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RReessuumm eenn  
 

Análisis de cepas recombinantes de Escherichia coli  productoras de poli(3-

hidroxibutirato) : efecto de la acumulación del polímero y de la proteína PhaP sobre 

el metabolismo y la expresión génica 

 

El poli(3-hidroxibutirato) (PHB) en un polímero biodegradable de gran interés 

biotecnológico, debido a que presenta propiedades físicas similares a las de los plásticos 

derivados del petróleo. Con el fin de optimizar su producción, se construyó una cepa 

recombinante de Escherichia coli  que expresa los genes responsables de la síntesis de PHB de 

Azotobacter sp. FA 8. Esta cepa recombinante también expresa la proteína PhaP,  la cual se 

asocia a los gránulos de PHB y afecta positivamente la síntesis del polímero. Se estudió la 

acumulación de biomasa y PHB, y las propiedades físicas del polímero, en esta cepa y en la 

cepa sin PhaP, observándose que la cepa que expresa PhaP produce más PHB y biomasa que la 

cepa isogénica. En estudios realizados en biorreactor se observaron variaciones en la síntesis de 

PHB y de diferentes productos metabólicos, al  utilizar distintas fuentes de carbono y niveles de 

aireación,  lo que le permitiría a las bacterias adaptar los flujos de carbono y energía a las 

diferentes condiciones ensayadas.  

Con el fin de determinar las modificaciones en E. coli cuando acumula PHB, y los posibles 

efectos de PhaP, se estudió la expresión de diferentes genes mediante qRT-PCR y arrays de 

DNA en cepas productoras y no productoras de PHB. Se observaron grandes diferencias en la 

expresión de genes relacionados con el hambreado en nitrógeno, cuya expresión fue mayor en 

las cepas productoras. Esto podría deberse a la competencia por los metabolitos precursores, 

acetil-CoA y poder reductor. Inesperadamente, se encontró una menor expresión de genes de 

estrés al comparar la cepa de E. coli que acumula el polímero y expresa PhaP con la cepa 

control (que no acumula el polímero ni expresa PhaP). A raíz de estos resultados, se estudió el 

efecto de PhaP sobre la fisiología de E. coli, en ausencia de PHB. Se observó que PhaP 

promueve el crecimiento de E. coli, y que además la protege contra estrés térmico.  Estos 

resultados sugieren que PhaP tendría un efecto protector en E. coli, el cuál podría ser de gran 

utilidad en la producción de compuestos heterólogos. 

 

Palabras clave 

Escherichia coli , poli(3-hidroxibutirato), PhaP, expresión génica, estrés. 
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AAbbsstt rr aacctt   
 

Analysis of recombinant poly(3-hydroxybutyrate) -pro ducing Escherichia coli  

strains: effect of the accumulation of the polymer and PhaP protein on metabolism 

and gene expression 

 

Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) is a biodegradable polymer of great biotechnological 

interest, because it has physical properties similar to fuel-derived plastics. In order to optimize 

the production of PHB, we constructed a recombinant Escherichia coli strain that expresses the 

phb genes from Azotobacter sp. FA8. This recombinant strain also produces the protein PhaP, 

which is found associated to PHB granules and positively affects PHB synthesis. We studied the 

accumulation of biomass, PHB, and physical properties of the polymer produced in this strain, 

and in the strain lacking PhaP. The strain that expresses PhaP produced more PHB and biomass 

that the isogenic strain. The production of PHB and several metabolic products varied in 

bioreactor cultures when using different carbon sources and aeration conditions, allowing 

bacteria to adjust carbon and energy flow. 

To study the effect of PHB and PhaP on recombinant E. coli, we studied the expression of 

different genes by qRT-PCR and microarray analysis. In the PHB-producing strains there was an 

increase in the expression of genes related with nitrogen metabolism, which could be related to 

the fact that acetyl-CoA and reducing power are needed for the production of PHB. We also 

observed that the production of the polymer generates a stress response in E. coli, similar to a 

heat shock response, which is diminished in the presence of PhaP. Surprisingly, the expression 

of stress-related genes was lower in the PHB and PhaP producing strain, that in the strain which 

does not express either PHB or PhaP. Based on these results, we studied the effect of PhaP on 

the physiology of E. coli, in the absence of PHB. PhaP-bearing strains grew more, and were 

more resistant to heat stress. These results suggest that PhaP has a protective effect on E. coli, 

which could be very useful for the production of heterologous products. 

 

Keywords 

Escherichia coli, poly(3-hydroxybutyrate), PhaP, gene expression, stress.
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Parte 1. Los Polihidroxialcanoatos 

 

1.1.  Bioplásticos 

 
En la actualidad, la mayoría de los plásticos se producen a partir de combustibles fósiles, 

los cuales no son renovables. Además, los plásticos de este origen no son biodegradables, por 

lo que se acumulan en el medio ambiente, permaneciendo inalterables en la superficie terrestre 

por años. Los plásticos biodegradables o bioplásticos aparecen como una alternativa a la 

utilización de los plásticos convencionales. Los mismos pueden ser divididos en tres categorías 

(Khanna y Srivastava, 2005): 

 

1)  Polímeros sintetizados químicamente: Son susceptibles al ataque microbiano, pero no 

poseen todas las propiedades de los plásticos derivados del petróleo. Ejemplos: ácido 

poliglicólico, acido poliláctico. 

2)  Plásticos biodegradables basados en almidón: son una mezcla de un  plástico 

tradicional (por ejemplo el polietileno) con almidón. Los microorganismos del suelo degradan 

fácilmente el almidón, rompiendo la matriz del polímero, lo que resulta en una reducción 

significativa del tiempo de degradación. Sin embargo, estos plásticos son sólo parcialmente 

degradables.  

3)  Polihidroxialcanoatos (PHAs): Estos son los únicos polímeros 100 % biodegradables. 

Los productos finales de su degradación bajo condiciones aeróbicas son dióxido de carbono y 

agua, y en condiciones anaeróbicas, metano. Los PHAs pueden ser moldeados y fundidos como 

los plásticos derivados del petróleo, y pueden obtenerse PHAs con sus mismas propiedades. El 

PHA más estudiado es el poli(3-hidroxibutirato) (PHB). 

 

1.2.  Generalidades de los PHAs 

 
Los polihidroxialcanoatos fueron descubiertos en la década de 1920 por Lemoigne, quien 

aisló y caracterizó las inclusiones de poli(3-hidroxibutirato) en Bacillus megaterium (Lemoigne, 

1926). Se ha descripto la acumulación de PHAs en una gran variedad de géneros bacterianos, 

incluyendo bacterias Gram positivas y negativas, y en algunas especies del dominio Archaea. En 

total existen más de 75 géneros bacterianos capaces de acumular PHAs (Anderson y Dawes, 

1990; Steinbüchel y Lütke-Eversloh, 2003). Los PHAs son acumulados como gránulos 
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intracitoplasmáticos y pueden representar hasta un 90 % del peso seco de la célula (Madison y 

Huisman, 1999). 

Los polihidroxialcanoatos son sintetizados por las bacterias como una fuente de carbono y 

energía bajo condiciones limitantes de nutrientes (como nitrógeno, fósforo u oxígeno) y/o bajo 

condiciones de estrés ambiental. En particular, su producción se ve favorecida cuando hay un 

exceso de fuente de carbono y una deficiencia en nitrógeno (es decir cuando la relación 

carbono/nitrógeno es alta) (Madison y Huisman, 1999). Cuando la fuente de carbono es 

limitante, el PHA es degradado por depolimerasas intracelulares, y subsecuentemente las 

subunidades del polímero se metabolizan como fuente de carbono y energía (Sudesh et al., 

2000; Steinbuchel y Hein, 2001). Además, los PHAs pueden ser utilizados para la esporulación 

(Anderson y Dawes, 1990), la degradación de compuestos tóxicos (Godoy et al., 2003), y como 

fuente de poder reductor (Henrysson y McCarty, 1993; Ruiz et al., 2006). 

La producción de PHAs ha sido considerada una estrategia utilizada por varios géneros 

bacterianos para aumentar su supervivencia bajo distintas condiciones de estrés  (Dawes y 

Senior, 1973). Se observó que en bacterias de varios géneros, como Cupriavidus y 

Pseudomonas, la capacidad de acumular y utilizar PHA otorga a las células una mayor 

capacidad de supervivencia a estrés oxidativo, térmico, frío y a congelación (Anderson y Dawes, 

1990; López, 1995; Ruiz et al., 1999; Ruiz et al., 2001; Ayub et al., 2004; Ayub et al., 2009). 

 

1.3.  Estructura y propiedades de los polihidroxial canoatos  

1.3.1.  Estructura química 
 

Los PHAs son polímeros lineales de (R)-3-hidroxiácidos en los cuales el grupo carboxilo de 

un monómero forma un enlace tipo éster con el grupo hidroxilo del monómero siguiente (Figura 

1). Pueden clasificarse en 3 grupos, dependiendo de la cantidad de átomos de carbono 

presente en sus monómeros. Los PHAs de cadena corta (PHASCL, por sus siglas en inglés) 

consisten en monómeros de 3 a 5 carbonos, los de cadena mediana (PHAMCL) contienen de 6 a 

14 carbonos (Anderson y Dawes, 1990) y los de cadena larga poseen más de 14 átomos de 

carbono en su porción monomérica. El tipo de PHA que acumula cada microorganismo depende 

principalmente de la especificidad de sustrato de su PHA sintasa, de las fuentes de carbono 

utilizadas y de la manera en que éstas son metabolizadas.  
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Figura 1.  Estructura general de los polihidroxialcanoatos. El subíndice m indica la 
extensión del monómero. n puede variar en la mayoría de los casos entre 100 y 30,000. R 
representa la cadena alquílica lateral., En el caso del PHB, n= 1, y R= CH3. Tomado de 
http:/ /mbel.kaist.ac.kr/ lab/research/PHA.htm. 

