primas,
en este caso finitas al tratarse de combustibles fdsiles; (2) procesos y fabricacidon; (3) uso, reutilizacion y
mantenimiento, siendo de preocupacioén los plasticos de un solo uso; (4) reciclaje y gestion de sus residuos,

todo un reto al tener los plasticos un tiempo de degradacion elevado.

1
EXTRACCION Y
ADQUISICION DE MATERIAS
PRIMAS

Emisién de contaminantes
atmosféricos y GEI,
principalmente por la
generacién de energia para
las operaciones de
perforacion, tratamiento y
transporte como SO,, NO,,
PM, COVs, CO,y CH,.

Generacién de aguas
residuales con petrdleo,
metales pesados y
productos quimicos con
potencial toxicidad y
bioacumulacién, con
impactos en la
biodiversidad acuatica.

Las materias primas
empleadas son,
principalmente, petréleo y
gas natural, de naturaleza
finita y no renovable.

PROCESOS DE
PRODUCCION Y
FABRICACION

Estos procesos tienen
elevados requerimientos de
energia, agua y combustible
para el transporte, juntos
con otros productos
quimicos que pueden ser
toxicos y suponer riesgos
para el medio.

Emisién de toneladas de
CO,y cantidades
significativas de NOyy SOy
con capacidad acidificante
que aumenta la movilidad
de los metales pesados del
medio y se pueden
introducir en las redes
troficas.

Vertidos que provocan
episodios de eutrofizacion
por el aumento de los
niveles de nutrientes en las
masas de agua afectadas,
causando una disminucién
de su biodiversidad.

ife
Wy

USO, REUTILIZACION Y
MANTENIMIENTO

Exposicion a sustancias
téxicas como el BPA
(Gonzalez et al., 2011), por la
migracion de particulas,
aditivos, impurezas y
productos quimicos
degradados. Sucede
principalmente durante el
primer uso, con riesgo en su
uso reiterado.

Filtracién al medio
ambiente, siendo mas
visible en ecosistemas
acuaticos, con un 82% de
los 307-925 millones de
litros de articulos liberados
al océano desde los
sistemas fluviales de Europa
(Gonzalez-Fernandez et al.,
2021). Con efectos adversos
en la vida silvestre.

Presencia significativa en la
cadena alimentaria,
amenazando la salud
humana y el ecosistema
(Giacovelli and
Environment, 2018).

&t

RECICLAJE Y GESTION DE
RESIDUOS
La adecuada gestion al final
de su vida (til es un reto en
la actualidad, con opciones
de reciclaje, incineraciéon o
depdsito en vertedero.

El reciclaje es la prioridad y
permite disminuir la
extraccion de materias
primeras y produccién de
nuevos materiales, pero es
complejo al presentar los
residuos diferentes tipos de
plastico.

La incineracién supone la
liberacion del C contenido
enformade CO,ala
atmosfera.

El depésito en vertederos
produce emisiones a largo
plazo, al tener un tiempo de
degradacion muy elevado, y
supone un riesgo de
incendio que genere
emisiones descontroladas
de GEI.

Figura 2. Impactos negativos del plastico a lo largo de su ciclo de vida.

Los esfuerzos de las instituciones, industrias, agentes sociales y de los consumidores por avanzar hacia un
consumo mas sostenible y circular que frene la contaminacidn plastica son hasta ahora insuficientes, por
lo que es necesaria la busqueda de alternativas a estos plasticos convencionales con origen en fuentes no

renovables.



En esta busqueda de alternativas viables aparecen los polimeros de base biolédgica, definidos como
biopldsticos por la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), al no utilizar combustibles
fosiles para su produccién. Uno de los retos al que se enfrenta esta alternativa sostenible es la produccion
de bioplasticos biodegradables, es decir, que todos sus componentes orgdnicos puedan ser degradados
por accidn bioldgica a CO2, CH4, H20, biomasa y otras sustancias naturales (Zhong et al., 2020), ya que no
todos lo son, como se contempla en la Figura 3. Los bioplasticos no biodegradables predominan en una
industria en crecimiento, que actualmente representa menos del 1% de los aproximadamente 367
millones de toneladas de plastico producidos en el mundo anualmente (Plastics Europe, 2022), y que
cuenta con un alto potencial econdmico y ecolédgico para una bioeconomia circular baja en carbono

(European Bioplastics, 2023).

Base biolégica

Bioplasticos de base
biolégica y
biodegradables
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Figura 3. Clasificacidn de pldsticos y bioplasticos por su procedencia y biodegradabilidad.
Fuente: Elaboracion propia basada en el informe de 2016 de European Bioplastics.

Los bioplasticos se dividen en tres grupos en funcion de su origen: Polimeros bioquimiosintéticos, cuyos
mondmeros son sintetizados biolégicamente y se polimerizan quimicamente; polimeros biosintéticos, con
la sintesis de mondmeros y polimerizacion llevada a cabo por procesos bioldgicos; polimeros naturales

modificados, que requieren de una modificacion quimica y/o fisica de sus propiedades para su uso.

Los polimeros biosintéticos, bioplasticos de interés en el presente trabajo, se clasifican en diferentes
grupos segun las materias primas empleadas, encontrando: (1) de primera generacion, basados en
biomasa agricola de uso alimentario; (2) de segunda generacion, elaborados con biomasa no alimentaria;

(3) de tercera generacion, generados a partir de microalgas y bacterias.

La mayoria de los bioplasticos que se producen son de primera generacion, y provienen, por ejemplo, del
maiz o de la cafia de azucar (ej.: 2%-7% por peso seco con cafia azUcar, Ferreira et al., 2018). A pesar de
obtener buenos rendimientos, el uso de cultivos agricolas empleados en la alimentacion presenta una
problematica por su potencial amenaza para la seguridad alimentaria, al aumentar la demanda y ampliar

la superficie destinada a los cultivos, poniendo en riesgo la calidad y el recurso de suelo agricola. Ademas,



esta fuente puede verse afectada por el crecimiento poblacional, la influencia social, el cambio climatico
y otros aspectos que no permiten la estabilidad requerida.

Esto mismo ocurre con los bioplasticos de segunda generacidn, que emplean por ejemplo bagazo, rastrojo
de maiz y residuos de papel, ya que la biomasa no alimentaria también compite por el recurso de suelo.
Las macroalgas también se emplean como materia prima (ej.: 2,8% en peso seco con Saccharina latissima,
Olsen et al., 2017), a pesar de las competencias con otras aplicaciones mas rentables econémicamente
como el biocombustible, y aun su dificil disponibilidad, elevado coste y complejidad de los procesos,
vulnerabilidad frente a la contaminacién y un impacto ambiental negativo al generar aguas residuales y

emitir cantidades considerables de gases de efecto invernadero (GEl).

Debido a que estas materias primas de primera y segunda generacidon también son utilizadas para otras
aplicaciones, como la produccidn de biocombustible, su uso supone una competencia entre las diferentes
aplicaciones y una amenaza para la estabilidad de la produccidn de los diferentes bioproductos. Es por ello
que se avanza en la produccion de bioplasticos a partir de microorganismos, los denominados bioplasticos
de tercera generacidn. Entre estos microorganismos destacan las microalgas, que conforman un grupo
diverso de organismos unicelulares que realizan la fotosintesis, donde se incluyen algas eucariotas,
principalmente algas verdes conocidas como cloroficeas, y cianobacterias (ej.: 4,3% en peso seco con
Synechoystis sp, PCC 6803, Singh y Mallick, 2017). Ademas, son los principales productores primarios de

los habitats acudticos, y suponen el 70% de la biomasa total del planeta.

Dentro de las microalgas, las cianobacterias estan adquiriendo gran interés en los ultimos afios como
productores de bioplasticos por ser autétrofos y por su versatilidad. Las cianobacterias han sido
consideradas tradicionalmente como algas (Aproximacién Botdnica), de hecho, se siguen conociendo
como algas verdeazuladas debido a su fisiologia, capacidad fotosintética y contenido en clorofila-a y
ficocianina, pigmento que les otorga su color caracteristico. Sin embargo, gracias al desarrollo de las
herramientas moleculares a mediados del S.XX, se demostr6 que estos organismos presentan
caracteristicas e historia evolutiva propias similares a las de bacterias Gram negativas, por lo que
comenzaron a denominarse cianobacterias por el Sistema Bacteriolégico (Bergey’s Manual of Sistematic
Bacteriology, 2001). Otros nombres por las que son conocidas son cianofitas y cianoficeas, aunque la
tendencia actual es denominarlas cianoprocariotas, término que empez6 a utilizarse en 1993 por

investigadores como Jifi Komarek, con el fin de unificar los criterios microbioldgicos y botanicos.

Las cianobacterias se localizan en una gran diversidad de ambientes acuaticos iluminados, suelos y roca
desnuda (Whitton, 2012), asi, se encuentran especies cosmopolitas de amplia distribucidon geografica y
otras que habitan en ambientes extremos, donde han desarrollado estrategias de adaptacidén para
sobrevivir y prosperar. Algunos de estos ambientes extremos son aguas termales (ej.: Cyanocohniella
calida, Kastovsky et al., 2014), desiertos y zonas semiaridas (ej.: Arthronema africana, Asencio y Aboal,
2003), regiones polares (ej.: Phormidium autumnaley, Strunecky et al., 2012) y ambientes hipersalinos

(ej.: Figura 4).
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Figura 4. Recogida de muestras bioldgicas para la busqueda de nuevas cepas de cianobacterias, dentro del proyecto
coordinado Cyan2Bio, en Les Salinetes (Novelda): (A) vista general el Clot Negre, estanque natural de agua sulfurosa;
(B) recogida de muestras; (C) tapete microbiano.
En la naturaleza podemos encontrar cianobacterias con una gran diversidad morfoldgica (Figura 5), como
células individuales de vida libre o agrupadas en colonias (Figura 5a), o filamentosas con o sin
ramificaciones (Figuras 5b y 5c), creciendo en costras, tapetes microbianos (Figura 4c) o bien en
crecimientos masivos como floraciones o blooms. En algunas cianobacterias se observan heterocitos
(Figura 5d), células donde se fija el nitrégeno (N) atmosférico, y acinetos, células de resistencia para

sobrevivir en condiciones adversas.

