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RESUMEN

Aislados de bacterias del género Azotobacter fueron obtenidos de muestras de suelos
rizosféricos para determinar que tipo de biopolimeros eran producidos en condiciones adecua-
das. Dos cepas de coleccion del género Pseudomonas fueron estudiadas en condiciones de
deficiencia nutricional en el medio de cultivo. Los resultados obtenidos fueron: 1) Azotobacter
acumula polimeros de baja flexibilidad y de estructura lineal, mientras 2) Pseudomonas produce
biopolimeros de estructura ramificada con mayor flexibilidad. El efecto promotor de dos 4cidos
organicos fue verificado.

Palabras clave: Azotobacter, Pseudomonas, biopolimeros, poli-hidroxialkanoatos

OBTAINMENT OF BIODEGRADABLE PLASTIC POLYHYDROXY
ALKANOATES FROM Peudomonas and Azotobacter BACTERIA

SUMMARY

Bacterial isolates from the Azotobacter genus were obtained from rhizospheric soil samples
to determine which type of biopoymers were produced in adecuate conditions.

Two collection strains ofthe genus Pseudomonas were studied in deficient conditions in the
culture media. The results obtained were: 1) Azotobacter acumulates low flexibility polymers
of linear strucuture, meanwhile 2) Pseudomonas produced biopolymers of ramified structure

and higher flexibility. Enhanced effect of two organic acid on PHB yield was verified.
Key words: Azotobacter, Pseudomonas, biopolymers, polyhydroxyalkanoates

INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PH As) son una fami-
lia de poliésteres bioldgicos que se acumulan en los
microorganismos bajo condiciones de deficiencia
nutricional como ser falta de nutrientes tales como
nitrégeno, fosforo, oxigeno o microelementos en el
medio de cultivo (Anderson y Dawes, 1990). Se
acumulan bajo la forma de granulos intracitoplas-
maticos, donde los polimeros se acumulan en una
forma osméticamente inerte. Debido a su naturaleza

biologica pueden biodegradarse, una vez aislados y
purificados de las bacterias. Ademas son polimeros
termoplésticos, y pueden ser aplicados a diferentes
usos en medicina (liberacion lenta de farmacos y
drogas), en la industria del envase y en agricultura.

Lacausa bioquimica de la biosintesis de materia-
les de reserva se debe a la falta de nitrogeno, de
manera que el metabolismo se deriva a la acumula-
cion de biopolimeros en lugar de a la formacion de
aminodcidos y proteinas.
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Existen mas de 80 tipos diferentes de polimeros
(Lee, 1996) qua difiaran an ruantn o |3 estructura

y longitud de | RO
-|C-C-C-0O]-

pero solamente el poli-3-hidroxibutirato co-
h droxivalerato (PHBV) ha sido producido por 1Cl
de Inglaterra en gran escala a partir de bacterias del
género Alcaligenes. Hoyen dia los costos de produc-
cion respecto de los polimeros sintético son altos, ya
que es necesario el uso de grandes fermentadores y
el proceso requiere la utilizacién de solventes orgé-
nicos para la extraccion del poliéster, lo que obliga
adisponer de sitemas cerrados de recuperacion de los
mismos.

Una gran cantidad de géneros microbianos son
capaces de producir PHAs, pero los mas estudiados
son Alcaligenes, Methylobacterium, Pseudomonas
y Azotobacter.

En Alcaligenes se acumulan copo limeros com-
puestos por hidroxibutirato-hidroxivalerato (HB-
HV) con diferente relacion de acuerdo a las condicio-
nes de produccién (Anderson et al, 1990).
Methylobacterium produce polimeros de bajo peso
molecular, pero por otra parte el medio de cultivo es
econdmico (Suzukiy Yamane, 1986). Pseudomonas
produce varias clases de PHA, desde homopo limeros
lineales a copolimeros ramificados (Brandi 1988,
Haywood 1990, Daniel 1992). Por ultimo, de
Azotobacter se obtienen  normalmente
homopolimeros lineales, de mayores ventajas en
aplicaciones médicas como porejemplo la liberacion
prolongada de farmacos. En este articulo se ha
efectuado un analisis del tipo de polimeros obtenidos
apartirde dos géneros, y evaluamos cual itativamente
las propiedades fisicas de los biopoliésteres purifica-
dos. Dos 4cidos organicos que podrian ser incorpo-
rados a los polimeros por el sistema enzimatico de la
polimerasa (Doi et al, 1987) fueron ensayados,
evaluando su influencia sobre el rendimiento.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

