XIV Congreso Nacional de
Biotecnologia y Bioingenieria

EVALUACION DE LA PRODUCCION Y PESO MOLECULAR DEL PO LIHIDROXIBUTIRATO
(PHB) SINTETIZADO POR DIVERSAS CEPAS MUTANTES DE A. vinelandii.

Ma. Eugenia Ramirez" , Silvia L. Herrera®, Maraolina Dominguez®, Angel Romo?®, Daniel Segura®, Carlos Pefia’.
!Instituto de Biotecnologia, UNAM. Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis. “Instituto de Ciencias Fisicas,
Laboratorio de Nanopolimeros y Coloides, UNAM. lApartado postal 510-3, Cuernavaca 62250, Morelos, México Fax:
52(777) 313 88 11, e mail: marg@ibt.unam.mx

Palabras clave: Poli (3-Hidroxibutirato), Azotobacter vinelandii, Peso Molecular.

Introduccién. Azotobacter vinelandii es una bacteria que
acumula polihidroxibutirato (PHB) en forma de granulos.
Este polimero presenta propiedades mecanicas similares
a los plésticos derivados del petréleo, con ventajas de ser
biodegradable, biocompatible y producirse a partir de
fuentes renovables. Se ha demostrado que en los PHBs
existe una dependencia general de las propiedades
mecanicas como una funcion de su peso molecular (PM)
(1). Debido al interés comercial de este compuesto, se
han diseflado mutantes sobre productoras de PHB; sin
embargo, se desconoce la calidad de los productos en
términos de los PM.

El objetivo del trabajo fue evaluar a nivel de matraces
agitados en condiciones de baja aereacion, la produccion
y el PM de los PHB’s sintetizados por A. vinelandii OP y
tres mutantes (OPA, OPN y OPNA).

Metodologia . Se empled A. vinelandii cepa parental OP,
la cual no produce alginato y las mutantes obtenidas de
esta cepa, fueron: la OPA, rsmA™ la cual no tiene la
proteina RsmA (un regulador negativo de la traduccion
de los mensajeros phbR y phabC); OPN mutante ptsN’,
que no tiene la enzima Il A ™" del sistema PTS-NTr (un
regulador negativo de la sintesis de PHB) y una doble
mutante, OPNA, la cual carece de los dos reguladores
negativos anteriormente indicados. El PHB de las cepas
fueron obtenidos en cultivos en lote con velocidades de
transferencia de oxigeno disuelto (VTO) bajos
empleando matraces de 500 ml con 100 ml de medio
Burk, con acetato de amonio como fuente de nitrégeno a
200 rpm y 29<C. Al término de 62 h de cultivo, el P HB se
extrajo empleando cloroformo y se cuantificé
directamente por gravimetria. El peso molecular del
polimero se determind por viscosidad intrinseca mediante
la ecuaciéon de Mark-Houwink (2).

Resultados . De las cepas evaluadas, la mutante OPN
mostré una mayor acumulacién del PHB (80.6% en base
al peso seco) y una mayor productividad (0.04 g/l/h) que
la cepa parental OP (37.5 % p.s y 0.029 g/l’h
respectivamente) (Tablal). Interesantemente, la doble
mutante OPNA no acumulé PHB. Es posible que el
acetato de amonio pudiera afectar el crecimiento y
acumulacién de PHB.

Tabla 1. Produccién de PHB de las mutantes de A. vinelandii en
matraces con medio Burk bajo condiciones de baja aeracion.

Cepa Biomasa PHB Contenido de Productividad
(g/L) (g/L) PHB (%p.s.) PHB (g/L/h)
OP 4.8 1.8 375 0.029
OPN 3.1 25 80.6 0.04
OPA 3.9 1.9 48.7 0.031
OPNA 1 0 - -

Por otra parte, el PM del PHB de la OPN fue mayor (617
kDa) con respecto a la cepa’\ParentaI OP (427 kDa). La
remocién de proteinas Il A ™ por inactivacién de ptsN
tuvo un efecto positivo en la produccién, asi como un
incremento en el PM del poliéster. Sin embargo, es
necesario realizar otros estudios que confirmen la
actividad de la polimerasa con dicha cepa.
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Fig. 1. Pesos moleculares del PHB de A. vinelandii OP y mutantes
OPA, OPN, OPNA obtenidos en matraces convencionales.

Conclusiones . La mutante OPN acumula el doble de
PHB (80.6% p.s.) con respecto a las cepa OP (37.5%
p.s). Ademas, el PM del bioplastico generado por la cepa
OPN fue 45% mayor al observado en la cepa parental.
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