Figura 5. Microfotografias a escala de 10 micras de cianobacterias con microscopio éptico, sacadas de las muestras
bioldgicas recogidas en el Clot Negre, concretamente del tapete microbiano: (A) Aphanocapsa sp., en forma células
individuales de vida libre y colonias; (B) Spirulina sp.; (C) Phormidium sp., cianobacteria filamentosa no ramificada; (D)
Nostoc sp., cianobacteria filamentosa con heterocistos. Las microfotografias A, B y C pertenecen a muestras
ambientales, y la microfotografia D corresponde a un cultivo para el aislamiento de la cianobacteria a partir de las
muestras ambientales. Fuente: fotografias propias del grupo de investigacion.

Las cianobacterias existen desde, al menos, 3.500 millones de afios (Garcia-Pichel et al., 2003), y tuvieron
un papel fundamental en la oxigenacion de la atmdsfera durante el Gran Evento de Oxidacidn (GEO), clave

para la historia evolutiva de la Tierra. Durante este evento, la actividad fotosintética oxigénica de las
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cianobacterias provocd un gran aumento de los niveles de Oz en la atmdsfera y permitié una gran
diversificacion bioldgica, pero también llevo a la extincion masiva y restriccion de ambientes en especies
anaerobias. A su vez, se ha sugerido la participacion de estos organismos en la formacion de depdsitos de
petréleo (Whitton, 2012), al encontrarse especies capaces de producir hidrocarburos similares a los
presentes en el petrdleo crudo cuando son sometidas a altas presiones y temperaturas, como las que
pudieron producirse en los procesos de diagénesis. Desde entonces, la importancia de las cianobacterias
radica en su condicién de microorganismos fotosintéticos y base de la cadena trofica, junto con su alta
tasa de crecimiento, gran cantidad de acidos grasos y metabolitos activos, muchos de ellos con interés

farmacoldgico e industrial como los bioplasticos.

De los diferentes tipos de bioplasticos, los polihidroxialcanoatos (PHAs) (ver Figura 6) se enmarcan como
los mas prometedores al ser biodegradables y biocompatibles, presentando propiedades que se asemejan
a los plasticos convencionales (Naser et al., 2021). Los PHAs se acumulan en forma de granulos refractiles
(Figuras 6a y 6b) por algunas bacterias, arqueas y microalgas como material de reserva fuente de carbono
y energia (Gonzalez Garcia et al., 2013). Se trata de poliésteres alifaticos biodegradables, compuestos por
hasta 150 mondmeros de acidos grasos hidroxilados en su carbono 3 y esterificado su grupo carboxilo

(Figura 6c¢), lo que permite la unidn con el grupo hidroxilo del mondmero contiguo (Prados y Maicas, 2016).

Membrana
Enzmas B C
polimerasas y
ga / despolimerasas
0 8 R 0
S 728,

CH

7N\

(CHY) o

PHA

Figura 6. Almacenamiento y estructura de Polihidroxialcaonatos. (a) Granulo de PHB en el interior de una cianobacteria
(Abed et al., 2008); (b) Representacion del granulo de PHA (Sudesh et al., 2000); (c) Estructura quimica de los PHAs
(Prados y Maicas, 2016).

Los PHAs se clasifican segiin su composicion o su longitud de cadena lateral. La primera de ellas diferencia
entre PHAs homopolimeros, si estan formados por mondmeros de la misma naturaleza, y PHAs
copolimeros, si se trata de dos o mas mondmeros diferentes; mientras que la segunda, que es la mas

utilizada, viene resumida en la siguiente figura:

PHAs

I
! ! !

PHAs de cadena PHAs de cadena PHAs de cadena
corta media larga
(scl-PHA) {mcl-PHA) {Icl-PHA)
s5C 6-14C >15C

Figura 7. Clasificacion PHAs segun longitud de cadena de carbono.
Fuente: Elaboracion propia con informacién extraida de Cardona, 2012.
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El PHA mas estudiado es el polihidroxibutirato o PHB (Gumel et al., 2013). Se trata de un PHA de cadena
corta, que destaca por sus buenas propiedades térmicas y mecanicas similares a las del polipropileno (PP).
Ademas, durante su produccidn se puede emitir hasta un 70% menos de emisiones COzeq que en la
produccién del plastico convencional PP (Walker y Rothman, 2020). El PHB ya se comercializa,
concretamente el producido por distintas bacterias heterdtrofas, con un coste estimado entre 5y 18 veces
mas que la produccién del PP (Singh et al., 2017), y un 47% del coste procedente de la suplementacion de
fuentes de carbono y oxigeno para su crecimiento (Costa et al., 2019). Debido a los elevados costes, se
busca una alternativa mas rentable y con menores requerimientos, como el uso de cianobacterias, que

son capaces de producir PHB directamente de forma fotoautdtrofa a partir de luz solar y COa.

La produccién de PHB en cianobacterias se produce en respuesta a situaciones ambientales cambiantes,
que provocan condiciones de estrés, tales como una limitacién de nutrientes, una relacion C/N
desequilibrada y un exceso de iluminacion. Sin embargo, su funcidén exacta en la célula y la totalidad de
los reguladores de la ruta metabdlica que produce PHB no estan definidos (Koch y Frochhammer, 2021),
por lo que es necesario continuar con las investigaciones al respecto, con el fin de obtener un mayor
rendimiento en los procesos de produccidn y avanzar en esta alternativa sostenible de produccién de

bioplasticos.
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2. ANTECEDENTES:

La produccion de bioplasticos de primera generacion presenta ventajas potenciales respecto a los plasticos
convencionales, relacionadas con su impacto negativo menor. En cuanto al rendimiento, los estudios
realizados indican que varia segun las condiciones de procesamiento, del proceso de produccién y de la
materia prima empleada, por ejemplo, el rendimiento es del: 2,7% al utilizar harina de soja (Arias et al.,
2019), de 2% a 6% por peso seco con almiddn de maiz (Koller et al., 2017), y de 2% al 7% por peso seco de
cafia azucar (Ferreira et al., 2018). Ademas, tienen un alto coste y elevada complejidad en las fases de

extraccion y purificacion.

En cuanto a la produccion de bioplasticos de segunda generacion, también se emplean macroalgas, al no
competir con los cultivos terrestres y presentar una mayor productividad. En todos los casos, los
bioplasticos se obtienen mediante fermentacion bacteriana, ya que el uso de bacterias es necesario en
estos procesos para degradar los polisacaridos de la biomasa vegetal a monosacaridos, que
posteriormente se emplean para producir el biopolimero. Algunos de los rendimientos obtenidos son del:
2,8% en peso seco en el alga parda Saccharina latissima (Olsen et al., 2017); y en las algas rojas Pyropia
yezoensisy Gracilaria gracilis del 3,2% en peso seco (Kang et al., 2017) y del 8,5% en peso seco (Mokhtarani

et al., 2021), respectivamente.

Como se ha mencionado en la introduccién, las materias primas de segunda generacidn presentan
ventajas frente a las de primera generacidn, pero su utilizacidon presenta inconvenientes. Por ello, las
investigaciones actuales se centran en los bioplasticos de tercera generacién, principalmente PHAs,
producidos de forma naturales por microorganismos, como es el paso de la bacteria heterétrofa
Cupriavidus metallidurans, con la que se han obtenido buenos rendimientos, tanto en las cepas silvestres

como las modificadas genéticamente (Chen G-Q. et al., 2009).

Los elevados costes de produccion de los sistemas heterétrofos, provenientes de factores bioldgicos
limitantes, como el requerimiento de una fuente de carbono organico para su biosintesis y la necesidad
de aireacion (Costa et al., 2018), han hecho que las investigaciones se centren en el uso de cianobacterias.
Estas producen PHB de forma autétrofa, a diferencia de las algas eucariotas, y lo acumulan en condiciones
de estrés, sin necesidad de oxigenacion intensiva y con menores requerimientos nutricionales, lo que se

traduce en menores costes.

El primer estudio relacionado con la biosintesis de PHB fue publicado en 1966, y en él se utilizaba la
cianobacteria Chlorogloea fristschii (Balaji, 2013). Posteriormente, se realizaron numerosos estudios en
los que se evalud la cantidad de PHBs a escala de laboratorio en diferentes cepas de laboratorio. Destacan
los rendimientos obtenidos en: Synechocystis sp. PCC 6803, con un 4,3% en peso seco (Singh y Mallick,
2017) realizado en medio BG11 a temperatura estandar; Spirulina platensis, con 6% en peso seco;
Oscillatoria limnosa, con 6% en peso seco (Bhati et al., 2010); Nostoc muscorum, con 8,5% en peso seco
(Lépez, 2010); y Synechococcus sp. MA19, hasta un 27% en peso seco a temperaturas de 50°C, lo que

dificulta su produccién industrial.
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Los rendimientos obtenidos de produccién de PHB a partir de cianobacterias son prometedores, pero su
proceso de produccién no estad tan estudiado y desarrollado, como los procesos llevados a cabo por
bacterias heterdtrofas. Ademas, el rendimiento de PHB es en general muy bajo, normalmente por debajo
del 10% del peso seco de la célula (dcw) (Rueda et al., 2022). De esta forma, las investigaciones actuales
se estan centrando en la optimizacion de la producciéon para obtener un proceso mas competitivo y
econdmico, que maximice su rendimiento. En este sentido, las condiciones de cultivo, sus requerimientos
abidticos y bidticos, el estudio de las rutas metabdlicas y los factores implicados, y la busqueda de nuevas
fuentes de nutrientes y estrategias de mejora, toman un papel relevante para la reduccién de costes e

impacto del proceso de produccidn.

3. OBIJETIVOS:

El objetivo principal del presente Trabajo de fin de Grado (TFG) es recopilar conocimientos sobre la
produccion de forma dptima y sostenible de bioplasticos, concretamente de PHB, a partir de
cianobacterias, con el fin de conocer los puntos criticos del proceso en los que se puede actuar, para frenar
la contaminacidn plastica causada por los plasticos convencionales, favoreciendo asi la consecucién de los

Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Para alcanzar el objetivo principal de este trabajo, se han establecido los siguientes objetivos especificos:
- Dar una vision general sobre la problematica actual de los pldsticos convencionales y sus
alternativas sostenibles, su influencia en los ODS y en una bioeconomia circular baja en carbono.
- Conocer la relevancia de los factores abidticos y bidticos que influyen en la producciéon de PHB

en cianobacterias, para favorecer la actuacion sobre ellos.
- Analizar las estrategias que permiten aumentar la acumulacion de PHB en la célula, optimizando
los procesos de produccion, tanto a nivel molecular como de parametros fisicoquimicos,

incluyendo infraestructuras.
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4. MATERIALES Y METODOS:

Para la elaboracién de este Trabajo de Fin de Grado (TFG), y por su modalidad de revision bibliografica, se
ha llevado a cabo una busqueda de literatura cientifica relacionada con las cianobacterias y la produccién
de bioplasticos, como la alternativa sostenible a los plasticos convencionales con origen en fuentes no
renovables que generan la actual problematica por su impacto en el medio ambiente, afeccién de la salud

humana e influencia en el cambio climatico.