1Pseudomonas oleovorans SK2669y Pseudomonas
aeruginosa 01 pertenecen al cepario de la Facultad de
Agronomia, World Federation of Culture Collections
N°307.
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Se conservan en glicerol a -20°C. 2. Azotobacter
chroococcum 6B, Il, CR fueron aisladas de muestras
de suelos e incluidas en la colecciébn mencionada.
Azotobacter chroococcum CR fue aislado de una mues-
tra de suelos empetrolados de Comodoro Rivadavia,
Chubut, (CR) Argentina provista por la Estacion Expe-
rimental del INTA de Trelew.Azotobacter chroococcum
6By 11 fueron aislados de muestras de suelo rizosférico
del campus de la Facultad de Agronomia.

Medios de cultivo

En la primera etapa de obtencion de biomasa se
utilizé el medio completo, caldo nutritivo. Se adiciond
con la fuente de carbono a utilizar en una segunda etapa
en el medio salino minimo (MSM), con el fin de favorecer
la expresion de las enzimas. EI medio MSM posee la
siguiente composicion (¢/1): KHP 041,5;NaHP04.12HD
9,0; MgS047HD 0,2; (NH425040,3; CaCl22HD 0,02;
citrato amonico férrico 0,0012; solucién de elementos
traza 10 ml, PID csp 1000 mi. Se ajusta el pH a 7. La
solucion de elementos traza posee la siguiente composi-
cion (mg): ZnS047H2D 100; MnCI2HD 30; H3B 03300;
CoCI26HD 200; CuCR26HD 10; NiCI26HD 20;
Na2M 0042H2 30; FIZJ csp 1000 ml. El medio completo
de triptona contiene (g/l): peptona de caseina 10y cloruro
de sodio 5. El pH se regulaa 7.3.

Para Azotobacter sp. se utiliz6 el medio productivo
de Burk con glucosa como fuente de carbono. El medio
posee la siguiente composicién (g/l): glucosa 10,
MgSO 7H 00,4;FeSO,.7H 00,012;Na,M00i.12RO
0,01; KHP042y NaCl 0/4.

Método de cultivo para la produccion de polihi-
droxialcanoatos a partir de bacterias del género
Pseudomonas.

Se cultivaron dos cepas de Pseudomonas en medio
solido en placas de Petri con agar nutritivo. Luego de
incubadas a 30°C en estufa las colonias fueron transferi-
das a erlenmeyers de 125 mi de capacidad conteniendo 10
ml de caldo nutritivo, al que se le incorpor6 una fuente de
carbono al 0,5% (octanoato sodico para la especie P.
oleovoransy gluconato sédico para laP. aeruginosa). Los
recipientes fueron incubados en un agitador rotatorio a 90
rpm y a 30°C durante 15 a 18 horas.

Un volumen de cultivo crecido (2 ml) fie inoculado
en erlenmeyers de 500 ml con 100 mlde los medios para
P.oleovorans y P. aeruginosa, y el procedimiento de
cultivo se sigui6 como se indica mas arriba.

Una vez obtenida la biomasa en medio completo,
como lo es el caldo nutritivo, se transfirieron las células
a medio salino minimo (MSM) con octanoato sédico
para Pseudomonas oleovorans SK2669 y gluconato
sédico como fuente de carbono para el caso de
Pseudomonas aeruginosa OlI.
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Se utilizaron erlenmeyers de 2 1con 500 mi de
medio salino minimo (MSM), incubandose en las mis-
mas condiciones, excepto que el tiempo de cultivo fue
de 48 horas.

