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Introduccioén. El poli-3-hidroxibutirato (P3HB) es un
biopolimero con propiedades fisicas y termo-
mecanicas dependientes del peso molecular.
Azotobacter vinelandii acumula P3HB como reserva
de carbono y energia en forma de granulos que
representan hasta el 80 % del peso seco celular [1].
En A. vinelandii se ha encontrado, asociada a los
granulos de P3HB, a la proteina denominada phasina
P3, y en estudios previos se ha demostrado que la
sobreexpresion provoca una mayor acumulacion de
P3HB sugiriendo un papel regulador en la sintesis y
degradacion del polimero [2]. Por otro lado, la
velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) juega un
papel importante en la produccién y el peso molecular
del P3HB [1].

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la
VTO sobre la produccién y el peso molecular del
P3HB sintetizado por la cepa que sobre-expresa la
proteina PhbP3 de A. vinelandii.

Metodologia. Se realizaron cultivos de la cepa
PhbP3+ y la cepa parental OP en matraces agitados
de 250 mL con diferentes volumenes de llenado (100 y
50 mL para una baja y alta transferencia de oxigeno
respectivamente) en el equipo RAMOS (Respirometric
Activity Monitoring System) para la determinacion de
los pardmetros respirométricos [3]. Paralelamente, se
realizaron experimentos fuera de linea para determinar
el crecimiento celular, la produccion y el peso
molecular del P3HB con técnicas analiticas reportadas
previamente [1,2].

Resultados. Bajo la condicion de 100 mL, la VTOmax
alcanzada fue de 2.80 + 0.06 mmol Oz L* h-1; mientras
gue, en los cultivos desarrollados con 50 mL, la VT Omax
fue de 6.0 + 0.04 mmol Oz L h'* (Fig. 1la y 1c). No se
observan diferencias significativas en la evolucion de la
VTO entre la cepa PhbP3+ y la cepa control OP en las
condiciones de baja y alta transferencia de oxigeno. El
crecimiento en ambas condiciones de cultivo fue
superior en la cepa PhbP3+, donde se alcanzé una
dos veces mayor que en los cultivos de la cepa OP. En
contraste, no se observo un efecto de la VTO sobre la
M en los cultivos con la cepa PhbP3+.

La produccién volumétrica de P3HB se favorecidé en
ambas cepas con los cultivos en alta transferencia (Fig.
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1d), encontrandose que con la cepa PhbP3+ produjo
mas del 100 % de biopolimero en comparacion con lo
obtenido con la cepa OP durante la fase de crecimiento
exponencial (0 — 36 h) y mas de 80 % durante la fase
estacionaria (48 h).

€) 50 mL - Alta Transferencia de Oxigeno

a) 100 mL - Baja Transferencia de Oxigeno

J—"

—— phapas
(—\ 2

b) 100 mL - Baja Transferencia de Oxigeno

VTO (mmol G; L' h')
N

B
=

s
g

d) 50 mL - Alta Transferencia de Oxigeno

o
=

P3HB (g L)
-
-
L

=
e
e
i
n'.o—<
-
o

pe.

o $== - =
L[] 12 24 ELS 48 oU s o 12 24 36 az 60 2
Tiempo de cultivo (h) Tiempo de cultivo (h)

Fig. 1. Perfiles de velocidad de transferencia de oxigeno y
evolucion de la produccién de P3HB en cultivos con a,b)
100 mL y c,d) 50 mL de volumen de llenado.

Con ambas cepas el peso molecular del P3HB se
increment6 al aumentar la VTO, obteniéndose valores
de 6,000 kDa en los cultivos con una VTOmax de 6.0 +
0.04 mmol Oz Lt h! (Tabla 1).

Tabla 1. Velocidad de crecimiento especifica (u) y peso molecular
del P3HB a las 72 h de cultivo.

Condicién

(mL) Cepa u (h?) Mw (kDa)
100 OP 0.05 £0.00 5,721 + 208
PhbP3+ 0.11 +0.02 5,384 + 114

50 OP 0.07 £0.01 6,273 £ 73
PhbP3+ 0.12 £ 0.01 6,065 + 549

Conclusiones. La cepa PhbP3+ muestra un mejor
desempefio en crecimiento y produccion de P3HB de
alto peso molecular cuando es cultivada en
condiciones de alta transferencia de oxigeno.
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