Para ello, han sido considerados diferentes criterios de busqueda utilizando palabras clave y conceptos
relativos al tema tratado en el presente trabajo, principalmente en inglés, destacando “plastics”,
“bioplastics”, “PHA”, “PHB”, “microalgae”, “cyanobacteria”, “PHB metabolism”, “photobioreactor”,
“genetic modification”, “wastewater”, entre otras. Todo ello recogido en la siguiente figura, mapa

conceptual del presente Trabajo:

Biosintéticos )
o - o Segunda generadion Tercera generacion
AR =LA Biomasa no Microal bacterias
Tipos - Biomasa alimentaria alimentaria i

Bioguimiosintéticos
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Figura 8. Mapa conceptual que relaciona las ideas y conceptos del presente Trabajo de Fin de Grado.
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En la revisidn bibliografica llevada a cabo se han empleado diferentes bases de datos, utilizando la

conjuncion “AND” y “OR” para facilitar la busqueda e interrelacionar palabras clave y conceptos, entre las

que se encuentran:

Base de datos propia del grupo de investigacion, de la que se han consultado 26 articulos.

Base de datos externas:

1. PubMed, filtrando por la aparicion de los términos indicados en el titulo y/o abstract,

realizando las siguientes busquedas:

plastic problem[Title/Abstract], para la que se obtienen 24 resultados.

plastic pollution[Title/Abstract], para la que se aplicé el filtro Review, obteniendo 357
resultados.

types of bioplastics[Title/Abstract] OR classification of bioplastics[Title/Abstract], para la
gue se obtienen 102 resultados.

bioplastics[Title/Abstract] AND sustainability[Title/Abstract], para la que se obtienen 76
resultados.

bioplastics[Title/Abstract] AND circular economy[Title/Abstract], para la que se obtienen
73 resultados.

cyanobacteria[Title/Abstract] AND bioplastic[Title/Abstract], para la que se obtienen 27
resultados.

bacteria[Title/Abstract] AND cyanobacteria[Title/Abstract] AND
bioplastics[Title/Abstract], para la que se obtienen 4 resultados.
microalgae[Title/Abstract] AND cyanobacteria[Title/Abstract] AND
bioplastics[Title/Abstract], para la que se obtienen 13 resultados.
cyanobacteria[Title/Abstract] AND PHBI[Title/Abstract], para la que se obtienen 77
resultados.

PHB synthesis in cyanobacteria[Title/Abstract], para la que se obtienen 59 resultados.
genetic modification of cyanobacteria[Title/Abstract], para la que se obtienen 3
resultados.

cyanobacteria[Title/Abstract] AND bioplastics[Title/Abstract] AND genetic
manipulation[Title/Abstract], para la que se obtiene 1 resultado.

culture conditions cyanobacteria[Title/Abstract] AND PHB[Title/Abstract], para la que se
obtienen 14 resultados.

cyanobacteria[Title/Abstract] AND wastewater[Title/Abstract], para la que se obtienen
319 resultados.

cyanobacteria[Title/Abstract] AND simulation[Title/Abstract], para la que se obtienen
139 resultados.

cyanobacteria[Title/Abstract] AND biorefinery[Title/Abstract], para la que se obtienen

46 resultados.
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- cyanobacteria[Title/Abstract] AND photobioreactors[Title/Abstract], para la que se
obtienen 99 resultados.

- cyanobacteria[Title/Abstract] AND microbial consortia[Title/Abstract], para la que se
obtienen 36 resultados.

- cyanobacteria[Title/Abstract] AND PHBI[Title/Abstract] AND
improvements[Title/Abstract], para la que se obtiene 1 resultado.

2. Google Scholar — Google Académico, filtrando por la aparicidn de los términos indicados en el

titulo, realizando las siguientes blusquedas:

- allintitle: plastic pollution, para la que se filtré por articulos de revisidén con el fin de
reducir la busqueda, obteniendo 213 resultados.

- allintitle: plastics AND bioplastics, para la que se obtienen 132 resultados.

- allintitle: classification of bioplastics, para la que se obtiene 1 resultado.

- allintitle: bioplastics AND sustainability, para la que se obtienen 59 resultados.

- allintitle: bioplastics AND circular economy, para la que se obtienen 37 resultados.

- allintitle: cyanobacteria AND bioplastic, para la que se obtienen 7 resultados.

- allintitle: cyanobacteria AND bioplastics, para la que se obtienen 8 resultados.

- allintitle: cyanobacteria AND PHB, para la que se obtienen 31 resultados.

- allintitle: cyanobacteria AND photobioreactor, para la que se obtienen 51 resultados.

- allintitle: cyanobacteria AND wastewater AND PHB, para la que se obtienen 4 resultados.

Se han revisado las anteriores publicaciones cientificas, entre articulos cientificos, revisiones, libros,

trabajos de fin de grado y tesis doctorales relacionadas con los temas a tratar, y defendidas en distintas

universidades publicas espafiolas. De todos ellas, han sido seleccionadas 98.

Para completar la busqueda, han sido consultadas paginas web e informes elaborados por fuentes oficiales

y entidades gubernamentales a nivel global, europeo, nacional y loca, como la Comisidon Europea,

diferentes Ministerios del Gobierno espafiol, el Ayuntamiento de Novelda y la Universidad de Almeria. De

esta forma se ha obtenido informacion rigurosa, actualizada, oficial y concreta de los temas de interés en

las siguientes fuentes:

Organizacidn de las Naciones Unidas, referente a sus Objetivos de Desarrollo Sostenible incluidos

en la Agenda 2030 (www.un.org/sustainabledevelopment/es/objetivos-de-desarrollo-

sostenible/).

Unién Europea — Autoridad Europa de Seguridad Alimentaria (EFSA), referente a la legislacion

sobre Organismos Modificados Genéticamente (OMQG)

(www.efsa.europa.eu/es/topics/topic/gmo).

Comision Europea — European Commision, (commission.europa.eu/index_es), referente a:

1. Bioeconomiay los sectores de base bioldgica.
2. Bioeconomia Azul.

3. Green Deal o Pacto Verde Europeo.
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Agencia Europea de Medio Ambiente (AEMA) — European Union (www.eea.europa.eu/es), en su

informe “Plastics, the circular economy and Europe’s environment — A priority for action”

(www.eea.europa.eu/publications/plastics-the-circular-economy-and/download)

Observatorio Europeo del Mercado de los Productos de Pesca y Acuicultura (EUMOFA)

(www.eumofa.eu/es/).

Plastics Europe, asociacion de productores plasticos en Europa (plasticseurope.org/), y su informe
“Plasticos — Situacion 2022” (plasticseurope.org/es/knowledge-hub/plasticos-situacion-en-

2022/).

European Bioplastics, asociacion de la industria de bioplasticos en Europa (www.european-

bioplastics.org/), y su informe de 2016 (www.european-bioplastics.org/news/publications/).

Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, Gobierno de Espafia (MAPA)

(www.mapa.gob.es/es/).

Ministerio para la Transicién Ecoldgica y Reto Demografico (MITECO), Gobierno de Espafia

(www.miteco.gob.es/es/).

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), agencia estatal espafiola adscrita al
Ministerio de Ciencia e Innovacion, Biblioteca Virtual (csic-

primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?vid=34CSIC VU1).

Concejalia de Medio Ambiente del Ayuntamiento de Novelda (Alicante) (novelda.es/tu-

ayuntamiento/concejalias/medio-ambiente).

Universidad de Almeria (UAL), con respectos a los fotobiorreactores a emplear

(w3.ual.es/~jfernand/ProcMicro70801207/index.html).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION:

En los estudios llevados a cabo sobre la produccidon de PHB se han obtenido resultados prometedores a
escala de laboratorio (del 4,3% en peso seco en Synechocystis sp. PCC 68034, Singh y Mallick, 2017), pero
los rendimientos son bajos y presentan dificultades en la produccién industrial. Para aumentar la
competitividad frente a los diferentes bioplasticos producidos por bacterias heterétrofas, es necesario
desarrollar nuevos estudios. Las investigaciones hasta el momento se centran en la mejora y la
optimizacion de los procesos, centrandose en los siguientes factores: las condiciones de estrés que
promueven una mayor acumulacién de PHB, su funcidn exacta en la célula y la de los reguladores de su
ruta metabdlica; sus requerimientos y condiciones de cultivo dptimas; y la busqueda de estrategias que

reduzcan los costes y el impacto del proceso de produccién.

Ala hora de mejorar y optimizar los procesos de produccidn de PHB en cianobacterias es necesaria realizar
una investigacién preliminar. Esta se lleva a cabo a escala de laboratorio (Etapa 1), que incluye el estudio
y la seleccion de las cepas de cianobacterias con mayor rendimiento, el estudio de las diferentes fuentes
de nutrientes y de las condiciones de cultivo 6ptimas para conseguir una mayor produccion (ej.: la
salinidad y la luz).

A continuacién (Etapa 2 y 3), se estudian las estrategias de industrializacion del cultivo de cianobacterias
y produccién de PHBs, tanto a media como a gran escala. Para ello se emplean herramientas de simulacion
que permiten conocer las respuestas de las cepas seleccionadas al exponerse a diferentes condiciones, y
se eligen y disefian los fotobiorreactores adecuados en funcién de la escala y la cepa.