Unavez finalizada laincubacion, los microorganismos
fueron cosechados por centrifugaciéon a 10.000 rpm du-
rante 15 minutos.

Se lavo con buffer fosfato, se congelé el pellet
obtenido y el mismo fue liofilizado durante 24 horas a -
53°C y 3x10'3Mbar (Labconco Corp.,USA).

Cultivo de Azotobacier chroococcum

Se cultivo en una secuencia de dos etapas uti lizando
caldo nutritivo en la primera etapa de crecimiento
celular. El cultivo crecido se centrifugé en esterilidad a
10.000 rpm durante 15 minutos y el pellet se transfirio
al medio productivo de Burle con glucosa. Se cultivé a
220 rpm y 29°C, cosechandose por centrifugacion a
diferentes tiempos.

Procedimiento de extraccién

El liofilizado (pulverizado en mortero) se coloc6 en
cilindros de extraccion de papel de filtro dentro de un
aparato de Soxhlet y se extrajo en forma continua con
cloroformo durante 24 horas.

Procedimiento de purificacion

El extracto cloroférmico se concentrd desde un
volumen de 250 ml en un rotoevaporador hasta un
volumen de 25 ml. Luego un volumen de extracto
concentrado fue reprecipitado en 10 voliumenes de
etanol en bafio de hielo. El biopolimero reprecipitado
fue filtrado por un filtro de cerdmica sinterizado o bien
fue centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos. El
PEIA obtenido se secd en estufa a 60°C hasta llegar a
peso constante.

Procedimiento analitico

Se realizaron tinciones con Azul de Ni lo que fueron
observadas en un microscopio optico con un aumento de
1000X adaptado para luz fluorescente a 466 nm. Se
colocaron los portaobjetos en el colorante fluorescente
durante 10 minutos a 55°C.

Luego se lavaron con aguay por Ultimo con acido
acético al 8%. Como control positivo se utilizé la cepa
Bacillus megaterium 447 (Gerhardt, 1994).

Determinacién cromatogréficas

Para ladeterminacion cromatografica los biopo limeros
acumulados en aproximadamente 2 mg de células
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liofilizadas fueron convertidos en sus derivados ésteres
metilicos volatiles (derivatizacion) por reaccion con 1ml
de cloroformoy 1mlde lamezcla metanohécido sulfirico
concentrado 85:15 en un tubo Pyrex con tapa de roscay
sellado con cinta de Teflon. Se colocaron los tubos en un
bafio a 100°C durante 140 minutos. Luego se extrajeron
3 pl de lafase organica inferior con unajeringa calibrada
Hamilton y se inyectaron en el cromatografo.

Las corridas cromatogréficas se efectuaron en un
cromatégrafo Gow-Mac series 7850 con detector FTD
(fiame ionization detector) y una columna con Reoplex
400 como fase liquiday Chromosorb 80/100 como fase
estacionaria. El gas transportador fue N2 a 30 psi y las
corridas fueron efectuadas isotérmicamente a 150°C.
Los resultados cromatogréaficos se registraron por me-
dio de un integrador Eiewlett-Packard 3395.

RESULTADOS
Tinciones

Las tinciones efectuadas con Azul de Nilo y
observadas por fluorescencia dieron resultados ne-
gativos a 24 horas de cultivo para las dos cepas
estudiadas de Pseudomonas sp., tanto en medio
s6lido como en medio liquido. Recién entre 40 y 50
horas se observé fluorescencia anaranjada al micros-
copio (acumulacion de PHA), mientras que a 72
horas no se observé fluorescencia, indicando que
hubo degradacién del polimero.

Obtencion del biopolimero

Se obtuvo con P. aeruginosaO\ un rendimiento
de 14,2% del peso seco en biopléstico usando el
medio mineral MSM. El rendimiento celular
(liofilizado) fue de 227 mg/1.