 

Los PHAs de cadena media se sintetizan a partir de los ácidos grasos y carbohidratos que 

la célula  utiliza como fuente de carbono, por lo que la composición del PHA resultante 

dependerá del sustrato utilizado para el crecimiento (Brandl et al., 1988; Lageveen et al., 1988; 

Huisman et al., 1989). La composición de los PHA de cadena corta no está relacionada con la 

fuente de carbono utilizada (Haywood et al., 1990; Timm y Steinbuchel, 1990; Huijberts et al., 

1992). Ejemplos de PHAs de cadena corta son el poli(3-hidroxibutirato) (PHB) , donde el grupo 

R es un metilo, y el poli(3-hidroxivalerato) (PHV), en el cual el grupo R es un etilo (Verlinden et 

al., 2007). Existen natural y artificialmente varios copolímeros de diferentes PHA. El más 

utilizado a nivel industrial es el copolímero entre polihidroxibutirato y polihidoxivalerato, poli(3-

hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) , PHBV. 

 

1.3.2.  Propiedades físicas 
 

La familia de los PHAs presenta una amplia variedad en sus propiedades mecánicas, desde 

estructuras cristalinas duras a estructuras elásticas, las cuales dependen de la composición del 

monómero (Madison y Huisman, 1999).  

La masa molecular relativa (Mr) de los PHAs varía en relación a la especie productora y a 

las condiciones de cultivo. En la mayoría de los casos se encuentra comprendida entre 50 y 

1,000 kDa (Byrom, 1987). Las Mr elevadas de los PHA hacen que tengan propiedades 

termoplásticas similares a las de los plásticos “tradicionales” derivados del petróleo, como el 

polipropileno. En la tabla 1 se muestran las propiedades físicas del PHB (homopolímero), PHBV 

y PHB4B [poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)]  (copolímeros de cadena corta), PHBHx 

[ (poli-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato)] , (copolímero de cadena media) y del 

polipropileno. 
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Tabla 1.  Propiedades físicas de PHAs y del polipropileno.  
 

Parámetro PHB PHBV PHB4B PHBH x PP 

Tm (ºC) 177 145 150 127 176 

Tg (ºC) 2 -1 -7 -1 -10 

Cristalinidad (%) 60 56 45 34 50-70 

PHB: poli(3-hidroxibutirato);  
PHBV: poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), conteniendo  20% de monómeros de 3HV;  
PHB4B: poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato), conteniendo 16% de monómeros de 4HB;  
PHBHx: poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato), conteniendo 10% de monómeros de 3HHx.  
PP: polipropileno. Tm: temperatura de fusión, Tg: temperatura de transición vítrea.  
Datos tomados de Verlinden et al., 2007. 
 
Las temperaturas de fusión (Tm) y transición vítrea (Tg), y el % de cristalinización son 

características de cada polímero, y permiten determinar sus propiedades físicas.  Los 

termoplásticos son útiles entre las temperaturas de Tg y Tm, siendo éste un rango de 

temperatura en el que el polímero no es ni quebradizo ni líquido. La temperatura de transición 

vítrea de un polímero es la temperatura por debajo de la cual las moléculas tienen baja 

movilidad relativa. Por debajo de la Tg, los plásticos se pueden volver rígidos y quebrarse. A una 

temperatura mayor que la Tg, el polímero es capaz de deformarse elásticamente sin quebrarse. 

La manera en que se extrae el polímero puede influir en estos dos parámetros. 

Existen varias maneras de disminuir la Tg de un polímero, las cuales son ampliamente 

utilizadas en la industria del plástico. Una es mediante el agregado de un polímero de menor Tg, 

de manera de formar un copolímero, o adicionando un plastificante, de manera de aumentar su 

fluidez (Madison y Huisman, 1999). Los copolímeros de PHB con otros compuestos tienen una 

menor Tg que el homopolímero de PHB y además mantienen las  propiedades mecánicas  del 

PHB (Tabla 1). 

La cristalinidad se refiere al grado de orden presente en un sólido. El mismo tiene 

influencia en la dureza, densidad, transparencia y difusión del mismo. Muchos materiales, entre 

los cuales están incluidos los polímeros, presentan una mezcla de regiones amorfas y 

cristalinas. El % de cristalinidad se refiere al % del volumen del polímero que es cristalino  

(Mathot, 1984). 

Para calcular los valores de estos parámetros se utiliza una técnica llamada calorimetría 

diferencial de barrido (DSC). La DSC es una técnica termoanalítica mediante la cual se mide la 

diferencia en la cantidad de calor necesario para aumentar la temperatura de una muestra 

(contra el valor de una referencia). Esta cantidad de calor es medido en función de la 

temperatura. Se mide la cantidad de energía absorbida (o liberada) durante la transición de 

fase de la muestra (Mathot, 1984; Höhne, 1996). 
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1.3.3.  Biodegradabilidad de los PHAs 
 

Muchos microorganismos presentes en la naturaleza son capaces de degradar los PHAs, 

utilizando PHA hidrolasas y PHA depolimerasas (Jendrossek y Handrick, 2002; Choi, 2004; Choi 

y Lee, 2004). Las actividades de estas enzimas dependen de la composición del polímero, de su 

estructura física (si es amorfo o cristalino), de las dimensiones de la muestra y de las 

condiciones ambientales. La velocidad de degradación de los PHA es del orden de meses en el 

caso de barro activado aeróbico (Figura 2), y de años en agua de mar (Madison y Huisman, 

1999). La luz UV puede acelerar la degradación de los PHA (Verlinden et al., 2007).  

 

 

 

 

Figura 2. Degradación de PHBV en condiciones aeróbicas. Botellas de poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), fueron incubadas durante el verano (temperatura 
promedio 20ºC), en barro aerobio activado. Las botellas fueron tratadas por 0, 2, 4, 6, 8, y 10 
semanas (de izquierda a derecha). Tomado de Madison y Huisman, 1999. 

 

Se ha demostrado que los PHAs son además biocompatibles, es decir, no tienen efectos 

tóxicos en los organismos vivos. Debido a esto se ha analizado el uso de estos polímeros para 

diferentes tipos de aplicaciones médicas (Verlinden et al., 2007). 

 

 

 

 

 



Introducción 
 

15 

1.3.4.  La naturaleza renovable de los PHAs 
 

Una de las características más importantes de los PHAs es el hecho de que su producción 

se basa principalmente en recursos renovables (Braunegg et al., 2004). La producción de PHAs 

utiliza varios azúcares y otros compuestos como fuente de carbono. Entre ellos se encuentran 

subproductos o efluentes industriales como lactosuero (Koller et al., 2005; Nikel et al., 2005); 

glicerol, un desecho de la creciente industria del biodiesel; ácidos grasos y  otros compuestos 

complejos. Como consecuencia, la síntesis y degradación de los PHAs es totalmente compatible 

con el ciclo del carbono, ya que su producción proviene de compuestos renovables (Figura 3), y 

no de combustibles fósiles, como en el caso de los plásticos tradicionales.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.5.  El poli(3-hidroxibutirato)  
 
El PHA más estudiado es el poli(3-hidroxibutirato) (PHB), un homopolímero de cadena 

corta constituido por monómeros de -3-hidroxibutirato unidos por enlaces éster (Madison y 

Huisman, 1999). El PHB ha sido utilizado principalmente en la fabricación de productos de uso  

medicinal, tales como cápsulas para la liberación controlada de drogas, suturas quirúrgicas, 

vendajes y lubricantes para guantes de cirugía (Malm et al., 1992), y en la producción de 

películas y envases (Anderson y Dawes, 1990). 

La mayoría de los estudios realizados acerca de la síntesis, degradación y proteínas 

asociadas a los gránulos de PHB han sido realizados en Cupriavidus necator (Lee et al., 1995b; 

Wieczorek et al., 1995; York et al., 2003). Vale la pena aclarar que C. necator ha sido incluida 

Figura 3.  Ciclo de vida de los PHAs. A diferencia de lo que ocurre con los plásticos derivados 
de petróleo, el CO2 es capturado durante el proceso, dismuyendo la emisión de gases que 
contribuyen al efecto invernadero. Tomado de Verlinden et al., 2007. 
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en diversas taxas con el transcurso del tiempo, de manera que el nombre de esta bacteria ha 

cambiado varias veces, y hoy en día se siguen utilizando varios nombres en paralelo. Los 

primeros aislamientos fueron incluidos dentro del genero Hydrogenomonas (H. eutropha) y 

posteriormente dentro del genero Alcaligenes (A. eutrophus) (Davis et al., 1969). En el año 

1995 se cambio nuevamente el nombre a Ralstonia eutropha (Yabuuchi et al., 1995). Este 

último es el nombre más popular, y hoy en día suele referirse a esta bacteria con ese nombre. 

En el año 2004 cambió de nombre nuevamente dos veces, a Wautersia eutropha (Vaneechoutte 

et al., 2004) y a Cupriavidus necator (Vandamme y Coenye, 2004), siendo este último el 

aceptado en la actualidad, y el que se utilizará en esta tesis.  

 

1.4.  Metabolismo de los PHAs 

1.4.1.  Síntesis de los PHAs 
 

Existen númerosos genes relacionados con el metabolismo de los PHAs. El grupo de 

investigación de A. Steinbüchel de la Universidad de Münster, Alemania, propuso un sistema de 

nomenclatura para los genes involucrados en la síntesis, degradación, regulación y proteínas 

asociadas a gránulos de PHAs (Steinbuchel et al., 1992). Los genes relacionados con el 

metabolismo de los PHAs se denominan en general pha. En el caso de los genes que 

intervienen en la síntesis de PHB, se suele utilizar phb en lugar de pha, para algunas especies. 