Por ultimo (Etapa 4), se estudian las nuevas tendencias para la mejora de los procesos, como son: la
formacién de consorcios microbianos, que simulan a las comunidades encontradas en la naturaleza, y la
utilizacion de herramientas genéticas y moleculares, que permiten incidir en los cédigos genéticos y
controlar los niveles de expresion génica en las cepas seleccionadas, para aumentar la acumulacién de
PHB en el interior de la célula, a pesar de las dificultades por motivos legislativos y burocraticos que
suponen su uso. Otras tendencias son el empleo de fuentes de nutrientes alternativas, destacando las
aguas residuales, ya que reducen los costes y el impacto ambiental, consiguiendo un proceso de
bioeconomia circular donde este tipo de aguas se trata con una alta efectividad; y, por ultimo, la
biorrefineria, que integra procesos y equipos de conversiéon de biomasa para la produccién de

bioproductos con distinto valor afiadido.

5.1. Etapa 1. Investigacion preliminar a escala de laboratorio:

En esta primera etapa se realiza la investigacidn preliminar, que incluye: el estudio y seleccidn de las cepas;
las fuentes de nutrientes, que incluyen el carbono orgéanico y el carbono inorganico; y el estudio y seleccion
de las condiciones de cultivo éptimas para el crecimiento de las cianobacterias y una mayor acumulacién
de PHB. En este tipo de investigaciones, generalmente se trabaja con volumenes de pequefia escala, que

van desde los50 mla 1 L.
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a) Cepas empleadas:

Las cianobacterias pueden adquirirse por distintas vias. La mas comun es la de comprar las cepas a una
coleccién de cultivos, como Culture Collection of Algae & Protozoa (CCAP) y Pasteur Culture Collection of
Cyanobacteria (PCC), o bien solicitarlas a través de colaboraciones a las colecciones privadas de grupos de
investigacion de institutos y universidades. Los motivos principales para utilizar esto tipo de organismos
es que no es necesario el proceso de aislamiento, debido a que las cepas ya estan adaptadas a las
condiciones de cultivo, de tal forma que su cultivo es relativamente sencillo y se conocen sus condiciones

Optimas para un crecimiento rapido.

Las cepas de cianobacterias mas empleadas y estudiadas para la produccidn de PHB pertenecen a especies
de los géneros Nostoc, Arthrospira, Synechococcus y Synechocystis (Afreen et al., 2021). De todas ellas,
Synechocystis sp., es la mas utilizada, especialmente la cepa PCC 6803, cuya ruta metabdlica de PHB ya
esta caracterizada (Takeya et al., 2017). Ademas, su secuencia gendmica y sus otras rutas metabdlicas
también se conocen al ser una de las primeras cianobacterias en las que se secuencio el genoma completo

(Kaneko et al., 1996).

Los rendimientos obtenidos hasta ahora no estan cerca de los que se consideran valores 6ptimos (15%-
30% a escala de laboratorio), para que la cepa analizada se considere candidata para su uso en la
produccién de PHB a mayor escala. Como el rendimiento todavia es bajo, resulta de interés el aislamiento
y estudio de nuevas cepas que se encuentran en la naturaleza, concretamente en ambientes dominados
por condiciones extremas, donde las cianobacterias estdn en condiciones de estrés. Para ello es necesario
recoger muestras bioldgicas directamente del medio y medir los pardmetros ambientales, que permiten
conocer las condiciones que generan estrés a estas cianobacterias. Una vez en el laboratorio, se preparan
las muestras para ser cultivadas en diferentes medios de cultivo especificos y, posteriormente, se aislan
las colonias individuales para conseguir un cultivo puro, requiriendo de una identificacion taxonémica
mediante un enfoque polifasico en los que se combinan aspectos morfolégicos, ecoldgicos y moleculares
(Berrendero Gomez et al., 2016).También es necesario un estudio de sus caracteristicas bioldgicas, ya que
algunas producen toxinas y los estudios sobre la alergenicidad de la biomasa, definida por la RAE como “la
capacidad de desencadenas una respuesta inmunitaria anormal que provoca una reaccién alérgica”, son

limitados.

b) Fuentes de nutrientes:
Las cianobacterias cuentan con rutas metabdlicas implicadas en la asimilacion del carbono (C), por las que
son capaces de acumular PHB en condiciones de estrés derivadas de situaciones ambientales adversas. El
PHB es uno de los principales compuestos de almacenamiento de energia y de carbono junto con el
glucdgeno, con el que esta relacionado (Rueda et al., 2022). Se han descrito dos vias de sintesis de PHB en
funcién del tipo de nutricién: una directa (nutricién autétrofa) en la que la ruta metabdlica comienza con
la fijacion de C, y otra indirecta (nutricién heterdtrofa) muy relacionada con la sintesis del glucégeno, que

es oxidado y convertido en PHB en determinadas situaciones de limitacidn de nutrientes.
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Como se acaba de comentar, la primera etapa para la sintesis de PHB por via directa o autétrofa, consiste
en la fijacion de C, seguida de un proceso de glucolisis y la conversién del piruvato obtenido a Acetil-CoA
hasta llegar a la sintesis del biopolimero. Esta fijacion de C, en forma de CO2, se da a través del Ciclo de

Calvin, utilizando la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco).

I.  Efectos de la adicion de carbono organico:
Es posible aumentar la acumulacién de PHB con la adicion de una fuente de carbono orgdnico, como
glucosa, acetato o fructosa, entre otros, como se ha visto en diferentes investigaciones (Carpine et al.,
2020). Al adicionar carbono organico, las cianobacterias producen una mayor cantidad de Acetil-CoA, que
se acumula, aumentando la relacion Acetil-CoA/CoA, lo que activa la sintesis de PHB para volver al

equilibrio, tal y como recoge Yashavanth et al. (2021).

En la mayoria de las cianobacterias estudiadas, se observa que la adiciéon de carbono organico tiene
impacto positivo sobre la produccion de PHB, sin embargo, los rendimientos obtenidos varian
dependiendo de la especie e incluso la cepa elegida. Rueda et al. (2022a), estudio la adicion de 1,2g de
acetato en una cepa de Synechococcus sp., obteniendo hasta un 26,1% dcw que corresponde a un
aumento de 7,2 veces la produccién de PHB, mayor que el obtenido por Miyake et al. en 1997 con la cepa
Synechococcus sp. MA11 (18% dcw) aunque empleando un contenido de acetato mucho mayor (1,2g
frente a 82 mg empleados por Rueda et al., 2022a). Por otro lado, Rueda et al. (2022a) no observaron
diferencias en el contenido de PHB en una cepa de Synechocystis sp. (5,6% dcw) tras la adicidn de acetato,
mientras que Panda y Mallick (2007a) con Synechocystis sp. PCC 6803 si que observaron un aumento, pero
hay que tener en cuenta que la cantidad de acetato afiadida era mayor (4g frente a 1,2g del primer

estudio).

Los resultados muestran la gran influencia de la cantidad de carbono organico aportado, pero también
influye en el proceso el tipo de fuente de carbono. Por ejemplo, se obtiene una producciéon mayor de PHB
adicionando 4cido valérico (Samantaray y Mallick, 2014) y combinando diferentes fuentes de carbono,
como citrato y acetato o fructosa y acetato. Este aumento en la produccién de PHB conlleva un aumento
de los costes, presentando una desventaja competitiva frente a otros microorganismos, y puede ocasionar

contaminaciones en la produccién a gran escala cuando las condiciones no son estériles.

Il.  Efectos de la adicion de carbono inorganico:
La adicion de fuentes de carbono inorgénico tiene un papel importante en la fotosintesis, pero para la
produccién de PHB los requerimientos son moderados (Troschl et al., 2018). Son pocos estudios que
evallen su efecto en la biosintesis de PHB, y ademas los resultados obtenidos son contradictorios (Rueda

etal., 2022b).

Algunos estudios dictaminan que su adicion impacta negativamente, como en Synechocystis sp. PCC 6714,
para la que el contenido 6ptimo de es del 2% (con rendimientos del 16,4% dcw) disminuyendo su
rendimiento a un mayor contenido de C inorganico, y en Thermosynuechococcus elongatus cuyo

rendimiento disminuyd cuando se incrementd el CO; al 5-20%, pasando del 14,5% dcw al 2% dcw (Eberly
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y Ely, 2012). Ademas, altas concentraciones de CO2 pueden causar una disminucion del pH del cultivo,
posible causante de inviabilidad de la biomasa.

A su vez, otros estudios confirman un impacto positivo al aumentar los niveles de CO2, como el de Rueda
et al. (2020), que observé una mayor oxidacion del glucégeno a PHB tras el aumento de la concentracidn
de C inorganico disuelto (DIC) en régimen de “feast-famine” o “banquete-hambruna”, con una
sobreexpresion de los genes relacionados con la sintesis de estos dos compuestos con respecto al cultivo
en el que no se adiciond. Pero a su vez, observé un efecto negativo para Synechococcus sp., que puede
justificarse con el uso de una diferente fuente de C inorganico, CO2 o NaHCOs3, pero debido al pH habitual
al que se cultivan las cianobacterias, el CO2 se transforma en HCOs". La Unica diferencia detectada es la
fuerza idnica, por lo que los diferentes resultados se pueden explicar por las distintas capacidades de las

distintas cepas a resistir el choque osmaotico.

lll.  Efectos del nitrégeno y del fésforo:
Por otro lado, a nivel experimental la adicidn inicial de nitrogeno (N) y fésforo (P) y su posterior restriccidn
se realiza de forma general para todas las cepas. El proceso de produccion de PHB consta de dos fases
experimentales: la fase de crecimiento, donde las cianobacterias son cultivadas en un medio con
disponibilidad de N para obtener biomasa, y una fase de acumulacién, que comienza cuando se ha
consumido el N disponible en el medio de cultivo, que promueve la acumulaciéon de PHB en la célula. En
ambas fases, los niveles de P son bajos para evitar o reducir la contaminacion del cultivo por otros

organismos, como las algas verdes.

c) Condiciones de cultivo:
Las investigaciones recientes se estan centrando en estudiar otras regulaciones metabdlicas que puedan
influir en la sintesis y degradacion del PHB y del glucégeno. Algunas de ellas, han revelado informacion
relacionada con la capacidad de las cianobacterias de cambiar el metabolismo para sobrevivir a los ciclos
dia-noche (Selim et al., 2021) y de dirigirlo hacia la sintesis de glucégeno y PHB en condiciones de
limitacion de N (Orthwein et al., 2021). En otros casos, se han centrado en la fase de acumulacién, donde
se pueden aplicar diferentes condiciones de cultivo para maximizar la produccion y acumulacion de PHB.
Las mas empleadas son la limitacién de nutrientes y la adicién de carbono organico (Carpine et al., 2020)

e inorganico (ya comentadas), asi como cambios de las condiciones de salinidad y de luz.