Luego de purificado y reprecipitado presenté un
color oscuro con una estructura flexible de caracte-
risticas reoldgicas tipo goma. El tiempo de retencion
del patron disponible de decanoato de metilo y el de
la muestra fueron coincidentes a los 4,9 minutos,
como semuestraen laFigura 1 También se observan
un pico adicional a tiempo de retencién de 7,55
minutos, mayor que el correspondiente al decanoato
de metilo (tiempo de retencién 4,9 minutos). Con P.
oleovorans SK2669 se obtuvo un rendimiento celu-
lar de 360 mg/1, siendo el rendimiento en bioplastico
del 7% del peso seco. En este caso los tiempos de
retencion del patron de octanoato de metiloy de la
muestra fueron los mismos a 2,4 minutos (Figura 2).
Los extractos cloroférmicos purificados y evapora-
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dos rindieron peliculas de estructura flexible del tipo
goma como con P. aeruginosa 01.

Rendimiento en diferentes medios

P. oleovorans SK2669 fue cultivada en dos
medios de cultivo completos y se lo compar6 con el
medio salino MSM. Los resultados se indican en el
Cuadro N° 1, observandose un aumento de diezveces
en el rendimiento de masa seca para la cepa crecida
en los medios completos y con respecto al PHA el
rendimiento fue cuatro veces mayor.
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Rendimiento de PHA con tres cepas de A.
chroococcum

Enun proceso de cultivo en dos etapas, utilizando
lacepa 11, se obtuvo un rendimiento final de PHB
del 22% del peso seco, dichaacumulacién se registré
a las 21 horas de cultivo bajo las condiciones
indicadas (Materialesy Métodos). A las 48 horas se
observé unadisminucién en laacumulaciéon de PHA
hasta 1,8%, en ese momento el rendimiento en
biomasa fue de 3 g¢/1, correspondiente a una densi-
dad éptica de 1,5.
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Con lacepadenominada CR el rendimiento final
de PHA fue de 1,6% a 48 horas. Con la cepa 6B,
también a 48 horas de cultivo, el rendimiento final de
PHA fue del 2%. Los cromatogramas indicaron en
todos los casos la obtencion de polimeros de estruc-
tura quimica poli-3-hidroxibutirato (PHB). Los re-
sultados se resumen en el Cuadro N°2.
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Efecto del acido valérico y acido hexanoico agre-
gados en fase logaritmica y en fase estacionaria

En las figuras 3y 4 se muestra el efecto del
agregado de 4cidos organicos sobre el rendimiento
en PHB, utilizando la bacteria A. chroococcum cepa
6B. Se observo en general que los acidos inhiben en
un 2% el crecimiento de la biomasa bacteriana.
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El 4cido isovalérico agregado hasta lina con-
centracion final de 0,1%, a 24 horas (fase
logaritmica) y de 0,05% incorporado a 44 horas de
incubacién (fase estacionaria), tuvo efecto promo-
tor respecto del rendimiento méaximo de PHB.

Pudo observarse (figura 4) que el agregado de
acido a una concentraciéon final de 0,1% en fase
estacionaria fue altamente inhibitorio respecto de
la acumulacion de PMB.

Luego del maximo de acumulacién cerca de 48
horas el polimero se degrad6 en todos los casos,
aumentando la la velocidad de degradacién res-
pecto del control.

El 4cido hexanoico agregado en fase logaritmica
(figura 5) a una concentracion final de 0,2% actud
inhibiendo la sintesis del PHA. En fase estacionaria
la inhibicion se produjo en el maximo de acumula-
cion a48 horas con 0,2%, pero luego lavelocidad de

degradacion fue notablemente menor, por lo que el
PHB mantuvo altos valores respecto de concentra-
ciones menores a0,2% (figuras 6). No se observaron
para ambos acidos la aparicién de otros picos
cromatograficos indicativos de la biosintesis de
copolimeros. Ladegradacién procedi6é unavez entra-
do el cultivo en fase estacionaria, cercade 48 horas de
cultivo. En el caso de laadicién en fase logaritmica la
velocidad de degradacién disminuy6 desde 0,05% a
0,2% de &cido, con esta Ultima concentracién la
velocidad de degradacion es similar a la del sistema
control.