En el caso de bacterias capaces de sintetizar PHB y PHA de cadena media, se utilizan ambos 

nombres para denominar a los dos tipos de genes, ya que la síntesis de ambos tipos de 

polímero involucran diferentes grupos de genes. Los genes que codifican proteínas involucradas 

en la síntesis del polímero se denominan en orden alfabético, por ejemplo, phaA (β-cetotiolasa), 

phaB (acetoacetil-CoA reductasa), phaC (PHA sintasa). Los genes necesarios para la 

degradación del polímero fueron designados en orden alfabético inverso, como el caso de phaZ 

y phaY, los cuales codifican PHA depolimerasas. Los genes de fasinas (PHAsins en ingles, 

proteínas de unión a gránulos de PHA), se refieren como phaP, y los genes regulatorios, como 

phaR.  

 

Existen cuatro tipos de PHA sintasas, las cuales a su vez están asociadas a diferentes vías 

para la  síntesis de los PHAs (Steinbüchel y Schlegel, 1991; Mergaert et al., 1992; Pötter y 

Steinbüchel, 2005). En C. necator, Azotobacter sp. y en la mayoría de los microorganismos 

productores de PHA de cadena corta, una β-cetotiolasa condensa dos moléculas de acetil-

coenzima A (acetil-CoA) formando una molécula de acetoacetil-CoA. En el segundo paso el 
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acetoacetil-CoA se reduce a (R)-3-hidroxibutiril-CoA por la acción de una acetoacetil-CoA 

reductasa NAD(P)H dependiente. Finalmente, el PHB es sintetizado gracias a la polimerización 

del (R)-3-hidroxibutiril-CoA, catalizado por la PHB sintasa. Estas enzimas son codificadas por los 

genes phbA, phbB y phbC respectivamente (Madison y Huisman, 1999) (también denominados 

phaA, phaB y phaC) (Figura 4). Las bacterias productoras de PHAs de cadena corta expresan 

una PHA sintasa de tipo I . Existen también otras vías de síntesis de PHAs, las cuales varían no 

solo en el tipo de PHA sintasa que utilizan, sino tambien en el tipo de monómero que utilizan 

(Madison y Huisman, 1999). 
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Figura 4.  Síntesis de PHB en Cupriavidus necator. (a) Los genes phbA, phbB, y phbC  

forman parte de un operón, y codifican para una β-cetotiolasa, acetoacetil-CoA-reductasa, y 
PHB sintasa respectivamente. (b) Reacciones involucradas en la síntesis de PHB. Para mayor 
detalle referirse al texto. Fuente: Kessler y Witholt, 1999. 

 
Se han descripto varios niveles de regulación en la síntesis de los PHAs. El primer nivel de 

regulación que se describió fue a nivel enzimático. Desde los primeros estudios realizados se 

observó que la concentración intracelular de acetil-CoA, de coenzima A libre, de NADH y NADPH 
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juegan un rol fundamental en la regulación de la síntesis del polímero (Kessler y Witholt, 1999). 

Bajo condiciones balanceadas de crecimiento, el acetil-CoA es oxidado en el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos. Cuando el crecimiento se detiene, se reduce la actividad de algunas de las 

enzimas del ciclo, lo que hace que el acetil-CoA esté disponible para ser utilizado en la 

biosíntesis de PHB. Además, la primera enzima de este camino metabólico, la β-cetotiolasa, es 

inhibida por la coenzima A libre que se libera como producto del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos. 

A partir de trabajos realizados en estos últimos años se descubrió que existe también una 

compleja regulación genética de la síntesis y acumulación de PHAs, que se da a diferentes 

niveles (Khanna y Srivastava, 2005): 

 Regulación transcripcional, que involucra proteínas regulatorias específicas, pero 

también sistemas de regulación global, como en el caso de la regulación por fosfatos en 

Acinetobacter, por amonio en Azospirillum brasilense o en el control por LuxR en Vibrio harveyi. 

 Regulación post-transcripcional, que involucra interacciones entre las proteínas y entre 

éstas y los gránulos de PHA.   

 Proteínas asociadas a los gránulos de PHA, algunas de las cuales afectan la acumulación 

del polímero mediante mecanismos aún no elucidados. 

 Por último hay que considerar también el paso de depolimerización, catalizado por 

enzimas específicas que están también asociadas a los gránulos de PHA y cuya síntesis está 

regulada genéticamente. 

 

1.4.2.  Síntesis de PHB en Azotobacter  sp. FA8 
 

En esta tesis se estudia la síntesis de PHB en una cepa recombinante de Escherichia coli 

que expresa los genes pha de Azotobacter sp. FA8. Las bacterias del género Azotobacter son 

organismos aerobios fijadores de nitrógeno de vida libre. En general se los puede encontrar en 

el suelo, en la rizosfera y en ambientes acuáticos. Muchas especies del género tienen la 

capacidad de producir PHB (Robson et al., 1984). 

Azotobacter sp. FA8 es una cepa aislada del suelo. Este organismo es capaz de acumular 

PHB hasta en un 70% de su peso seco con diversas fuentes de carbono como glucosa, 

gluconato y sacarosa (Quagliano et al., 1994). 

Los genes responsables de la síntesis de PHB en Azotobacter sp. FA8 han sido clonados y 

caracterizados (Pettinari et al., 2001). Se encontraron tres genes implicados en la síntesis del 

polímero: phaB, phaA y phaC,  los cuales codifican respectivamente una aceto-acetil-CoA 

reductasa, una β-cetotiolasa y una PHB sintasa (Figura 5). 
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También se hallaron 3 genes con posible función regulatoria, río arriba de los genes 

estructurales: los genes phaR, phaP y phaF (Pettinari et al., 2003). Los mismos se encuentran 

flanqueados por dos secuencias de inserción, una perteneciente a la familia IS3, y otra que 

presenta una alta homología con la familia de las IS630  (Figura 5). 

 

 
 

 

 
 
Figura 5.  Organización de la región del genoma de Azotobacter sp. FA8 conteniendo los 

genes pha. El gen phaB codifica una acetoacetil-coenzima A reductasa; phaA codifica una β-
cetotiolasa; y PhaC, una PHA sintasa. Los genes phaF y phaR codifican probables reguladores 
de la síntesis de PHB. phaP codifica una proteína de unión a granulos de PHB. 

 
El producto del gen phaF de Azotobacter sp. FA8 tiene una longitud de 174 aminoácidos, y 

presenta un 93% de identidad con el producto del gen phbF de Azotobacter vinelandii (Segura 

et al., 2003), cuya función aun no ha sido determinada experimentalmente También se 

encontró un 53% de identidad con el producto del gen phbF  de C. necator  (Wieczorek et al., 

1995).  En ambos casos los productos de estos genes actuarían como reguladores negativos del 

gen phaP.  

 
El producto del gen phaP de Azotobacter sp. FA8 presenta una longitud de 187 

aminoácidos. El análisis de su secuencia aminoacídica indica que se trata de una proteína de 

peso molecular de 20.3 kDa la cual se encuentra asociada a los gránulos de PHB en Azotobacter 

sp. FA8 (Pettinari et al., 2003). Esta proteína presenta un 91% de identidad con la proteína de 

A. vinelandii, y un 37% con la correspondiente a C. necator. Estas proteínas pertenecen al 

grupo de las fasinas, las cuales  se encunetran unidas a la superficie de los gránulos 

intracitoplasmáticos de PHB (Pötter y Steinbüchel, 2005). 

 

El producto del gen phaR de Azotobacter sp. FA8 tiene una longitud de 369 aminoácidos, y 

presenta un 83% de identidad con el producto del gen phbR de A. vinelandii, cuyo producto 

actúa como un activador de la transcripción, regulando positivamente la expresión del gen phbB 

(Segura et al., 2003). También se encontró homología con el producto del gen phbR de 

ISr 
543 pb 

phaF 
524 pb 

phaP 
 560 pb 

phaR 
1046 pb 

ISAzpI 
1300 pb 

phaB 
746 pb 

phaA 
1178 pb 

phaC 
1703 pb 
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Pseudomonas sp. 61-3, que fue caracterizado como un regulador positivo de los genes phb 

(Matsusaki et al., 1998). 
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Parte 2. Gránulos de PHA y proteínas asociadas 

 

 2.1.  Estructura y dimensión de los gránulos de PH A 

 

Los gránulos de PHA se encuentran presentes como inclusiones insolubles en el citoplasma 

bacteriano. Los mismos están recubiertos por una capa de fosfolípidos y proteínas (Griebel et 

al., 1968). Estudios realizados por Merrick y Doudoroff en el año 1961 (Merrick y Doudoroff, 

1961), mostraron que los gránulos de PHA están recubiertos por una membrana que contiene, 

entre otras proteínas la PHA sintasa y la PHA depolimerasa. Los gránulos de PHAs son  

estructuras subcelulares capaces de responder mediante su síntesis o degradación a cambios 

en las condiciones ambientales.  Estas y otras proteínas asociadas a gránulos de PHA juegan un 

rol fundamental en la síntesis y degradación del polímero. 

 

De Koning y Maxwell (de Koning y Maxwell, 1993) propusieron un modelo en el cual una 

monocapa lipidica recubre los gránulos de PHA. Posteriormente se determinó que el grosor de 

la membrana es de 4 nm, lo cual confirmaría que se tratar de una monocapa, y no de una 

bicapa, la cual presenta un grosor de 8 nm aproximadamente (Mayer y Hoppert, 1997). 

