Congreso Nacional

de Biotecnologia y Bioingenieria

VIl Simpaosio Internacional de
Produccién de Alcoholes y Levaduras

CRECIMIENTO DE Paecilomyces lilacinus CON N-HEXADECANO Y DETERMINACION DE SU
HIDROFOBINA PLHYD.

Gabriel Vigueras1, Keiko Shirai', Marcia Morales?, Sergio Revah?
1Biotecnologia, UAM-I Av. San Rafael Atlixco No.186, 09340 México D.F., México.
Procesos y Tecnologia, UAM-C, c/o IPH, UAM-I, srevah@xanum.uam.mx

Palabras clave: Paecilomyces lilacinus, n-hexadecano, hidrofobinas

Introduccidn. Paecilomyces lilacinus es utilizado para el
biocontrol de nematodos, la infeccion del huésped inicia
con la adhesion, proceso donde estan implicadas las
hidrofobinas, pequefas proteinas anfipaticas (~100
amino acidos). La actividad superficial de estas proteinas
es de interés para aplicaciones biotecnoldgicas tal como
la inmovilizacién de biosensores en superficies solidas y
como surfactante en sistemas liquidos de dos fases [1].
Por degradacién enzimatica el hongo penetra la cuticula,
la cual contiene ceras, entre ellas hexadecano.

De ahi resulta importante investigar el crecimiento de P.
lilacinus con este hidrocarburo y determinar la presencia
de su hidrofobina PLHYD en medio sélido y liquido.

Metodologia. P. lilacinus fue cultivado en medio liquido y
solido (sobre perlita) con medio mineral y n-hexadecano
(36.5 g L") emulsionado con 0.1% de Tween 80,
inoculando con 2x10”esporas mL". La produccion de
CO, se mididé por cromatografia de gases y ajustando los
datos al modelo de Gompertz se obtuvo la velocidad
maxima (Vmax) como medida indirecta del crecimiento.
Del micelio producido en los cultivos se extrajeron y
purificaron las hidrofobinas. La proteina se determino por
Bradford. Las muestras fueron analizadas por SDS-
PAGE y HPLC-SEC. La actividad superficial de la
hidrofobina fue evaluada sobre un superficie hidrofébica
de politetrafluoroetileno (Teflon).

Resultados y discusion. P. lilacinus fue capaz de
utilizar el hidrocarburo alifatico n-hexadecano para
crecer. La figura 1 muestra la cinética de produccién de
CO,, la Vmax determinada en medio liquido (1.16 g m™ h’
') fue dos veces mayor que la obtenida en medio solido
(0.57 g m* h'1). Existen reportes sobre degradacién de
hidrocarburos aromaticos con este hongo lo cual muestra
su diversidad metabdlica. En la muestra obtenida del
micelio producido en medio sélido (figura 2) se encontré
una proteina de 10 kDa que corresponde al peso
molecular de la hidrofobina PLHYD, identificada
previamente en un biofiltro fase-gas alimentado con
tolueno e inoculado con esta cepa [2]. La prueba de
actividad superficial mostré6 que esta proteina es capaz
de modificar la hidrofobicidad del Teflon al disminuir el
angulo de contacto de 130.1 (*2)° a 60.0 (¥5)°
soportando lavados con SDS caliente. En el micelio
producido en medio liquido no se encontré la PLHYD lo
cual sugiere que se encuentra en muy baja concentracion
o el hongo no la produce bajo esta condicion.
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Fig. 1. Cinética de COz producido por P. lilacinus al crecer con
n-hexadecano en medio liquido y sélido

Fig. 2. Anédlisis de proteinas por HPLC-SEC y SDS-PAGE.
Linea M estandar. Linea 1 medio liquido. Linea 2 medio sélido.

Conclusiones. P lilacinus fue capaz de utilizar n-
hexadecano como Unica fuente de carbono. El
crecimiento del hongo fue mayor en medio liquido sin
embargo la hidrofobina PLHYD de clase | solo se
encontré en medio soélido, sugiriendo que esta proteina
se induce con el crecimiento aéreo del hongo.
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