DISCUSION

Los resultados cromatograficos demuestran la
obtencién de polihidroxioctanoato (PHO) y de
polihidroxidecanoato (PHD) a partir de P.
oleovorans SK2669y de P. aeruginosa01, respec-
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tivamente. En el caso de esta Gltima bacteria se
obtuvo un pico cromatografico a mayor tiempo de
retencion que el decanoato de metilo, lo cual puede
interpretarse como una fraccion de mondmero
hidroxidodecanoato (HDD) en el biopoliéster.

Los rendimientos relativos en los tres medios de
cultivo ensayados indicaron que el rendimiento en
PH As es mayor en el caso de un medio deficiente en
algun nutriente esencial (nitrégeno, en este caso). La
deficiencia en nitrégeno permite que el metabolismo
microbiano desvie el camino biosintético de forma-
cion de materiales de reserva 'y no de aminoacidos
y proteinas (Anderson y Dawes, 1990).

Azotobacter acumulé PHA dentro de un mis-
mo orden para las tres cepas estudiadas.

Esto indic6 que existe un sistema enzimatico
Gnico para un mismo género y especie, indepen-
dientemente de la cepa estudiada. No obstante, los
rendimientos pueden diferir en mas de un orden en
funcién de variables simples como ser el tiempo de
cultivo y el ph (Carter y Dawes, 1979).

Respecto del efecto del agregado de los dos
acidos organicos en fase estacionaria sobre el
rendimiento en Pl IB en Azotobacter pudo deducir-
se que muestran un efecto promotor hasta 0,05%.
Utilizando concentraciones mayores de los acidos el
efecto es del mismo orden que en el control (acido
hexanoico) o bien inhibitorio. En fase estacionaria
el agregado de acido isovalérico debe ser menor a
0,1% para obtener un efecto promotor. Agregado al
0,1% en fase estacionaria disminuy6 lavelocidad de
degradacion, ya que esta alta concentracion actuaria
inhibiendo la enzima depolimerasa. En fase loga-
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ritmica el agregado debe ser mayor (0,1%) para
lograr un efecto promotor, pues el microorganismo
se encuentra en activo crecimiento, y utilizaria parte
del &cido organico agregado para producir biomasa
no-PHB. El4cido hexanoico en alta concentracion
(0,2 %) inhibié el rendimiento maximo de PHB,
sin embargo al ser agregado en fase estacionaria de
crecimiento e inhibir la enzima depolimerasa per-
miti6 mantener altos valores de PHB. Dado que el
periodo en el que se produce el maximo de PHB es
reducido (menor a 5 horas) la inhibicién de la
depolimerasa ayudaria a poder cosechar el cultivo
con menor riesgo de sufrir pérdidas notables de
rendimiento por degradacién enzimatica.

Los polimeros obtenidos por casting mostra-
ron notables diferencias en sus propiedades de
flexibilidad. Los obten idos a partir de Pseudomonas
sp. (monémeros de ocho o mas carbonos) fueron
muy flexibles, en comparacién con los rigidos y
cristalinos obtenidos de Azotobacter (Pagey Knosp,
1989), de unidad estructural de 4 &tomos de carbo-
no.

CONCLUSIONES

Se informa la obtencion de hiopoliésteres con
diferentes propiedades de flexibilidad, de acuerdo
al sistema enzimatico de cada microorganismo
utilizado. El efecto promotor sobre el rendimiento
de compuestos involucrados en el metabolismo de
los PHA y 4cidos grasos fue demostrado en
Azotobacter, agregados en dos fases del creci-
miento.

Estos PHAs pueden utilizarse en diferentes
aplicaciones, trabajos que se encuentran en curso.
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