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Introduccion. El polihidroxibutirato (PHB) es un
biopolimero que es producido por Azotobacter vinelandii
y oftras bacterias, ademas de  acumularse
intracelularmente como reserva de carbono y energia (1).
Actualmente se conoce el proceso de sintesis de PHB y
su regulacion en muchos organismos; sin embargo, hay
poca informacion sobre las proteinas (PHB
depolimerasas, PhbZ) encargadas de la depolimerizacion
o movilizacion del PHB almacenado. Estas enzimas
degradan el PHB mediante hidrélisis para la obtencién de
energia y carbono para la bacteria. Ademas, las
propiedades del PHB como material plastico se modifican
al alterar su peso molecular, y este se ve afectado por el
balance entre los procesos de sintesis y degradacion del
biopolimero (2). En A. vinelandii, se han identificado 6
genes que codifican para posibles PHB depolimerasas.
Una de ellas, PhbZ1, se localizé asociada al granulo de
PHB y se demostr6 que tiene actividad de
depolimerizacion. En la mutante phbZ1 se observd una
mayor acumulacién de PHB con muy alto peso molecular
(3). El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar
bioquimicamente dos posibles depolimerasas adicionales
(PhbZ2 y PhbZ3) y una proteina de funcién desconocida
que se encuentra asociada al granulo (phasina, PhbP3),
cuyo gen se encuentra rio abajo de la PHB depolimerasa
PhbZ2 formando un operén.

Metodologia. Se construyeron mutantes en las que se
inactivaron los genes de las PHB depolimerasas phbZ2" y
phbZ3 y de la phasina phbP3 y una mutante doble para
phbZ2-phbP3 . Se analizé su produccion (acumulacion) y
movilizacion de PHB en medio Burk-Glucosa, donde
ocurre el fendbmeno de movilizacién de PHB en la cepa
silvestre. Adicionalmente, se clonaron los genes phbZ2,
phbZ3 y phbP3 para su expresion en un vector pET24a
con tag de Histidinas (6-his) en el extremo C-terminal en
E. coli, se purificaron las proteinas recombinantes
correspondientes en condiciones desnaturalizantes y con
columna de Ni** y se estudiaron las actividades de
depolimerizacion in vitro sobre diferentes sustratos de
PHB. También se realizaron ensayos de actividad de
degradacion de PHB in vivo, en una cepa caracterizada
para expresar los genes biosintéticos (phbBAC) de PHB,

junto con los genes phbZ2, phbZ3 y phbP3 para analizar
el efecto en acumulacién-movilizacién del polimero.

Resultados. Los resultados demuestran una mayor
acumulacion de PHB en las mutantes PhbZ2 y PhbZ3
versus la cepa silvestre. En contraste, la mutante PhaP3,
presenté una acumulacion de PHB menor. En el sistema
heter6logo de produccion-movilizacion de PHB se
observd que la expresion de las proteinas PhbZ2 y
PhbZ3 ocasiona una degradacion PHB en E. coli,
mientras que la expresién de la phasina PhbP3 aumenta
la acumulacién del polimero (Fig. 1).
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Fig. 1 Acumulacion especifica de PHB en E. coli. El sistema se
evalud en un fondo de E. coli BL21 con un vector que contiene
las enzimas de sintesis de PHB (phbBAC).

Las proteinas recombinantes PhbZ2 y PhbZ3 evaluadas
in vitro demostraron actividad de depolimerasas con
sustrato PHB artificial (de origen de A. vinelandii).

Conclusiones. Demostramos que PhbZ2 y PhbZ3
funcionan como depolimerasas en A. vinelandii, y en E.
coli, como sistema de sobreexpresion, complemento los
resultados observados en A. vinelandii. Las Proteinas
recombinantes también son funcionales en un sistema in
vitro, midiendo su actividad con nPHB.
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