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Introduccion. Azotobacter vinelandii produce poliésteres
llamados polihidroxialcanoatos (PHAS) que son de interés
industrial, por lo que pueden ser usados como plasticos
biodegradables. Esta bacteria produce polihidroxibutirato
cuando crece en carbohidratos y un copolimero de
hidroxibutirato e hidroxivalerato en pentanoato o
heptanoato. Sin embargo, Pseudomonas putida es capaz
de sintetizar PHAs con otro tipo de hidroxialcanoatos a
partir de carbohidratos. En este caso la formacion de
precursores para la sintesis de PHAs se da a través de la
via de sintesis de novo de acidos grasos. En P. putida el
vinculo entre la sintesis de novo de &cidos grasos y la
sintesis de PHASs, es proporcionado por una B-hidroxiacil
ACP:CoA aciltransferasa.

El objetivo del presente estudio fue construir una cepa
recombinante de A. vinelandii capaz de expresar la j-
hidroxiacil-ACP:CoA aciltrasferasa con la finalidad de
producir diversos tipos de bioplasticos con composicion
monomeérica controlada.

Metodologia. El aislamiento del DNA geonémico y
plasmidico, la digestién del DNA con endonucleasas de
restriccion y la transformacion de A. vinelandii se llevaron
a cabo mediante procedimientos estandar. La cepa
recombinante de A. vinelandii se cultivdo en medio PY.
Los cultivos se desarrollaron en matraces agitados de
250 ml con 50 ml de volumen de llenado a 30 °C durante
72 horas. La composicion de los PHAs aislados se
analiz6 por cromatografia de gases.

Resultados. Para expresar la enzima ACP:CoA
aciltransferasa se implementd un sistema que permitiera
controlar la expresion del gen phaG (que codifica para
esta enzima) de P. putida en A. vinelandii. Se fusion6 el
gen phaG con el promotor del gen scrX (pscrX), el cual
es inducible por sacarosa, realizando una integracion
cromosoOmica, (Fig. 1) [1]. Durante los cultivos sin inducir
la expresion del gen phaG, la cepa recombinante tuvo un
comportamiento similar a la cepa silvestre de A.
vinelandii, exhibiendo el mismo patron de crecimiento,
utilizacion de la fuente de carbono y produccién del B-
polihidroxibutirato. La expresién del gen phaG en la cepa
recombinante durante los cultivos donde se realizé la
induccidn, tuvo un efecto notable sobre el crecimiento de
la cepa, provocando una disminucién en el crecimiento
celular. Reduciendo de este modo la concentracion de
biomasa en aproximadamente un 50 %. Sin embargo, el
analisis realizado de la composicion monomérica de los

polimeros acumulados por la cepa recombinante,
demostrd que al inicio del cultivo el PHA sintetizado por
la cepa recombinante estd conformado exclusivamente
por unidades estructurales de hidroxibutirato (Fig. 2a). 12
h después de la induccion se puede observar que la
composicibn monomérica del PHA se modifica,
obteniendo un copolimero constituido por unidades de
hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato, contribuyendo en ~
90 y 10 % respectivamente (Fig. 2b).
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Fig. 1. Construccion de los plasmidos empleados en este trabajo.

125
b) 125

a) Hidroxibutirato

Hidroxibutirato

Hidroxihexanoato
207

10 15 2 2 0 3 20 10 15 2 - 0 k3 Bl

Tiempo (min) Tiempa (min)

Fig. 2. Andlisis cromatografico de los PHAs obtenidos de la cepa
recombinante de A.vinelandii.

Conclusiones. La ACP:CoA aciltransferasa clonada a
partir de P. putida es funcionalmente activa en A.
vinelandii, estableciendo una nueva ruta metabdlica que
permite emplear la via de novo de &cidos grasos para
generar un nuevo tipo de bioplastico.
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