Estudios recientes de microscopía atómica de fuerza (AFM, por sus siglas en inglés) en 

Comamonas acidovorans (Sudesh, 2004) y en C. necator (Dennis et al., 2003) proveen de 

nuevas evidencias de la existencia de una capa recubriendo los gránulos de PHB. Se estudiaron 

inclusiones de PHB de células sonicadas de C. necator, y se encontraron estructuras globulares 

conectadas por una red de estructuras lineales de 4 nm de ancho. También se encontraron 

fisuras y quiebres en la superficie de los gránulos, los cuales tenían un grosor de 4 nm. Estos 

estudios confirmarían el modelo de la monocapa lipídica. Stubbe y colaboradores (Tian et al., 

2005b), realizaron estudios de microscopía electrónica de transmisión en gránulos de C. 

necator. Encontraron zonas más oscuras en el medio de las células en etapas tempranas en la 

formación de los gránulos, a las que denominaron “elementos mediadores”, que contenían 

pequeños gránulos. Estos elementos fueron propuestos como sitios de nucleación para el inicio 

de la formación de los gránulos. Además, observaron que el tamaño celular aumentaba al pasar 

las células desde un medio rico a un medio limitado en nitrógeno (o sea, un medio en el cual la 

síntesis de PHB se ve inducida). 

 

Se han desarrollado simulaciones por computadora de la formación de gránulos de PHB 

(Nobes et al., 2000; Jurasek, 2001; Jurasek y Marchessault, 2002). Estas simulaciones son 
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útiles para el desarrollo de  procesos fermentativos y de ingeniería metabólica con el fin de 

optimizar la producción de PHAs. En estos trabajos se analiza la formación de los gránulos de 

PHA, teniendo en cuenta diferentes factores como la dimensión celular, el tamaño del gránulo, 

el número de proteínas asociadas, como también la cantidad y el grado de polimerización del 

PHA.  

 

 2.2.  Proteínas asociadas a gránulos de PHA 

 

La síntesis de PHA ocurre intracelularmente en múltiples inclusiones que se encuentran 

cubiertas por una membrana a la cual se unen distintas proteínas. Las mismas se pueden dividir 

en 4 grupos (Pötter y Steinbüchel, 2005) (Tabla 2): (i) PHA sintasa, (ii) PHA depolimerasas, (iii) 

las proteínas predominanates en los gránulos, fasinas (PhaPs) y (iv) otras proteínas, como PhaR 

(proteína que regula a PhaP en C. necator). Los números indicados en los subíndices indican la 

presencia de varias proteínas de cada tipo (varias depolimerasas o varias fasinas).  

 

Tabla 2.  Ejemplos de proteínas asociadas a gránulos de PHA en distintos géneros 
bacterianos. Datos tomados de Pötter y Steinbüchel, 2005; Tian et al., 2005a. 

 

Especies 

representativas 

Clase PHA 

sintasa 

PHA 

sintasa 

PHA 

depolimerasa

Regulador Fasina 

Cupriavidus 

necator 

I  PhaC PhaZ1-5, PhaY PhaR PhaP1-4 

Pseudomonas 

oleovorans 

I I  PhaC1/PhaC2 PhaZ PhaF/PhaI No conocida 

Allochromatium 

vinosum 

I I I  PhaE/PhaC No conocida ORF4 No conocida 

Bacillus 

megaterium 

IV PhaC/PhaR No conocida No 

conocida 

PhaP 

 

Se han realizado estudios sobre los tipos y cantidad de proteínas presentes durante la 

formación de gránulos en C. necator (Tian et al., 2005a). En este organismo se observó que 

tanto la PHA sintasa como la depolimerasa se encontraban presentes durante todo el 

crecimiento bacteriano. La proteína PhaP se encontró principalmente durante las primeras horas 

de la formación del gránulo, mientras que el regulador de la fasina, la proteína PhaR, se 

encontraba en mayor cantidad en las horas tardías del crecimiento. La presencia de PHB en el 
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citoplasma estimula la producción de más moléculas de fasina, las cuales presentan una gran 

afinidad por el polímero, formando una monocapa que cubre la mayor parte de la superficie del 

gránulo, impidiendo que se fusionen los gránulos entre sí en las etapas tardías de acumulación. 

La acumulación de PHB se frena cuando la fuente de carbono se termina, o bien cuando los 

gránulos se empaquetan muy estrechamente en la célula limitando el acceso de nuevas 

moléculas de PHB. 

 

2.3. PHA sintasa (PhaC)  y depolimerasa (PhaZ)   

 

Se ha demostrado en C. necator y en Allochromatium vinosum la presencia de la PHA 

sintasa en los gránulos de PHB, mediante ensayos de “Immunogold” (Haywood et al., 1989; 

Liebergesell et al., 1992; Gerngross et al., 1993).  

Se han identificado cuatro PHA depolimerasas en C. necator (York et al., 2003). Mediante 

ensayos de Western blot de gránulos de PHB purificados se confirmó la presencia de PhaZ1.  

 

2.4.  Fasinas (PhaP)  

 
En todos los géneros productores de PHA estudiados se encontraron proteínas de bajo 

peso molecular denominadas fasinas, las cuales se unen a los gránulos citoplasmáticos de PHA 

y regulan positivamente la síntesis del polímero (Pieper-Fürst et al., 1995; Wieczorek et al., 

1995); (Pötter y Steinbüchel, 2005). Las fasinas son las proteínas mayoritarias presentes en los 

gránulos de PHA. Las mismas generalmente contienen un dominio hidrofóbico que se asocia a 

la superficie de los gránulos de PHA, y otro dominio hidrofílico que está expuesto hacia el 

citoplasma celular. Los genes correspondientes a estas proteínas se denominan normalmente 

phaP (Pieper-Fürst et al., 1995; Steinbuchel et al., 1995; Wieczorek et al., 1995). 

 Los primeros estudios con la proteína PhaP fueron realizados por Steinbüchel y 

colaboradores en C. necator en el año 1995 (Wieczorek et al., 1995). Se aislaron 35 mutantes  

“leaky”  en la producción de PHB (generadas por Tn5), las cuales producían menores 

cantidades de PHB que la cepa salvaje. Se encontró un fragmento geonómico de 5 kb que 

complementaba estas mutantes. Dentro de este fragmento se encontró un marco de lectura 

abierto (ORF) de 687 pb, el cual se denomino phaP, que codifica una proteína de 24 kDa. Esta 

proteína fue solubilizada a partir de gránulos de PHB, purificada, y utilizada para la producción 

de anticuerpos específicos. Se confirmó la presencia de esta proteína en los gránulos de PHB 

mediante ensayos de inmunomicroscopía electrónica. PhaP puede representar hasta un 5% de 
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las proteínas celulares totales, y es la proteína predominante en los gránulos. En experimentos 

realizados en C. necator se observaron solamente uno o dos gránulos de gran tamaño en 

células con el gen phaP delecionado, mientras que en células salvajes se forman varios gránulos 

de PHB de menor tamaño (Wieczorek et al., 1995). 

Se han propuesto tres mecanismos para explicar la función regulatoria de las fasinas. En el 

primero, las fasinas incrementarían  la  producción de PHA uniéndose a los gránulos, 

aumentando de esta manera su relación superficie/volumen, estabilizándolos y evitando que se 

unan entre sí (Steinbuchel et al., 1995; Wieczorek et al., 1995). En segundo lugar, las fasinas 

podrían interactuar directamente con la PHA sintasa, activando la síntesis de PHA (Wieczorek et 

al., 1995). El tercer mecanismo propone que las fasinas promueven la producción del polímero 

indirectamente, evitando que otras proteínas se unan a los gránulos (Wieczorek et al., 1995; 

Maehara et al., 1999).  

Con el fin de analizar el rol de PhaP en la síntesis de PHB bajo distintas condiciones de 

cultivo se analizaron mutantes de C. necator con el gen phaP delecionado (York et al., 2001b). 

Se observó una disminución del 50% en la producción de PHB, al comparar los valores con la 

cepa salvaje, bajo condiciones de baja, media y alta acumulación del polímero. Además, se 

observó que los niveles de PhaP aumentan de manera lineal con los niveles de PHB. Estos 

resultados son consistentes con los primeros dos modelos acerca de cómo sería el mecanismo 

de acción de las fasinas. PhaP promovería la síntesis de PHB regulando la relación 

superficie/volumen de los gránulos de PHB, e interactuando con la PHA sintasa.  

Estudios posteriores realizados también en C. necator demostraron que la acumulación de 

PhaP es dependiente de la producción de PHB de la célula (York et al., 2001a). Se realizaron 

ensayos de acumulación de PHB y PhaP en células con el gen de la PHA sintasa delecionado (es 

decir, bacterias incapaces de producir PHB). Estas células fueron incapaces de producir PhaP. 

También se realizaron ensayos de Western blot contra PhaP en distintas etapas en la 

acumulación de PHB, de manera de estudiar como es la regulación de la síntesis de PhaP. Se 

realizaron cultivos celulares mixtos, donde la mitad de las células tenían el gen phaP 

delecionado y los genes estructurales pha intactos, y la otra mitad tenían el gen de la PHA 

sintasa delecionado, pero el phaP salvaje. En estos cultivos no se detectó la presencia de PhaP, 

lo que sugeriría que la producción de PhaP se ve regulada por la presencia de PHB en esa 

misma célula y no por otros factores, como podrían ser metabolitos extracelulares presentes en 

el sobrenadante de los cultivos (York et al., 2001a). 

