PRODUCCION DE POLI-3-HIDROXIBUTIRATO DE ULTRA ALTO PESO MOLECULAR CON
LAS CEPAS MUTANTES OP Y phbZ  DE Azotobacter vinelandii BAJO CONDICIONES
MICROAEROFILICAS.
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Introduccién. El poli-3-hidroxibutirato (P3HB) es un biopolimero
de la familia de los polihidroxialcanoatos. Este bioplastico se
produce en forma de inclusiones intracelulares como reserva de
carbono y energia por la bacteria Azotobacter vinelandii [1]. El
P3HB tiene caracteristicas similares a las de los plasticos
derivados de la industria petroquimica [1]. Su uso se ha centrado
en el campo de la biomedicina, ya que también es un polimero
totalmente biodegradable y biocompatible [2].
Las propiedades termomecanicas y la biodegradabilidad de
P3HB estan determinadas por su peso molecular [2]. En estudios
recientes se ha reportado que, a bajos porcentajes de saturacion
de oxigeno (1 % de oxigeno disuelto), A. vinelandii produce
polimeros de alto peso molecular (entre 3500 y 5500 kDa) [3].
En este estudio, dos cepas mutantes de A. vinelandii, con la
capacidad de producir P3HB de alto peso molecular, se
cultivaron en condiciones microaerofilicas en biorreactor
utilizando bajas tasas de agitacion.

Metodologia. Las cepas de A. vinelandii (OP y phbZ) se
cultivaron en medio PY, que contiene sacarosa (20 g/L), peptona
(5 g/L) y extracto de levadura (3 g/L). Los cultivos por lotes se
llevaron a cabo en biorreactores de 3 L con 2 L de volumen de
trabajo. Se utilizaron dos condiciones de agitacién (300 y 500
rpm) con una aireacion de 1 vvm, controlando el pH a 7.2 y sin
control de la tension de oxigeno disuelto. La recuperacion de
P3HB se realizé como se describi6 anteriormente [3]. El analisis
de peso molecular se realiz6 mediante cromatografia de
permeacion de gel (GPC) utilizando una columna Shodex K-800
en un sistema de HPLC, acoplado con un detector de indice de
refraccion. Se construy6 una curva de calibracion con estandares
de poliestireno como se describe en [3].

Resultados. Como se observa en la Figura 1a, el peso molecular
promedio (MMW) de P3HB incrementd significativamente en los
cultivos realizados a una velocidad de transferencia de oxigeno
maxima (VTOmax) de 5 mmol/L-h (300 rpm) alcanzando valores
en el intervalo de 22,000 a 25,000 kDa, con las cepas OP y phbzZ-
, respectivamente; en comparacion con el MMW alcanzado en
los cultivos desarrollados a 8 y 11 mmol/L-h (500 rpm), donde se
obtuvo un polimero de peso molecular entre 15,000 y 16,000
kDa. La acumulacion inicial de P3HB (Figura 1b) en las células
fue de alrededor del 50 % con ambas cepas; a medida que el
cultivo evoluciond, la acumulacibn de P3HB aumento,
alcanzando hasta el 93 % con respecto a la biomasa en peso
seco para la cepa phbzZ y el 89% para la cepa OP cultivada a
VTOmaxde 8 y 11 mmol/L-h (500 rpm).
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Fig. 1. Peso molecular promedio de P3HB (a) y porcentaje de
acumulacion de P3HB (b) en las cepas OP y phbZ™ a 500 rpm
(VTOpax de 8- 11 mmol/L-h) y 300 rpm (VTOmax de 5 mmol/L-h).

Conclusiones. Las condiciones microaerofilicas (VTOmax = 5
mmol /L-h) promueven la produccion de P3HB de ultra alto peso
molecular en cultivos en biorreactores utilizando las cepas OP y
phbZ- de A. vinelandii. Se encontré ademas, una relacion inversa
entre el porcentaje de acumulacién de P3HB y el peso molecular
del polimero, observandose que, a una alta VTOmax ambas cepas
acumulan un alto porcentaje de P3HB (90%), pero con un peso
molecular mas bajo (15,000 kDa).
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