I. Efectos de la salinidad:
Las cianobacterias presentan diferentes estrategias para paliar los efectos de estrés osmatico provocado
por condiciones de salinidad extremas, que le permiten sobrevivir en habitats extremos como las salinas.
Entre las estrategias identificadas se distinguen: la produccion de solutos compatibles que influyen en su
tolerancia a la salinidad (Keshari et al., 2019); mecanismos de activacion y desactivacion de los
transportadores de iones de tal forma que regulan el contenido de agua intracelular (Pade y Hagemann,
2015); reorganizacion de la estructura de sus tilacoides; aumento de las proteinas de unién a nutrientes

en membrana; y modificacion de las capas extracelulares en el espacio periplasmico (Pandhal et al., 2008).
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Las estrategias observadas en cianobacterias muestran similitud con las observadas en las bacterias
heterétrofas, organismos en los que la acumulacion de PHB en estas condiciones de alta salinidad les
permite mantener el contenido de agua y modificar su estructura, reduciendo el daifio en la membrana
celular y aumentando su capacidad de supervivencia (Obruca et al., 2017). Sin embargo, en los estudios
realizados en cianobacterias, la influencia de la salinidad sobre la produccién de PHB se ha visto que es

limitada.

En Nostoc muscorum NCCU-442, Ansari y Fatma (2016) observaron un aumento del contenido de PHB de
0,55% dcw al adicionar 1g de NaCl. En Spirulina subsala, el rendimiento aumentd un 1,55% dcw con 50g
de NaCl (Shrivastav et al., 2010a). Rueda et al. (2022), estudid la adicién de NaCl en Synechococcus sp. y
Synechocystis sp., con efecto positivo en la produccién de PHB, pero con una concentracién dptima que
varia segun la cepa. En este mismo estudio, se encontré diferencias en cultivos de la misma cepa, uno
adaptado a la alta salinidad y otro no, con diferentes adiciones para inducir un mayor rendimiento. Estos
resultados advierten de una mayor estimulacion de la produccién de PHB por un aumento repentino de
la salinidad, y un requerimiento mayor de la salinidad en cultivos adaptados a la salinidad o halotolerantes,

que toleran estas condiciones hipersalinas.

Il. Efectos de la luz:
La luz es un factor clave en la fotosintesis, por lo que tiene una influencia en la produccién de PHB.
Diferentes estudios muestran que las caracteristicas de este parametro ambiental tienen efectos sobre la
sintesis de PHB, y emplean intensidades inferiores a la proporcionada por la luz natural, como Carpine et
al. (2018), Rueda et al. (2020a), y Rueda y Garcia (2021). Rueda et al. (2022) recoge el efecto de la
intensidad de la luz y la duracién de los ciclos dia-noche, evaluado en los diferentes estudios. Estos aportan
informacién sobre el aumento de la producciéon de PHB en presencia de estos ciclos, observando una
necesidad de los ciclos de oscuridad relacionados con un posible aumento en condiciones andxicas, o de
bajo oxigeno, del catabolismo del glucégeno para la produccion de ATP. Tras la glucdlisis, el C obtenido se

almacena como PHB y no es consumido en otros procesos.

En contraposicion, los ultimos estudios reflejan resultados opuestos al respecto. Troschl et al. (2018), entre
otros, indica que inducir un periodo de oscuridad de 3 a 5 dias tras la fase de acumulacién de PHB, estimula
esta produccion. Por otro lado, Rueda et al. (2022a) estudié su efecto en Synechococcus sp. y Synechocystis
sp, obteniendo resultados negativos para la producciéon. Esta diferencia entre los resultados de los
diferentes estudios puede explicarse por la presencia de oxigeno en los experimentos de este segundo
estudio, lo que evidencia la necesidad del requerimiento de condiciones andxicas en periodos de
oscuridad para la estimulacion de produccién de PHB, ya que por el contrario las cianobacterias utilizan el
glucdgeno cuando realizan la respiracion.

Por otro lado, el efecto de la intensidad de la luz influye en la seleccién del modo de cultivo, pudiendo ser
mixotroéficos o autdtrofos. Al aumentar la intensidad de la luz en condiciones mixotréficas se obtiene una
mayor produccion de PHB (Gracioso et al., 2021), mientras que, en condiciones autétrofas, el contenido

en PHB es similar, aunque con una mayor productividad (Rueda et al., 2022c), es decir, una mejor relacién
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entre la cantidad de PHB producida y los recursos empleados. Rueda et al. (2022) recalca que son

necesarias nuevas investigaciones para conocer el efecto positivo de la luz sobre los cultivos mixotroéficos.

5.2. Etapas 2y 3. Estrategias para la industrializacion de media a gran escala:
Después de seleccionar las especies con mayor tasa de crecimiento y mayor capacidad de produccién de
PHB, y ademas conocer las condiciones dptimas de cultivo (Etapa 1), se procede al escalado para la
produccion de biomasa y, por consiguiente, de PHB a escalas cada vez mayores. Asi, en la Etapa 2 los
volumenes varian desde los 3 L hasta los cultivos de 100 L, mientras que en la Etapa 3 se trabaja a gran

escala, con volimenes de 10 a 100 m? para su produccién industrial.

Para que el proceso de produccidn sea seguro, reproducible y econémico se ve necesario: el uso de
estrategias de simulacion que, como ya se ha comentado, permiten conocer las respuestas de las cepas
cuando son expuestas a determinadas condiciones, ademas es importante la eleccidn y disefio de los

fotobiorreactores mas adecuados segun la escala y la cepa de trabajo.

a) Herramientas de simulacion:
La simulacion es una herramienta esencial que se emplea en la actualidad para el disefio y analisis de los
procesos industriales para que sean 6ptimos, incluidos los biotecnoldgicos. Un desarrollo de modelos
rigurosos es de utilidad para conocer la produccion de biomasa y PHB, contemplando una gran variedad
de situaciones y permitiendo optimizar las condiciones de cultivo, simular cambios y adaptar operaciones
de los fotobiorreactores a condiciones ambientales cambiantes (Rueda et al., 2022), de tal forma que se

reduce el trabajo experimental, ahorrando en tiempo y costes.

Las ecuaciones matematicas necesarias para la descripciéon de la produccion de PHB dependen del
microorganismo y del proceso de produccidn (Rueda, 2022). A pesar de existir diversos modelos en la
literatura cientifica con capacidad de simular la produccion de PHB, en su mayoria contemplan
microorganismos heterétrofos, y solo dos lo hacen con cianobacterias, y son los referentes a Carpine et al.
(2018) y a Rueda y Garcia (2021).

Carpine et al. (2018), propuso un modelo para Synechocystis sp. PCC 6803, asumiendo dos tipos de células:
unas de crecimiento y otras productoras de PHB, cuya formacion es proporcional al contenido de COzy a
la inicial de nitrato. La limitacion en su aplicabilidad se encuentra en el contenido inicial de nitrato, ya que
la tasa de consumo de nutrientes depende de muchos factores, sirviendo Unicamente de modelo en
situaciones muy concretas. Ademads, se describié un modelo sin crecimiento de cianobacterias en NH4*,
por lo que su utilidad se da en situaciones en las que se utiliza NOs’, y, por otro lado, no se tuvo en cuenta

la produccién de PHB a través del glucégeno.

Posteriormente, Rueda y Garcia (2021) describieron otro modelo de produccién de PHB con una cepa de
Synechocystis sp., obteniendo una acumulacién de glucégeno y PHB proporcional al contenido de carbono
inorganico y una limitacion por el contenido interno de N y P, en el que también se contd con el

catabolismo del glucdgeno para la produccién de PHB (Rueda et al., 2022). Ademas, tuvieron en cuenta el
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efecto del pH y la temperatura en el medio de cultivo. En los resultados obtenidos se vio un catabolismo
de glucégeno a PHB que aumentaba gradualmente al mantener la limitacion de nutrientes, alcanzando un
45% del PHB total producido (Rueda y Garcia, 2021). También se observé que el carbono acumulado es
empleado para el crecimiento celular en ausencia de carbono inorgdnico. Esto lo enmarca como una
herramienta de utilidad en la verificacidn de resultados experimentales previos a la produccion de PHB a

partir del glucégeno.

Rueda (2022) resalta la necesidad de desarrollar un modelo general, con el fin de predecir la produccién
de PHB en situaciones mas variadas y dispares. A su vez, destaca la incapacidad de los modelos actuales a
prever cambios en la producciéon de PHB por modificaciones en las condiciones de cultivo y por la
presencia de otros microorganismos en la produccidn industrial de cianobacterias, y la interaccidn de éstos

con ellas.

Un ejemplo de estas herramientas de simulacion es el modelo BIO_ALGAE, utilizado para la simulacién del
crecimiento de microalgas. Se trata de un modelo biocinético para la simulacién de procesos de
tratamiento de aguas residuales que se basa en microalgas, desarrollado por el Grupo de Ingenieria
Ambiental y Microbiologia (GEMMA) de la Universitat Politécnica de Catalunya (Solimeno et al., 2017), y

que se utiliza implantandose en el software COMSOL Multiphysics.

b) Eleccidn de los Fotobiorreactores (FBRs):
Para el cultivo de cianobacterias en grandes cantidades se utilizan los diferentes tipos fotobiorreactores
(FBR). Como recoge la Universidad de Almeria (2014), éstos son dispositivos destinados al cultivo masivo
de microalgas, manteniendo un medio estable y proporcionando los nutrientes y luz necesarios para su
crecimiento. Se dividen principalmente en cerrados y abiertos, en funcién del volumen de trabajo y las
condiciones que se requieren para el cultivo de las diferentes cepas empleadas, en este caso, para la

producciéon de PHB.

El disefio de los FBRs y su desarrollo, con el fin de obtener la produccion maxima de cianobacterias, tiene
gran complejidad y es necesario estudiar aspectos como la distribucién de la luz y la biologia de la cepa
empleada. Estos aspectos tienen que optimizarse, junto con el espacio requerido para su instalacién, los

requerimientos de energia para su puesta en marcha y funcionamiento, y los costes de mantenimiento.