En C. necator se caracterizaron cuatro fasinas: PhaP1-4 (Pötter et al., 2004), siendo la 

PhaP1 la que describió por primera vez (Wieczorek et al., 1995). Se estudió la expresión de los 

genes phaP durante la producción de PHB mediante qRT-PCR, y se observó que los cuatro 
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genes son transcriptos. Además, se observó que PhaP1, PhaP3 y PhaP4 se unen a gránulos de 

PHB. A pesar de que PhaP2 no pudo ser encontrada en los gránulos, estudios realizados in vitro 

demostraron que PhaP2  era capaz de unirse a gránulos del polímero (Pötter et al., 2004). 

 

También se estudió la presencia de PhaP en bacterias productoras de PHAMCL. La expresión 

de PhaP de C. necator aumentó la actividad de la PHA sintasa de clase I I  de Pseudomonas 

aeruginosa (Qi et al., 2000). Además, se realizaron estudios en Rhodococcus ruber, productora 

de PHASCL, en los que se encontró que la región que se ancla a los gránulos de PHA se halla en 

el extremo carboxi-terminal. Si se deleciona esta parte de la proteína, la misma pierde la 

capacidad de unirse a los gránulos (Pieper-Fürst et al., 1995). Los gránulos de PHA también 

pueden ser generados in vitro incubando la PHA sintasa y un sustrato adecuado. Se observó 

que la adición de PhaP acelera la producción del polímero (Jossek y Steinbuchel, 1998). 

 

 Aplicaciones biotecnológicas de las fasinas 

 

Se han descripto varias aplicaciones biotecnológicas aprovechando la afinidad de PhaP a 

los gránulos de PHB. Se ha estudiado la posible utilización de PhaP para mejorar los 

rendimientos obtenidos en la purificación de proteínas recombinantes. Para ello se ha diseñado 

una cepa de C. necator que contiene la proteína GFP (green fluorescent protein de Aequorea 

victoria) fusionada a PhaP y a una inteína (Barnard et al., 2005). Las inteínas son proteínas 

auto-clivables, las cuales son ampliamente utilizadas en la producción y purificación de 

proteínas recombinantes (Derbyshire et al., 1997; Wood et al., 1999). Al purificar los gránulos 

de PHB mediante lisis celular y centrifugación diferencial, se obtiene la proteína GFP fusionada a 

PhaP. La misma es luego separada de la fasina mediante la adición de tioles que activan a la 

inteína, liberando de esta manera a la GFP. Estudios similares fueron realizados en E. coli 

recombinante productora de PHB y PhaP para la producción de distintos tipos de proteínas 

recombinantes (Banki et al., 2005; Yao et al., 2008). 

 

2.5.  Represor transcripcional (PhaR)  

 

La proteína PhaR interacciona con regiones regulatorias localizadas río arriba tanto de 

phaP1 como de phaR (Potter et al., 2002; York et al., 2002). Se identificaron homólogos a PhaR 

en Sinorhizobium melioti, Paracoccus dentrificans y Allochromatium vinosum (Pötter y 

Steinbüchel, 2005). Se construyeron varias mutantes de deleción en C. necator, con el fin de 

http://en.wikipedia.org/wiki/Aequorea_victoria�
http://en.wikipedia.org/wiki/Aequorea_victoria�
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estudiar el rol de PhaR sobre la acumulación de PHB. Se ha propuesto que PhaR es un represor 

transcripcional, que se une a una región río arriba de PhaP1, inhibiendo de esta manera su 

expresión. La desrepresión de PhaR requiere de la síntesis y acumulación de PHB (Potter et al., 

2002). PhaR tiene la capacidad de unirse al menos a cuatro lugares en C. necator: i) la región 

promotora de PhaP1, ii) la región promotora de PhaP3, iii) la región promotora de PhaR, y iv) la 

superficie de los gránulos de PHB.  
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Figura 6.  Esquema que muestra la relación entre la formación de gránulos de PHB y las 
proteínas PhaP1 y PhaR en C. necator. Las PHA sintasa y depolimerasa no se muestran, de 
manera de simplificar el esquema. Tomado de Pötter y Steinbüchel, 2005. 

 

En la Figura 6 se muestra un esquema propuesto para el rol de PhaR en la regulación de 

PhaP y PHB en C. necator (Pötter y Steinbüchel, 2005). Situación A: Cuando las células son 

cultivadas bajo condiciones no permisivas para la síntesis de PHB, PhaR no se puede unir a los 

Situación A 
Las células crecen bajo 
condiciones no permisivas para la 
síntesis de PHB 

Situación B 
Etapas tempranas en la 
acumulación de PHB 

Situación C 
Etapas intermedias en la 
acumulación de PHB 

Situación D 
Etapas tardías en la acumulación 
de PHB

Situación E 
Las células dejaron de sintetizar 
PHB 
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gránulos, ya que los mismos no existen. Por lo que la concentración citoplasmática de PhaR es 

alta, lo que permite su unión a la región regulatoria río arriba de phaP1, reprimiendo su 

transcripción. Situación B: Si se presentan condiciones permisivas para la síntesis de PHB, la 

PHA sintasa, la cual se expresa de manera constitutiva, comienza la síntesis del polímero, el 

cual queda ligado de manera covalente a la enzima. Al comienzo de la síntesis, se forman 

pequeñas micelas, que al crecer forman el gránulo de PHB. PhaC ya no es capaz de cubrir la 

totalidad del gránulo, y se unen otras proteínas capaces de unirse a la superficie hidrofóbica del 

gránulo, como PhaR. Situación C: Dado que la mayoría de PhaR está unida a los gránulos de 

PHB, la misma ya no es capaz de reprimir la transcripción de phaP1, la cual ahora se expresa, y 

se une a los gránulos. La concentración de PhaP1 soluble en el citoplasma es demasiado baja 

como para poder ser detectada. Situación D: Los gránulos de PHB crecen, y alcanzan su 

tamaño máximo. PhaP es continuamente sintetizada. Situación E: Cuando los gránulos ya han 

alcanzado su mayor tamaño posible, de acuerdo a las condiciones fisiológicas, la gran mayoría 

de los gránulos se encuentran recubiertos por PhaP1, la cual desplaza a PhaR. En consecuencia,  

PhaR queda disponible para inhibir la expresión de PhaP1. 

Posteriormente, se realizaron estudios con las otras fasinas de C. necator  (Pötter et al., 

2005). Se observó que PhaP1 es muy similar a PhaP3, no sólo en lo referente a sus secuencias, 

sino también debido a su regulación. Se encontró que PhaR también es capaz de unirse a 

phaP3, sólo que lo hace en una región intragénica, es decir, rió abajo del inicio de la 

trascripción. Esto hace que la unión de PhaR a phaP3 sea distinta que la unión a phaP1 y a 

phaR, en las cuales la unión ocurre en regiones rió arriba del + 1. Al realizar un alineamiento de 

las tres secuencias, se observaron mayores similitudes entre las secuencias de phaP1 y phaP3, 

y en menor grado, con la secuencia de phaR. Estos resultados sugerirían que PhaR se une con 

distintas intensidades a estos tres sitios.  

 

En una cepa mutante con PhaR delecionada, PhaP1 se expresa de manera constitutiva. Si 

se deleciona PhaC, entonces no se produce PhaP1 (Wieczorek et al., 1995; York et al., 2001a; 

York et al., 2001b).  La deleción de PhaR y PhaC resulta en altos niveles de PhaP1, a pesar de 

que la célula no produce PHB. La unión de PhaR a los gránulos de PHB fue confirmada 

mediante Western blot, con anticuerpos específicos. Ensayos realizados in vitro y mediante “gel 

shift”  mostraron que la proteína PhaR de Paracoccus denitrificans era capaz de unirse a 

secuencias de DNA,  pero esta unión se revertía en presencia de PHB (Maehara et al., 2002). 

Estos estudios en conjunto sugieren que PhaR tendrían un rol adicional al de la regulación de 

PhaP.  
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En otras especies bacterianas como en A. vinelandii y Pseudomonas sp. 61-3 se encontró 

que la proteína PhaR actúa como un regulador positivo de los genes estructurales (Matsusaki et 

al., 1998; Peralta-Gil et al., 2002). En A. vinelandii se construyó una mutante del gen phaR en 

la cual se observó una disminución en la acumulación de PHB.  
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Parte 3. Antecedentes en la producción de PHA  

 

A pesar de las muchas aplicaciones que puede darse a los PHAs, los mismos no son 

todavía utilizados de manera masiva debido a su elevado costo. El valor de los plásticos 

derivados del petróleo es de entre U$S 0.50-1.25/kg, mientras que los PHAs poseen un costo 

que oscila entre los U$S 4-16/kg (Reddy et al., 2003; Khanna y Srivastava, 2005). Estos valores 

dependen del microorganismo utilizado, el sustrato carbonado y la estrategia productiva 

utilizada. Para disminuir estos costos, se han empleado numerosas estrategias, incluyendo la  

producción de PHAs en bacterias productoras naturales, bacterias recombinantes y producción 

en organismos eucariotas. 

 

3.1.  Producción de PHA en bacterias productoras na turales  

 

Uno de los primeros microorganismos que se utilizó para la producción de PHA a escala 

industrial fue una cepa mutante de C. necator, la cual es capaz de utilizar glucosa como fuente 

de carbono (Byrom, 1987). C. necator es el microorganismo modelo para estudiar la síntesis de 

PHAs y optimizar su producción (Reinecke y Steinbüchel, 2009), en particular después de la 

reciente publicación de su genoma completo (Pohlmann et al., 2006). La compañía Imperial 

Industries (ICI)  del Reino Unido fue la  primera en utilizar esta especie bacteriana para la 

producción de un copolímero de PHBV, el cual fue conocido comercialmente como BiopolTM 

(Verlinden et al., 2007). Recientemente la empresa a Estadounidense Metabolix Inc. adquirió la 

patente del BiopolTM, y lo comercializa actualmente bajo el nombre de Mirel. Actualmente la 

producción de PHBV de esta compañía es de 100 toneladas por año, comercializando distintos 

productos como bolsas y productos para la agricultura (www.mirelplastics.com). 

