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DEGRADACION INTRACELULAR DE BIOPOLIMERO POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB) EN
Azotobacter vinelandii.
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Introduccion. Los polihidroxialcanoatos son polimeros
lineales de hidroxiacilos sintetizados por bacterias en
forma de granulos como reserva de carbono y energia
(fig 1). Estos compuestos poseen propiedades similares
a los plasticos derivados del petroleo, con las ventajas de
ser biodegradables, biocompatibles y de producirse a
partir de fuentes renovables(1). El principal compuesto
sintetizado por A. vinelandii es el PHB (fig. 1), el cual se
utiliza para fabricacion de productos ecolégicos en paises
europeos. Debido al interés comercial de este
compuesto, se ha estudiado ampliamente su sintesis,
pero es escasa la informacion sobre la via de
degradacion. El objetivo de este trabajo es identificar los
genes que codifican para depolimerasas funcionales en
A. vinelandii y determinar su papel en la movilizacién del
PHB.

Metodologia. Mediante un BLAST con secuencias de
depolimerasas caracterizadas en otros organismos se
buscaron ortdlogos en el genoma de A. vinelandii. Los
genes seleccionados se inactivaron por inserciéon de
cassetes de resistencia a antibidtico y se construyeron
mutantes para determinar la participacion de sus
productos génicos en la movilizacion del PHB. La
inactivacion de los genes se verificd con hibridacion tipo
Southern. El contenido de PHB se cuantificé por
conversion a acido croténico y espectrofotometria. El
peso molecular del polimero se determiné por HPLC.

Se determinaron las condiciones que favorecen la
degradacion intracelular de PHB. Tras 56 h en fase de
acumulacioén, un cultivo fue lavado y tranferido a un
medio sin fuente de carbono y con sales de amonio,
mientras que otro se dejé envejecer en el medio incial. A
las 139 h el cultivo envejecido degradd el 34% del
polimero acumulado, mientras que el cultivo transferido
movilizé el 70% del PHB almacenado incialmente (fig. 2).

Se construyeron mutantes en los genes Avin03910,
Avin27080 y Avin34810. Se esta estudiando el efecto de
la inactivacion de estas secuencias en la cantidad del
polimero acumulado y su peso molecular. Asi mismo se
han clonado los genes Avin27080 y Avin34810 en el
vector de expresion pET24a de E. coli para evualuar in
vitro su actividad de depolimerizacion.
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Figura 1. Granulos en A. vinelandii y estructura basica del
Polihidroxibutirato
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Fig. 1. Cuantificacion de PHB en medio envejecido y medio sin
carbono y con nitrégeno

Conclusiones. Las condiciones que favorecen la
movilizacion del PHB son ausencia de fuente de carbono
y presencia de fuente de nitrégeno (sales de amonio).
Bajo éstas condiciones se estudiara el efecto de la
inactivacion de los genes arriba mencionados sobre la
acumulacion del polimero y su peso molecular. Estos
datos y la comparacion con la cepa silvestre se
presentaran en el poster.
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