I.  FBRcerrados:
Los fotobiorreactores cerrados son sistemas que mantienen el cultivo aislado, y estdn equipados
generalmente con sistemas de agitacidn, aireacion, control de pH, intercambiador de calor, adicién de
medio y CO2, permitiendo un control del medio relativamente preciso y una menor superficie de
instalacién que los FBRs abiertos. Se trata de dispositivos muy especializados, que son disefiados de forma
especifica para especies concretas, presentando una gran variedad de disefios que son clasificados
principalmente en: FBR de tanque agitado, FBR de superficie plana y FBR tubulares verticales u

horizontales. Son utilizados a escala de laboratorio y media escala, hasta un volumen de 100 L, iluminados
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por lamparas internas o externas, pero han presentado inconvenientes como la difusién de luz limitada a
volumenes superiores a estos 100 L, el desarrollo de biopeliculas en la superficie que limita la penetracion
de la luz, y el elevado coste inicial, de operacion y de mantenimiento, como recoge Gupta et al. (2015).

Estos FBRs cerrados aparecen en la siguiente figura y se comentan a continuacién:
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Figura 9. Esquemas e imagenes de fotobiorreactores cerrados:
(A) FBR de tanque agitado, (B) PBR de panel plano, (C) FBR
tubular vertical o de columna, y (D) FBR tubular horizontal.
Fuente: Elaboracidon propia con imagenes obtenidas de la
Universidad de Almeria (2014) y Chanquia et al. (2021).

= FBR de tanque agitado:

Los FBRs de tanque agitado son el sistema convencional y el mas estudiado (Figura 9a). La agitacién, que
puede ser axial, radial o mixta (Tapio et al., 2019), se lleva a cabo de forma mecanica con uno o mas
impulsores, y se emplea desde escala de laboratorio hasta un volumen de 250L (Carvalho et al., 2006).
Sus principales ventajas se han observado en su eficiente transferencia de calor y masa, y en la dispersion
homogénea de nutrientes en una agitacién 6ptima (Guler et al., 2020). Sus inconvenientes aparecen en la
insuficiente capacidad de captacién de luz por su relacion superficie/volumen generalmente baja, que
Heining et al. (2015) mejord con iluminacion interna, y en el posible dafio al cultivo por una excesiva
agitacion mecanica.

A pesar de su amplio uso, y de funcionar con éxito en el cultivo de Synechococcus sp. (Sero et al., 2020),
presentan dificultades a gran escala por su alta demanda de energia y baja relacién superficie/volumen
que puede reducir la capacidad fotosintética, con una productividad baja de 30-50 mg/L-d, como recoge

Chanquia et al. (2021). Este tipo de FBRs tienen buenos resultados al utilizarse para el tratamiento de un
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efluente industrial, que permite reciclar sus desechos al mismo tiempo que cultiva biomasa, siendo un

ejemplo de bioeconomia circular (Sero et al., 2020).

= FBR de panel plano:

Los FBRs de panel plano se conforman por dos paneles planos, transparentes y paralelos dispuestos para
formar un canal rectangular (Figura 9b), de tal forma que se maximiza el area iluminada por volumen al
aportar una iluminacion eficiente (Thajuddin et al., 2016). La suspensién de las células en este FBR se
realiza a través de un rociador que se encuentra en el fondo, y que proporciona un burbujeo de aire.
Varios grupos de investigacion, recogidos por Sero et al. (2020), han implementado estrategias para filtrar
la luz mediante tinciones del medio interior con colorantes o recubrimientos sobre los paneles del FBR.
También se ha estudiado la diferente alineacidn del panel, con el objetivo de maximizar la eficiencia de la
fotosintesis, en su equilibrio con el espacio disponible, y la fotoinhibicion como inconveniente para
generar grandes cantidades de biomasa (Thajunddin et al., 2016). Wang et al. (2019) y Sagir et al. (2021)
han estudiado la inmovilizacion de las celdas del panel con rejillas, aumentando el area de superficie del
reactor para aumentar su eficiencia.

Son adecuados para la produccién de biomasa, pero no son considerados la opcién mas rentable al ampliar
la escala, por el aumento significativo del coste. Si lo son para la investigacion y produccién a pequefia 'y
media escala, a pesar de presentar dificultades para el mantenimiento de la temperatura, la
bioincrustacién en la superficie y el posible estrés hidrodinamico en ciertas cepas, entre otros (Sero et al.,

2020).

= FBR tubulares:

Los FBRs tubulares son los mas empleados y se distinguen principalmente dos tipos, los verticales o de
columnas (Figura 9c) y los horizontales (Figura 9d) (Sero et al., 2020).

Los verticales o de columnas estan formados por tubos verticales de vidrio o polietileno que permiten una
mayor penetracion de la luz (Chang et al., 2017), y disponen de un sistema de adicién de CO; y de mezcla
de oxigeno. El diametro es de entre 20cm y 30cm para tener un volumen suficiente para el cultivo y una
buena eficiencia en la transferencia de gases, lo que disminuye la relacion superficie/volumen,
minimizando la exposicidon luminica. Sus principales ventajas las recoge Gupta et al. (2015), con una
simplicidad, bajo coste y una buena eficiencia de transferencia de calor y masa, lo que facilita su uso
comercial.

Los horizontales son los mas utilizados, con muchas aplicaciones comerciales por su alta productividad y
densidad de biomasa generada (Deruyck et al., 2019). Estdan formados por tubos transparentes de
polimero vinilico o acrilico, con un diametro interior maximo de 60 mm (Grupta et al., 2015), que permite
una penetraciéon de la luz maxima, ya que su disposicién permite una alta relacién superficie/volumen,
presentando una ventaja competitiva junto con un aumento de residencia del aire, que ayuda a
proporcionar una mayor cantidad de CO: disuelto (Deruyck et al., 2019). A pesar de ofrecer unas
densidades de biomasa altas, al ampliar su escala se requiere de sistemas de enfriamiento que eviten el

sobrecalentamiento del FBR (Mirén et al., 2019), ademds de altos niveles de fotoinhibicion por la
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acumulacidn de oxigeno vy la alta intensidad de luz, que lleva a una productividad menor a la de los

reactores verticales, como recoge Chanquia et al. (2021).

Las ultimas investigaciones estan desarrollando disefios de fotobiorreactores tubulares que mejoran la
transferencia de masa y la relacion superficie/volumen, con el fin de optimizar el proceso de cultivo de

biomasa obteniendo mayor productividad, como el desarrollado por Cui et al. (2021).

Il.  FBR abiertos:
Los reactores abiertos son instalaciones de bajo coste, faciles de construir y de operar. Presentan un
contacto directo del cultivo con la atmdsfera y limitaciones en el control de la luz el pH, la temperatura, la
pérdida de agua por la evaporacidn, la difusion de CO2 a la atmdsfera, y la susceptibilidad a la
contaminacidn por otros microorganismos, junto al requerimiento de grandes espacios (Chisti, 2007). Se
trata de instalaciones de baja productividad, pero de un gran uso al permitir grandes volumenes de
trabajo. Entre ellos destacan: los open ponds (Figura 10a), balsas de forma y profundidad adecuadas que
contienen medio con los nutrientes requeridos, y donde se inocula y crece la cepa en un proceso muy
econdmico y de baja productividad; y los raceways (Figura 10b), capaces de suministrar agitacion y mezcla,
facilitar el intercambio de gases e incluso controlar el pH en cierta medida con el suministro de CO: al

cultivo, siendo relativamente eficiente y con pocas pérdidas.

Figura 10. Imagenes aéreas de reactores abiertos: (A) open pondsy (B) raceways.

Fuente: Elaboracion propia con imagenes obtenidas de Microalgal Biotechnology, Universidad de Almeria
(2014).

5.3. Etapa 4. Nuevas tendencias de estrategias de mejora:
Los rendimientos obtenidos a escala de laboratorio y media escala son prometedores, pero como se ha
comentado anteriormente, presentan dificultades en su escalada a volimenes de gran escala. En este
sentido, las nuevas tendencias de la investigacidn se centran en la implementacion de estrategias de
mejora, que permitan la optimizacion e industrializacion de los procesos de produccién de PHB, entre las

que destacan:

a) Consorcios microbianos:
En los estudios llevados a cabo, generalmente, se emplean monocultivos de una determinada cepa de
cianobacterias, pero en la naturaleza las microalgas se encuentran en simbiosis con otras especies y

microorganismos. Cada una posee una capacidad diferente para la produccién de metabolitos de interés
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biotecnoldgico, por lo que, si se aplican consorcios microbianos, permitiendo la coexistencia de dos o mas
microorganismos, se puede obtener mejores resultados frente a los monocultivos, cuando

tradicionalmente la presencia de bacterias se ha considerado como una contaminacién (Barreiro, 2019).

El uso de consorcios de microalgas-bacterias se emplea para el tratamiento de aguas residuales, en
agricultura como promotores del crecimiento vegetal y recientemente en la produccion de bioplasticos,
como recoge un estudio realizado por investigadores del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC). En éste, Baldanta et al. (2021) apuntan al uso de consorcios microbianos sintéticos como una
estrategia de mejora de los procesos, desarrollando un consorcio, formado por la cianobacteria
Synechococcus elongatus y la bacteria heterétrofa Azohydromonas lata, para la produccion de
bioplasticos. En el consorcio, la cianobacteria produce sacarosa a partir de luz y CO, secretada al medio
de cultivo y utilizada para el crecimiento de la bacteria, que acumula PHA. Los resultados obtenidos
muestran el consorcio como una estrategia prometedora en la obtencién de bioproductos de interés a

partir de CO2.

b) Herramientas genéticas y moleculares:
Las cianobacterias por lo general presentan dos vias de sintesis de PHB en las que se observan diferencias
entre las distintas especies de cianobacterias, influenciadas por la expresion génica y la regulacion de las

enzimas involucradas en las rutas metabdlicas, como ya se ha comentado anteriormente (Ver Etapa 1).