Se han realizado númerosos estudios acerca de la producción de PHAs de cadena media en 

bacterias del género Pseudomonas, como P. aeruginosa, P. putida, y P. denitrificans (Preusting 

et al., 1990; Tobin y O’Connor, 2005; Hartmann et al., 2006). Se han realizado también 

estudios utilizando varias fuentes de carbono de bajo costo, como aceites vegetales y desechos 

de la industria alimenticia.  

También hay estudios realizados en bacterias del género Bacillus (Labuzek y Radecka, 

2001). Las condiciones necesarias para la  producción de polímero son las mismas que las que 

favorecen la producción de esporas, por lo que se genera un conflicto entre estos dos procesos 

metabólicos, afectando la producción de biopolímero. Otro grupo de bacterias que se han 

propuesto para la producción de PHA son los metilotrófos. Los mismos pueden utilizar CH3OH o 

CH4 como sustratos carbonados, lo cual permitiría reducir los costos productivos asociados al 
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proceso fermentativo (Bourque et al., 1995; Wendlandt et al., 2005). Sin embargo, en ensayos 

realizados con Methlylobacterium extorquens y M. rhodesianum se obtuvieron valores de 

productividad bajos desde el punto de vista comercial (Suzuki et al., 1988; Ackermann y Babel, 

1997). 

También se han realizado estudios de producción de PHAs en diversos géneros 

bacterianos, como Agrobacterium (Lee et al., 1995a; Lee et al., 2000), Aeromonas (Lee et al., 

2000; Han et al., 2004a), Rhodobacter (Hassan et al., 1997), Rhizobium  (Mercan y Beyatli, 

2005) y Azotobacter (Brivonese y Sutherland, 1989; Kim y Chang, 1998). Sin embargo, la 

producción industrial utilizando estos microorganismos no se ha llevado a cabo, debido a 

diversas desventajas a nivel biotecnológico. Algunos de estos problemas son los tiempos de 

duplicación largos que presentan estas bacterias, la capacidad de las mismas de degradar el 

polímero (lo cual limita los tiempos de fermentación), la dificultad para lisarlas (lo cual complica 

el proceso de extracción de PHA, haciendo necesario el tratamiento con solventes orgánicos y 

surfactantes), y que en general presentan temperaturas de crecimiento óptimas de entre 25 y 

28 ºC (lo cual implica un costo significativo desde el punto de vista industrial, asociado al 

enfriamiento del biorreactor) (Anderson y Dawes, 1990; Sudesh et al., 2000; Verlinden et al., 

2007).   

 

3.2.  Producción de PHA en E. coli   recombinante  

 

Debido a los númerosos inconvenientes asociados a la producción de PHAs en bacterias 

productoras naturales, la  producción heteróloga de PHAs en E. coli surge como una atractiva 

alternativa. E. coli presenta varias ventajas sobre los productores naturales, ya que, al no tener 

la capacidad de sintetizar el polímero, tampoco posee la maquinaria enzimática necesaria para 

degradarlo (Steinbuchel y Füchtenbusch, 1998). Además, puede crecer a altas velocidades y a 

temperaturas óptimas mayores que los productores naturales, y es fácil de lisar. E. coli es el 

microorganismo más conocido, su genoma se encuentra totalmente secuenciado, y tanto su 

fisiología y comportamiento han sido estudiados con mucho detalle, por lo cual presenta una 

mayor facilidad para realizar manipulaciones genéticas con el fin de aumentar los rendimientos 

del polímero (Aldor y Keasling, 2003; Li, 2007).  

 

La primera vez que se produjo PHB en E. coli fue en el año 1988, cuando se clonaron los 

genes phb de C. necator  (Schubert et al., 1988). Desde entonces se han identificado y clonado 

en E. coli los genes responsables de la síntesis del polímero de varios géneros bacterianos, 
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como es el caso de los genes de Methylobacterium extorquens  (Valentin y Steinbuchel, 1993), 

Rhizobium meliloti (Tombolini et al., 1995), Caulobacter crescentus (Qi y Rehm, 2001), y 

Streptomyces aureofaciens (Ramachander y Rawal, 2005). En la tabla 3 se comparan algunos 

estudios acerca de la produccion de PHAs en cepas recombinantes de E. coli. 

 

Tabla 3.  Producción de PHAs en cepas de E. coli recombinantes, conteniendo los genes 
pha de distintos géneros bacterianos. 

 

Cepa  

E. coli  

Fuente de los 

genes pha  

Tipo 

de 

PHA 

Sustrato(s)  

principal(es)  

PHA 

(%) 

Productividad 

volumétrica 

de PHA 

(g · l-1 · h-1) 

Referencia

XL1-

Blue 

Azohydromonas 

lata 
PHB Glucosa 73 4.63 

Choi et al., 

1998 

HMS174 C. necator PHB 
Melaza 

(glucosa) 
80 1 

Liu et al., 

1998 

CGSC 

4401 
A. lata PHB 

Lactosuero 

(lactosa) 
87 4.6 

Ahn et al., 

2000 

K1060 
Azotobacter sp. 

FA8 
PHB 

Lactosuero 

(lactosa) 
73 2.13 

Nikel et al., 

2006a 

XL1-

Blue 
A. lata PHBV 

Glucosa, ácido 

propiónico y 

oleico 

78 2.88 
Choi y Lee, 

1999b 

XL1-

Blue 

C. necator, 

Clostridium 

kluyveri 

PHB4B 

Glucosa, 

4-

hidroxibutirato 

36 0.07 
Song et al., 

1999 

RS3097 
P. 

aeruginosa 
PHAMCL 

Ácido 

decanoico 
38 0.06 

Qi et al., 

1998 

 

Se estudiaron  diferentes cepas de E. coli recombinantes conteniendo los genes phb de C. 

necator, obteniéndose porcentajes máximos de  acumulación de hasta un 90 % del peso seco  

(Fidler y Dennis, 1992), un contenido que supera los niveles acumulados por la mayoría de los 

productores naturales.  En nuestro laboratorio se clonaron los genes responsables de la síntesis 

de PHB de Azotobacter sp. FA8 en E. coli, resultando en la cepa K24K (Nikel et al., 2006a). Con 
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esta cepa se realizaron ensayos de acumulación en cultivos en lote alimentado, con lactosuero 

como sustrato, obteniéndose un 72.9% de acumulación del polímero con respecto al peso seco.  

 

Uno de los problemas observados en la producción de PHB en organismos recombinantes 

es la estabilidad de los genes de la biosíntesis durante la fermentación. La producción de PHB 

se ve fuertemente disminuida debido a la pérdida del vector conteniendo los genes 

responsables de la síntesis del polímero en la mayoría de la población bacteriana, ya que las 

células carentes de plásmidos poseen una velocidad de crecimiento mayor respecto de las 

recombinantes (Zhang et al., 1994). Este problema ha sido parcialmente resuelto modificando 

el gen que confiere resistencia a antibióticos en el plásmido que lleva los genes phb (Nikel et 

al., 2006a), o agregando secuencias de estabilizacion, como el locus hok/sok o par del plásmido 

R1 (Lee et al., 1994a).  

La producción de PHB en E. coli  no depende solamente de la correcta expresión de los 

genes phb, sino que se ve afectada por otros factores. Como se ha mencionado previamente, la 

síntesis de PHB se produce a partir de acetil-CoA y requiere poder reductor para su síntesis.  

Se han realizado diferentes manipulaciones metabólicas tendientes a aumentar la 

disponibilidad de los sustratos necesarios para la síntesis de PHA. Entre estos estudios se 

encuentra uno en el cual se inactivó el gen pta, que codifica una fosfato-acetil transferasa que 

actúa en la vía de síntesis de acetato (Figura 8), de manera de aumentar la cantidad de acetil-

CoA disponible para la producción de PHB (Miyake et al., 2000). En otro trabajo se inactivó el 

gen pgi, el cual codifica una fosfoglucoisomerasa (la cual cataliza la conversión de glucosa-6-

fosfato a fructosa-6-fosfato en la vía de glucólisis), para que el carbono se redireccione hacia la 

vía de las pentosas fosfato y haya más NADPH disponible para la producción de PHB (Kabir y 

Shimizu, 2003).   

Por otro lado, también se han realizado manipulaciones que involucran reguladores que 

afectan el flujo de carbono y poder reductor.  Se estudió la producción de PHB en cepas de E. 

coli que expresan los genes phb de Azotobacter sp. FA8, con mutaciones en el gen regulador 

global arcA (Nikel et al., 2006b). La acumulación microaeróbica de PHB se vio favorecida en las 

mutantes arcA, probablemente porque la desregulación redox en estas mutantes provee  de 

una mayor cantidad de equivalentes de reducción para la síntesis del polímero,  en comparación 

con la cepa salvaje. 

 

Además de la producción de PHB en E. coli, se han realizado estudios acerca de la 

capacidad de cepas recombinantes de acumular otros PHAs y copolímeros, como por ejemplo, 
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PHBV, PHB4B, P(4HB), y PHBHx (Slater et al., 1992; Park et al., 2001; Snell et al., 2002; 

Steinbüchel y Lütke-Eversloh, 2003).  

 

3.3.  Efecto de la adición de distintos aminoácidos  sobre la producción de PHAs 

en E. coli  recombinante 

 

En experimentos diseñados para mejorar la producción de PHB en E. coli, se estudió el 

efecto de la adición de distintos aminoácidos en un medio definido en una cepa que expresa los 

genes pha de C. necator (Lee et al., 1995c). Mediante la adición de cisteína, metionina, 

isoleucina o prolina, se produjo un aumento de más del doble en la cantidad de PHB 

acumulado, en comparación a los cultivos sin la adición de ningún aminoácido. Además, se 

registró un aumento en la cantidad de biomasa acumulada en todos los casos.    

En otro trabajo realizado con una cepa de E. coli que expresa los genes pha de 

Streptomyces aureofaciens (Mahishi et al., 2003), se observo un aumento en la acumulación de 

PHB al adicionarse a un medio basal con glicerol como fuente de carbono, todos los 

aminoácidos, con la excepción de valina y glicina. En particular, la adición de cisteína, metionina 

e isoleucina, fueron los que provocaron mayores aumentos en la acumulación del polímero.  

Una probable explicación a esta observación es que la adición de los aminoácidos mejora 

la disponibilidad de acetil-CoA y poder reductor. La vía biosintetica de la cisteína  es reprimida 

por la presencia del producto final (Kredich y Tompkins, 1996). Esto hace que la adición de 

cisteína al medio de cultivo elimine la demanda de acetil-CoA para la síntesis de cisteína, 

habiendo más acetil-CoA disponible para la síntesis de PHB. La degradación de metionina e 

isoleucina producen succinil-CoA, un intermediario en la vía de las ácidos tricarboxilicos. Lo que 

permitiría una mayor disponibilidad de acetil-CoA para la síntesis de PHB. Además, la síntesis de 

PHB requiere NAD(P)H para su síntesis, asi como también se requiere poder reductor en la 

síntesis de varios aminoácidos, como es el caso de la metionina, que requiere 7 moléculas de 

NADPH para su síntesis (Figura 7).  
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Figura 7.  Vía metabólica simplificada de la síntesis de aminoácidos y PHB en E. coli 
recombinante. Los números arriba de las flechas representan el número de moléculas de 
NAD(P)H requeridas para cada paso. DAP: dihidroxiacetona fosfato. Datos tomados de Lee et 
al., 1995. 

 

3.4.  Producción de PHA a partir de glicerol 

 

En los últimos años ha crecido el interés en la utilización de glicerol como sustrato en 

fermentaciones bacterianas, ya que el mismo es un desecho de la creciente industria del 

biodiesel (Solaiman et al., 2006). Debido a ello, hemos elegido este sustrato para realizar la 

mayoría de los  estudios acerca de la síntesis de PHB en E. coli. El PHB es un polímero reducido 

que requiere acetil-CoA y poder reductor para su síntesis (Ahn et al., 2000), por lo que su 

producción se ve afectada por el estado redox de las células, y, por lo tanto, por la 

disponibilidad de oxígeno.  La mayoría de los estudios realizados acerca de la producción de 

PHB en E. coli recombinante han sido efectuados con glucosa o lactosa como fuente de 

carbono. Tanto las fuentes de carbono como las diferentes condiciones de aireación utilizadas 

afectaron la distribución de carbono en los productos metabólicos analizados. Al utilizar glucosa 
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como fuente de carbono la acumulación de PHB se ve favorecida a altos niveles de aireación ya 

que, al disminuir la disponibilidad de oxígeno, las células tienden a dirigir el flujo de carbono 

hacia la síntesis de otros productos metabólicos como el acetato (Lee et al., 1999; Ahn et al., 

2000; Li, 2007). El glicerol tiene un estado de oxidación menor que la glucosa (-2 y 0 

respectivamente), por lo que su catabolismo produce una mayor cantidad de equivalentes de 

reducción (Figura 8) (San et al., 2002). Esto tiene un efecto directo en la relación intracelular 

NAD(P)H/NAD(P)+ , lo que genera que el flujo de carbono se dirija hacia la síntesis de productos 

más reducidos con el objetivo de mantener el balance redox en la célula. Además, la 

disponibilidad de oxígeno también afecta el estado de oxidación celular, modificando la 

producción de los distintos metabolitos.  

 

 

Figura 8.  Principales vías metabólicas involucradas en el catabolismo de glucosa y glicerol 
en E. coli recombinante productora de PHB. Las enzimas relevantes se muestran en las cajas 
grises. Las abreviaturas corresponden a: PEP, fosfoenolpiruvato; LdhA, D-lactato 
dehidrogenasa; Pfl, piruvato-formato liasa; Pdh, piruvato dehidrogenasa; Pta/AckA, 
fosfotransacetilasa/acetato kinasa; AdhE, acetaldehído/alcohol deshidrogenasa; PhaBAC, 
enzimas involucradas en la síntesis de poli(3-hidroxibutirato) [PhaB, acetoacetil-coenzima A 
reductasa; PhaA, β-cetotiolasa; y PhaC, PHA sintasa] . Las líneas punteadas representan más de 
un paso bioquímico.  
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La utilización de glicerol como sustrato para la síntesis de PHAs fue analizada en varios 

productores naturales, como es el caso de  M. rhodesianum y C. necator (Borman y Roth, 

1999), donde se realizaron ensayos utilizando glicerol y peptona de caseína como fuentes de 

carbono y nitrógeno, respectivamente, pero los rendimientos de PHB obtenidos fueron bajos 

para ambas cepas. También se realizaron estudios en cepas de Pseudomonas (Solaiman et al., 

2006) y Zobellella denitrificans (Ibrahim y Steinbuchel, 2009; Ibrahim y Steinbüchel, 2009). En 

cepas de C. necator se estudió la producción de PHB utilizando glicerol residual proveniente de 

la industria del biodiesel (Cavalheiro et al., 2009), lográndose obtener valores levemente 

menores a los obtenidos con glicerol comercial, mediante la disminución en la concentración de 

biomasa en la cual se dispara la acumulación del polímero. Uno de los principales atractivos de 

la utilización del glicerol crudo reside en que no es necesaria una purificación previa del 

sustrato. En Pseudomonas oleovorans también se utilizó glicerol proveniente de desechos de la 

industria del biodiesel (Ashby et al., 2004). En este caso, la utilización de sustrato crudo resultó 

ventajosa debido a que el microorganismo fue capaz de incorporar al polímero algunos ácidos 

grasos libres presentes en el sustrato.  

Se compararon diferentes fuentes de carbono y nitrógeno en la producción de PHB en 

cepas de E. coli conteniendo los genes phb de Streptomyces aureofaciens (Mahishi et al., 

2003). Los máximos valores de acumulación (60 % del peso seco) fueron obtenidos al utilizar 

glicerol como fuente de carbono, y peptonas y extracto de levadura como fuentes nitrogenadas. 

Se realizaron estudios acerca de la producción de PHB utilizando glicerol como fuente de 

carbono, en cepas de E. coli con mutaciones en el gen arcA (Nikel et al., 2008a) obteniéndose 

valores máximos de acumulación del 51 % del peso seco en condiciones microaeróbicas. 

 

Se han realizado varios estudios acerca de las propiedades físicas y químicas de los PHAs 

obtenidos a partir de varias fuentes de carbono, incluido el glicerol. Se encontró que la masa 

molecular relativa (Mr) de los PHAs obtenidos a partir de glicerol era significativamente menor 

que el obtenido a partir de otros  sustratos, siendo en general menor a 1 MDa. El Mr  del PHB 

extraído de M. extorquens y C. necator  (Taidi et al., 1994) a partir de glicerol, etanol o metanol 

fue menor al obtenido a partir de otros sustratos como succinato, glucosa o fructosa. Además, 

el Mr del PHB producido a partir de glicerol disminuía al aumentar la concentración del sustrato. 

Se analizó con mayor detalle este efecto, y se concluyó que el mismo es debido a una 

terminación temprana en la cadena del polímero causada por el glicerol (Madden et al., 1999).  

En estudios realizados con cepas de Pseudomonas se observó que al aumentar la 

concentración  de glicerol en el medio (de 1 a 5% p/p) se producía una reducción en la Mr  del 

PHB producido por P. oleovorans y del PHAMCL sintetizado por P. corrugata. Las disminuciones 
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fueron del 61% en el caso del PHB, y del 72% en el caso del PHAMCL (Ashby et al., 2004; Ashby 

et al., 2005). En otro estudio se produjo un copolímero de PHBV a partir de glicerol, y se obtuvo 

una Mr  de 253 kDa, mientras que al utilizar suero de leche se obtuvo un valor de 696 kDa. En 

un trabajo reciente donde se produjo PHB en C. necator se obtuvieron valores de 957 kDa para 

polímero producido a partir de glicerol comercial, mientras que el PHB obtenido a partir de 

glicerol residual del biodiesel se obtuvo un valor de 786 kDa, siendo ambos valores la mitad de 

los obtenidos a partir de glucosa (Cavalheiro et al., 2009). Por el contrario, en una cepa de 

Bacillus productora de PHBV se obtuvieron valores similares de Mr tanto para glucosa como 

para glicerol, aunque ambos fueron menores a 700 kDa (Reddy SV et al., 2009).  

Los valores bajos de Mr son poco deseables en el procesamiento industrial del polímero y 

en sus propiedades físicas finales, por lo que a raíz de estos resultados la utilización de glicerol 

como sustrato en la producción de PHAs fue discutida en la literatura como poco conveniente. 

 

3.5.  Producción de PHA en orga nismos eucariotas 

 

3.5.1.  Producción en eucariotas unicelulares 

 

Se han realizado estudios acerca de la producción de PHAs en Saccharomyces cerevisiae, 

(Leaf et al., 1996; Poirier et al., 2001), Pichia pastoris (Poirier et al., 2002) y en células de 

insecto (Sodoptera frugiperda) (Williams et al., 1996). Sin embargo, los niveles de acumulación 

fueron bajos en todos los casos (menores al 8% del peso seco), como para poder ser 

considerados para la producción a gran escala. 