Con mayor detalle, la primera via de sintesis de PHB se da de forma directa por una ruta metabdlica
descrita y que puede dividirse en cuatro etapas: fijacion de carbono, glucélisis, conversion de piruvato a
Acetil-CoA, y sintesis de PHB. La fijacion del carbono, en forma de CO., se da a través del Ciclo de Calvin,
utilizando la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenas (Rubisco). Estos compuestos organicos
pasan a glucosa-6-fosfato por accién de la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa. Durante el proceso de
glucalisis, similar a la de otros microorganismos, la glucosa-6-fosfato es descompuesta y se genera ATP y
piruvato. A través de la accion de la enzima piruvato deshidrogenasa compleja (PDH), el piruvato pasa a
Acetil-CoA. El comienzo de la sintesis del PHB se da con la condensacidn catalizada por la enzima PhaA de
dos moléculas de Acetil-CoA generadas, dando lugar a Acetoacetil-CoA. En el siguiente paso, mediado por
la enzima PhaB, el Acetoacetil-CoA se reduce a 3-hidroxibutiril-CoA (3HB). Por ultimo, el 3HB pasa a PHB
por la acciéon de las enzimas PHA sintasas (PhaE y PhaC) en un proceso de polimerizacién (Rueda et al.,

2022).

Paralelamente, la sintesis del PHB se encuentra muy relacionada con la sintesis del glucégeno, ofreciendo
otra posible ruta para su produccidn. En la sintesis de ambos participa un metabdlico que se produce
durante la etapa de fijacién de CO2, concretamente en el Ciclo de Calvin, el 3-fosfoglicerato (3-PGA), y que
es utilizado principalmente para la produccion del glucégeno (Singh y Mallick, 2017). Cuando se sintetiza
glucdgeno, éste puede ser posteriormente oxidado y convertido en PHB (Rueda et al., 2022). Estas vias
metabdlicas entre el glucdgeno y el PHB las recoge Koch et al. (2019), y son paralelas y conocidas como la

via de Embden-Meyerroh-Parmas (EMP), ruta de la pentosa fosfato oxidativa (OPP) y ruta Entner
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Doudoroff (ED). Este muestra la expresién de los genes referentes a estas vias durante el paso de
glucdgeno a PHB, con mayor relevancia la via EMP y la ruta OPP, y demuestra que el glucégeno es epistatico
sobre el PHB, es decir, su sintesis interfiere en la de PHB. De la misma forma, certifica una menor

produccion con una menor degradacion de glucégeno, lo que demuestra la relacién entre ambos.
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Figura 11. Descripcion del metabolismo central de Synechocystis sp. en las que se resalta la via EMP (verde), la
ruta ED (azul) y la ruta OPP (amarillo). Las lineas discontinuas hacen referencia a reacciones enzimaticas. Los
genes en rojo son los genes eliminados del estudio del que se extrae la figura. Fuente: Koch et al., 2019.

La sintesis de PHB esta estrictamente regulada y su tasa de produccién se ve influenciada por diferentes
factores ambientales (Ver Etapa 1) y moleculares. En el caso de Synechocystis sp. PCC 6803, los genes que
codifican la biosintesis de PHB en limitacién de N estdn identificados: la B-cetotiolasa PhaA (s/r1993), y la
acetoacetil-CoA reductasa PhaB (s/r1994), ambas organizadas en un operdn; y la PHB sintasa,
heterodimero de Phak (s/r1829) y PhaC (s/r1830), se codifica en un segundo operdn. La expresion de estos
dos operones se regula por la falta de N, tratdndose de una red reguladora compleja que integra diferentes
sefiales de entrada y controla la actividad biosintética de PHB y la formacion de sus granulos (Hauf et al.,

2013).
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Existen diferentes técnicas de ingenieria genética que permiten la manipulacién de los codigos genéticos
y el control de los niveles de expresidén génica en cianobacterias, microorganismos caracterizados por
presentar varias copias del genoma. Este control se puede realizar a nivel transcripcional, traduccional o
postraduccional, y se enmarca como una estrategia de mejora. De este modo, varias especies de
cianobacterias han sido manipuladas genéticamente para eliminar o modificar genes nativos e inducir la
expresion de genes heterdlogos (Baldanta, 2022), que de forma natural no presentaban, en un proceso

relativamente sencillo.

La herramienta mas empleada para este fin son los vectores integrativos, plasmidos que carecen de
habilidad de replicar en cianobacterias (Baldanta, 2022), como en Synechocystis sp. PCC 6803 (Ng et al.,
2015) y Synechoccocus sp. PCC 7002 (Wang et al., 2019), y los plasmidos replicativos, como en
Leptolyngbya sp. BL0O902 (Taton et al., 2012). Otros métodos de transferencia génica, recogidos por
Baldanta (2022) son: la transformacion natural, al existir cianobacterias capaces de incorporar ADN

exdgeno del medio; la conjugacidn, siendo el mas empleado; y la electroporacion.

A pesar de conocer especies de cianobacterias en las que se han aplicado facillmente estas herramientas,
en otros casos el proceso es complicado, especialmente cuando las cepas son cianobacterias filamentosas.
Esto es debido a que estas cianobacterias presentan barreras que impiden o dificultan la transferencia
genética (Stucken et al., 2013). Ademas, presentan desafios en relacién con los costes, la escalabilidad y

la estabilidad en las nuevas cepas.

La mutagénesis, que puede ser dirigida o al azar (Koch et al., 2020b), se ha utilizado como sustituta de la
ingenieria genética con éxito para la obtencidn de cepas mejoradas (Kamravamanesh et al., 2018) para la
produccion de PHB. Pero existe una compleja regulacion europea sobre los organismos modificados
genéticamente (OMG) (Figura 11), definidos por la Unién Europea (UE) como “organismos cuyo material
genético ha sido modificado de una forma que no se produce naturalmente”, que dificulta el uso de estos

organismos y los productos derivados.

LEGISLACION SOBRE ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE EN LA UE

Directiva 2001/18/CE Sobre la liberacion intencional de OMG en el medio ambiente.
Reglamento (CE) 1829/2003 Sobre alimentos y piensos modificados genéticamente.
Directiva (UE) 2015/412 Modifica la Directiva 2001/18/CE en lo que respecta a la

posibilidad de que los Estados miembros restrinjan o prohiban
el cultivo de OMG en su territorio.

Directiva 2009/41/CE Sobre el uso confinado de OMGC.
Reglamento (CE) 1964/2003 Sobre movimientos transfronterizos de OMG.
Directiva (UE) 2018/350 de la CE Modifica la Directiva 2001/18/CE en lo que respecta a la

evaluacion del riesgo medioambiental de los OMG.

Figura 11. Componentes basicos de la legislacion sobre Organismos Modificados Genéticamente (OMG) en
la Unién Europea (UE). Fuente: Elaboracidn propia basada en la informacién publicada por la Comision
Europea (CE) consultada en 2023.
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La mutacién dirigida presenta una mayor complejidad legislativa y burocratica, que paralizan en muchos
casos el avance de las investigaciones, por lo que una alternativa viable es la mutagénesis al azar. La
utilizacidn de ésta induce variaciones en los cromosomas empleando diferentes agentes mutagenos. Estas
mutaciones se realizan in vitro y, como son al azar, se desconoce qué tipo de mutaciones van a producir ni
en qué region del genoma tendra lugar, lo que puede llevar a la aparicidon de nuevos caracteres de interés.
Para inducir las mutaciones se utiliza un agente mutageno, y posteriormente se lleva a cabo la deteccion,
seleccion y caracterizacidon de los mutantes obtenidos. Entre las ventajas que presenta esta técnica
destacan las condiciones controladas y la reduccién de los costes frente a otros procesos de manipulacion

genética.

Se han llevado a cabo diferentes estudios que emplean la mutagénesis al azar para la obtencién de
fenotipos deseables en microalgas y cianobacterias, recogidos por Kamravamanesh et al. (2018). Cordero
et al., (2011) demostré una mejora en la produccion del pigmento luteina en el alga verde Chlorella
sorokiniane utilizando como mutdgeno N-metil-n-nitro-nitrosoguanidina (MNNG), y Doan y Obbard (2012)
y Jaeger et al. (2014) obtuvieron mutantes de Nannochloropsis sp. con metanosulfonato de etilo (EMS) y
de Scendesmus obliquus con radiacién UV. También se ha utilizado mutagénesis aleatoria en Synechocystis
sp. PCC 6803, una de las cianobacterias mds manipuladas genéticamente, para promover la fototolerancia
(Narusaka y col., 1990). Kamravamanesh et al. (2018) empled esta mutagénesis como herramienta para
aumentar la produccion de PHB en esta cepa, capaz de producir hasta un 16% dcw de PHB en limitacion
de Ny P con el control de los pardametros y la adicion de CO2 como fuente de carbono (Kamravamanesh et
al., 2017). Posteriormente compard los mutantes mas prometedores en referencia al crecimiento de
biomasa y contenido de PHB con la cepa de tipo salvaje, lo que permitié recopilar informacion de
relevancia sobre el proceso de acumulacion de este biopolimero, a través de la secuenciacion del genoma

y el uso de PCRs cuantitativas tras la mutagénesis.

c) Fuentes de nutrientes alternativas:
Uno de los procesos que generan mayor coste en la produccion de PHB a partir de cianobacterias es la
adicién de fuentes de nutrientes. Para la obtencién de un proceso de produccién mas competitivo y
rentable, reduciendo este elevado coste, la tendencia actual es la busqueda de alternativas a las fuentes

de nutrientes convencionales empleadas hasta ahora, destacando entre ellas las aguas residuales.

El uso de aguas residuales para el cultivo de cianobacterias se considera como una alternativa
prometedora para la reduccion de costes e impacto ambiental del proceso de produccién de PHB, dando
paso a un proceso de bioeconomia circular. Estos efluentes actian como fuente de nutrientes, dejando
atrds los medios de cultivo sintéticos que se utilizan generalmente, ya que estan compuestos
principalmente de N, Cy P, que son los que presentan una mayor inversion econdmica, y que reducen los

costes de produccion entre 1,80€/kg y 3€/kg de biomasa (Acién et al., 2012).

A su vez, se cumple un doble objetivo, al tratar al mismo tiempo estas aguas residuales, con un bajo coste

y con una gran disminucion de la concentracion de contaminantes (Li et al., 2019) al participar como
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bioacumuladores en la biorremediacidn de colorantes, hidrocarburos, compuestos fenélicos, pesticidas y
herbicidas (Touliabah et al., 2022), y producir bioproductos de interés. Como recogen Li et al. (2019) y
Arias et al. (2020), se han empleado hasta ahora aguas residuales municipales, aguas residuales

industriales, efluentes secundarios y aguas de escorrentia agricola.

Los estudios se han centrado en el tratamiento de aguas residuales por cianobacterias, y solo algunos de
ellos han evaluado la utilizacion de los nutrientes presentes en estas aguas para el cultivo de estos
microorganismos y la produccion de PHB. En estos estudios se mostraron resultados prometedores,
destacando: Krasausueb et al., (2019) que usaron aguas residuales de acuicultura con una cepa modificada
genéticamente de Synechocystis sp. PCC 6803, alcanzando una acumulacién de 32,5% dcw de PHB en 14
dias; y Samantaray et al. (2011) que utilizaron aguas residuales de acuicultura para iniciar el crecimiento
de Aulosira fertilissima durante 27 dias, que posteriormente fue transferida a un medio especifico,

obteniendo una acumulacién de 80% dcw.

Ademas, es posible cultivar nuevas cianobacterias utilizando como medio de cultivo los desechos
generados durante la produccién de PHB, que estan compuestos por productos quimicos y biomasa no
polimérica, y que normalmente son considerados como residuos y requieren de un tratamiento posterior.

De esta forma, se promueve en mayor medida la bioeconomia circular.

A pesar de las ventajas que presenta la utilizacion de aguas residuales como fuente de nutrientes
alternativa, es necesario el estudio del impacto ambiental de estos procesos (Arashiro et al., 2022) y
solucionar los desafios socioldgicos vy legislativos que surgen de su uso. Estos desafios estan relacionados
con la falta de confianza y seguridad, por parte de los consumidores, del uso de los productos obtenidos
a partir de estas aguas, y con la falta de normativa clara y de inversores, que dependeran de la aplicacidon

que tendra la biomasa obtenida.

d) Biorrefineria:
En el cultivo a gran escala de cianobacterias aparece el concepto de biorrefineria, que es una instalacion
que integra los procesos y equipos de conversidon de biomasa para la produccion de combustibles, energia
y productos quimicos de forma sostenible y de valor aifadido, diferencidandose bioproductos de valor alto,
medio y bajo. Se trata de un concepto analogo a las refinerias de petréleo, ya que se obtienen una gran

variedad de productos que maximizan el valor derivado de la materia prima utilizada.

En la mayoria de los casos se producen bioproductos de alto valor, como productos farmacéuticos,
cosméticos y suplementos alimenticios y nutraceuticos, pero el mayor potencial se encuentra en la
obtencion de bioproductos de valor medio como los bioplasticos, al tener en cuenta el coste de
produccién, tamafio de mercado y la menor restriccion en términos de cepas y tecnologia empleadas.
Respecto a los bioproductos de valor bajo, el valor de la biomasa aun es despreciable para considerar su

obtencion como objetivo principal en procesos de produccion. En este sentido, la biorrefineria permite
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producir multiples bioproductos a partir de una sola biomasa (Sivaramakriahnan et al., 2022), como se

muestra en la siguiente figura:

Biodiesel
(Transesterificacion)

Productos quimicos
(Extracciéon de
acidos grasos y

purificacién)

Alimentacién animal
(Fraccion de
proteinas)

Fertilizantes

Biomasa de
(Minerales)

microalgas
A
Cosmeéticos y
cuidado de la salud
(Pigmentos y
antioxidantes)

Biocombustibles (ej.:
Butanol y Etanol)
(Fermentacion)

Figura 12. Alternativa del proceso de produccién de bioproductos en biorrefineria utilizando microalgas

como biomasa. Fuente: Elaboracién propia basada en Sivaramakriahnan et al., 2022.

Los inconvenientes a los que se enfrenta para su implementacion se asocian al alto coste de produccién y
la complejidad del cultivo y almacenamiento de la biomasa requerida, para lo que se necesita un avance

en el uso y disefio de fotobiorreactores, utilizados como tecnologia para el cultivo de los microorganismos

fotosintéticos empleados.
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6. CONCLUSIONES:

El impacto negativo de los plasticos convencionales esta ampliamente demostrado, con una influencia en
el cambio climatico y afeccién a la salud publica que los coloca como objeto de nueva legislacion y
restricciones de uso. Los bioplasticos se presentan como alternativa prometedora para frenar la
contaminacidn plastica, comercializando los de primera y segunda generacion, pero su produccién no es
sostenible y presenta inconvenientes, lo que centra las investigaciones en los de tercera generacién. Entre
ellos destacan los PHAs, y mas concretamente el PHB por su biodegradabilidad, biocompatibilidad y la

similitud de propiedades con las de algunos plasticos convencionales.

Se han obtenido resultados prometedores para la produccion de PHAs a escala de laboratorio, pero falta
realizar estudios para conocer como llevar a cabo su produccién industrial. Las bacterias heterétrofas son
los organismos mds empleados, sin embargo, presentan grandes requerimientos que suponen un elevado
coste de produccion. En este sentido, las cianobacterias han surgido como la mejor alternativa, ya que al
ser capaces de producir y acumular PHB de forma natural por su metabolismo autétrofo reducirian esos

costes, pero los rendimientos obtenidos hasta el momento por esta via metabdlica son bajos.

La comparacion entre los resultados de los estudios realizados es complicada por las diferencias en funcion
de la cepay las condiciones de cultivo. En general, las cianobacterias producen y acumulan mayor cantidad
de PHB en condiciones de estrés, que pueden inducirse controlando los diferentes pardmetros en su
cultivo, entre los que se encuentran el uso de carbono organico como fuente de nutrientes, la limitacién
de Ny de P, la salinidad y la disponibilidad e intensidad de la luz. También es importante seleccionar el FBR
adecuado, destacando aquellos en los que los parametros puedan ser controlados, de tal forma que
predominan los cerrados, con un mayor rendimiento a escala de laboratorio, aunque al ampliar la escala
presentan problemas por la difusion de la luz y los elevados costes. De todos los sistemas cerrados, los

tubulares horizontales son los que presentan una mayor productividad y densidad de biomasa.

La tendencia actual es la implementacidn de nuevas estrategias para la optimizacidn de los procesos, que
incluyen: el uso de consorcios microbianos, con mejoras frente a los monocultivos al imitar la simbiosis
natural; el uso de herramientas genéticas y moleculares, obteniendo cepas mejoradas cuyo uso a escala
industrial no esta muy extendido todavia debido a las dificultades legislativas y de burocracia existentes;
la simulacion de los procesos, convertida en herramienta esencial al reducir el nimero de experimentos,
tiempo y costes; el uso de fuentes alternativas de nutrientes, como las aguas residuales que reducen los
costes y su uso apuesta por la bioeconomia circular; y por ultimo, la biorrefineria, que permite conjugar

los procesos de obtencién de biproductos de diferente valor.

A pesar de los resultados prometedores, son necesarias mas investigaciones en este campo, con el fin de
industrializar y optimizar los procesos de produccién, que incluyan la bisqueda de nuevas cepas en la
naturaleza capaces de producir mayor cantidad de PHB de las ya estudiadas. Estas busquedas se deberian
centran en ambientes donde las cianobacterias se encuentran en condiciones de estrés, como Les

Salinetes de Novelda, ambiente estresado por su elevada salinidad.
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7. PROYECCION FUTURA:

Las cianobacterias emergen como una fuente potencial y sostenible de produccidn de bioplasticos, frente
a la problematica actual y la busqueda de alternativas a los plasticos convencionales. Es por ello por lo que
se espera una amplia investigacién de cara a los proximos afios, que permita la optimizacién de los
procesos y el paso de su produccién en laboratorio a una escala industrial, motivada por el aumento

estimado de la demanda de los biopldasticos por parte de los paises desarrollados principalmente.

Actualmente, la Comisién Europea esta impulsando diferentes iniciativas para el uso de las algas,
incluyendo las cianobacterias, como la plataforma EU4Algae que, mediante un plan de accion de tres afios,
pretende fomentar su uso en los Estados miembros. Estas acciones, entre otras, promueven el
fortalecimiento y desarrollo de sectores de base biolégica en su Estrategia de Bioeconomia (Comision

Europea, 2018), la cual contribuye a la mayoria de los ODS (Comisidn Europea, 2022).

De la misma forma, el Green Deal o Pacto Verde Europeo, paquete de iniciativas politicas que tiene como
objetivo final alcanzar la neutralidad climatica en 2050, establece areas prioritarias donde este sector
puede contribuir. En concreto, resulta de gran interés la Bioeconomia Azul, que incluye cualquier actividad
econdmica asociada al uso de recursos bioldgicos acuaticos renovables para la fabricacién de productos.
En la ultima edicion del informe de Bioeconomia Azul de la UE (2022), elaborado por el Observatorio
Europeo del Mercado de los Productos de Pesca y Acuicultura (EUMOFA), se confirma que el subsector
mas destacado es el de las algas. La facturacion de su produccion alcanza mas de 10 millones de euros
anuales en los Estados miembros. Como resultado, la Iniciativa de Algas de la UE se fundamenta en que
su cultivo puede contribuir a la consecucién de los objetivos europeos en, por ejemplo, descarbonizacion,
contaminacidn y circularidad, al permitir reemplazar los productos de origen fésil y ser utilizados como
materia prima para producir bioproductos, como recoge EUMOFA (2022). Asi, el sector se vincula
estrechamente con la economia circular y la sostenibilidad ambiental, aumentando la financiacién publica

y privada para el desarrollo de proyectos vinculados.

Uno de estos proyectos a destacar es el proyecto coordinado Cyan2Bio (PID2021-1265640B) sobre la
produccién sostenible de bioproductos a partir de cianobacterias tratando efluentes residuales, en el que
participan el grupo de investigacion del Area de Botanica de la Universidad Miguel Hernandez, junto el
grupo GEMMA de la UPC, y el Departamento de Ingenieria Quimica de la UAL. Se trata de un proyecto
multidisciplinar que requiere de aspectos genéticos, bioldgicos y de ingenieria, y cuyas primeras
actuaciones se centran en la blisqueda de nuevas cepas de cianobacterias capaces de producir bioplasticos
siguiendo un enfoque polifasico, en la optimizacion de las condiciones de operacion, en la identificacidon

de las rutas metabdlicas de estas cepas, y en la evaluacidn de su estabilidad y viabilidad.

Esto refleja que los avances en gendmica y biologia de sistemas pueden favorecer la produccion industrial
de bioplasticos en los préximos afios, simplificando el disefio de FBRs, material y requerimiento
energético. Ademas, la integracion de sistemas de produccién, de tal forma que la produccién de PHB por

cianobacterias se combine con otros procesos biotecnoldgicos, pueden mejorar su eficiencia y viabilidad.
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