 

3.5.2.  Producción en plantas 

 

La producción de PHAs en plantas resulta muy atractiva ya que el sistema solamente 

necesita agua, nutrientes del suelo, CO2 y luz solar.  En 1994 se clonaron los genes phb de C. 

necator en  Arabidopsis thaliana, lográndose una acumulación de PHB del 14 % del peso seco.  

(Nawrath et al., 1994). Sin embargo, el Mr del polimero obtenido no fue homogéneo. Una 

desvantaja en la producción de PHA en plantas es la compartimentalización de su metabolismo 

(Poirier et al., 1992). Las construcciones de DNA que contienen los genes estruturales para la 

síntesis del polímero deben ser dirigidas hacia el compartimiento subcelular adecuado para que 

haya suficiente cantidad de acetil-CoA y poder reductor disponible.  
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A pesar de las númerosas ventajas de la producción de PHAs en plantas, la utilización de 

cultivos transgénicos es un proceso biotecnológico no confinado, por lo que no ha tenido una 

aceptación masiva. Además, el proceso de purificación de PHAs a partir de tejido vegetal 

implica dificultades técnicas considerables (Poirier, 1995); y el desarrollo de los cultivos está 

sometido a factores varios como variaciones estacionales en el régimen de lluvias y exposición 

solar. Por estas razones, la producción de biopolímeros a gran escala en cultivos transgénicos 

ha sido prácticamente descartada. Sin embargo, se han realizado algunos estudios 

biotecnológicos de transgénesis en plantas para la producción de PHAs en maíz (Zea mays) y 

algodón (Gossypium hirsutum) (John y Keller, 1996; Hahn et al., 1997). En el Reino Unido se 

ha desarrollado una estrategia de producción de PHAs en colza (Zeneca Seeds Ltd.); mientras 

que en Estados Unidos se ha investigado la síntesis de polímeros utilizando soja transgénica 

(Monsanto) (Reddy et al., 2003). 
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Parte 4.  La respuesta a estrés térmico en E. coli  

 

4.1.  Generalidades 

 

La respuesta a estrés térmico permite a las células adaptarse a cambios metabólicos y 

ambientales, y aumentar su supervivencia bajo condiciones de estrés (Bukau, 1993; Gross, 

1996). Esta respuesta es inducida por varios tipos de estrés, incluyendo factores físico-químicos 

como la temperatura, condiciones oxidantes, y diferentes tipos de compuestos perjudiciales 

para la célula. Además, el mismo es inducido por la expresión de distintos tipos de proteínas 

recombinantes (Kanemori et al., 1994; Dong et al., 1995; Hoffmann y Rinas, 2004b). Por 

ejemplo, al ocurrir un aumento en la temperatura, se produce un aumento transitorio en la 

concentración del regulador maestro 32 (Yura, 2000). El factor 32 regula la transcripción de 

varios promotores relacionados con el estrés térmico. En particular, se ven inducidas más de 20 

proteínas, las cuales se denominan en conjunto proteínas de choque térmico o Hsp (heat shock 

proteins, por sus siglas en inglés). Estas proteínas codifican principalmente chaperonas y 

proteasas ATP-dependientes, las cuales son responsables del correcto plegamiento y 

degradación proteica tanto en condiciones normales como bajo condiciones de estrés. En 

respuesta al choque térmico, la síntesis de las Hsp aumenta hasta 15 veces (Bukau, 1993; 

Georgopoulus et al., 1994)  y luego disminuye, hasta alcanzar un nuevo estado de equilibrio. 

Las Hsp más importantes son los sistemas compuestos por DnaK-DnaJ-GrpE y GroEL-GroES 

(Arsène et al., 2000), los cuales pueden llegar a representar hasta un 20% de las proteínas 

totales a 46ºC  (Georgopoulus et al., 1994; Gross, 1996). 

 

4.2.  Los factores sigma 

 

Los factores sigma son una familia de proteínas relativamente pequeñas que se asocian de 

manera reversible al core de la  RNA polimerasa (RNAP), ya que la misma por sí sola no puede 

iniciar la transcripción.  La RNAP unida a uno de los factores sigma se denomina holoenzima 

RNAP (Burgess et al., 1969; Travers y Burgess, 1969). El inicio de la transcripción en bacterias 

se inicia con la unión de la holoenzima RNAP a una secuencia promotora en el DNA, la cual es 

reconocida por el factor sigma (Gross et al., 1992; Fassler y Gussin, 1996). Luego de que se 
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transcriben de 2 a 12 pb de RNA, el factor sigma es liberado, y el core de la RNAP se mueve a 

través del gen, continuando con la transcripción (Record et al., 1996).  

En E. coli se conocen siete factores sigma (Tabla 4). El número que describe a cada factor 

sigma es dado por el coeficiente de sedimentación del mismo (Storz y Hengge-Aronis, 2000; 

Reitzer y Schneider, 2001). 

 

Tabla 4.  Factores sigma en E. coli.  Datos tomados de Storz y Hengge-Aronis, 2000. 

Factor Sigma Genes que reconoce 

70 La mayoría de los genes, genes housekeeping. 

54 Genes relacionados al metabolismo del nitrógeno. 

32 (H) Genes relacionados al estrés térmico 

38 (S) Genes relacionados a respuesta general a estrés y fase estacionaria 

28 Genes relacionados a movilidad y quimiotaxis 

24 (E) Genes relacionados a estrés extracitoplasmático y estrés térmico extremo. 

FecI Genes relacionados al transporte de citrato férrico. 

 

4.3.  El factor 32 

 

El factor  32 está codificado por el gen rpoH, el cual  es requerido para la expresión de las 

Hsp (Gross, 1996).  Existen varios niveles en la regulación de 32 (Figura 9) (Arsène et al., 

2000; Guisbert et al., 2008). 
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Figura 9.  Diagrama de la regulación de  32. Debido a un estrés térmico, se induce la 

transcripción y traducción de  32, y aumenta la concentración de proteínas mal plegadas. 32 
activa la expresión de chaperonas y proteasas, las cuales se unen a las proteínas mal plegadas. 
Cuando la concentración de proteínas mal plegadas es menor que la de las chaperonas y 
proteasas, las mismas se unen a  32, inactivándolo o degradándolo. Basado en datos de 
Guisbert et al., 2008.   

 

 El primer mecanismo de regulación ocurre a nivel de la transcripción de rpoH. Este 

mecanismo tiene un efecto menor en la síntesis de 32. Se han descripto cuatro promotores que 

regulan la expresión de rpoH  (Figura 10).  De estos promotores, tres son regulados por 70, y 

el último regulado por E, el factor sigma implicado en la respuesta a estrés extracitoplasmático 

y estrés térmico extremo (Missiakas y Raina, 1998). La utilización de cada promotor varia según 

la temperatura (Bukau, 1993). Río arriba del P5 (70 dependiente), se encontraron sitios de 

unión para CRP (Catabolism repressor protein) y CytR (controla negativamente la expresión de 

genes cuyos productos son  requeridos para el transporte y utilización de desoxi- y 

ribonucleótidos); mientras que los promotores P3 y P4 son regulados de manera negativa por 

DnaA (Proteína involucrada en el inicio de la replicación cromosomal). Estas observaciones 

sugieren que la expresión de rpoH responde a varios factores, tanto metabólicos como 

ambientales (Kallipolitis y Valentin-Hansen, 1998). 

 

32 

Chaperonas: 
DnaK-J 
GroEL-S 

 
Proteasas: 

FtsH 
Lon 

Chaperonas: 
DnaK-J 
GroEL-S 

 
Proteasas: 

FtsH 
Lon 

Inactivación

unidas a proteínas mal plegadas
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Figura 10.  Esquema del gen rpoH y su región promotora. Tomado de Arsène et al., 2000.  

 

El segundo mecanismo afecta la traducción del mensajero de rpoH. Se ha demostrado que 

los niveles en la traducción de este gen son dependientes de la temperatura: la síntesis de la 

proteína es 5 a 10 veces mayor a 42°C que a 30°C (G rossman et al., 1987; Nagai et al., 1991). 

El tercer mecanismo está implicado en el control de la actividad de 32. Este factor sigma censa 

la relación entre la concentración de proteínas mal plegadas/concentración de chaperonas 

(Tomoyasu et al., 1998; Guisbert et al., 2004). Cuando la concentración de chaperonas es 

mucho mayor que la de proteínas mal plegadas, las chaperonas se unen a 32, inhibiendo su 

actividad. Se observó que la sobreexpresión de las chaperonas DnaK-J o GroEL-S inactiva a 32. 

En el último nivel de regulación de 32 está implicada la degradación del mismo por proteasas, 

como FtsH o Lon (ambas proteasas ATP-dependientes) (Herman et al., 1995).  

 

4.4.  Chaperonas ATP-dependientes  

 

En el citoplasma de E. coli, una fracción de las proteínas que se sintetizan requieren de la 

actividad de chaperonas para su correcto plegamiento. Las chaperonas más importantes 

involucradas en este proceso son el trigger factor (TF, proteína ATP-dependiente que se 

encuentra asociada a los ribosomas), y los complejos formados por DnaK-J-GrpE y GroEL-S 

(Horwich et al., 1993; Ellis y Hartl, 1999; Bukau et al., 2000). Al salir una proteína del 

ribosoma, el TF se une a sus regiones hidrofóbicas, de manera de evitar un plegamiento 

prematuro de la proteína, o interacciones intra o intermoleculares (Deuerling et al., 2003). 

DnaK y sus co-chaperonas DnaJ y GrpE requieren ATP para plegar una amplia variedad de 

proteínas, mediante repetidos ciclos de plegamientos (Bukau y Horwich, 1998). A 30ºC, DnaK 

se asocia a aproximadamente un 15% de las  proteínas (Deuerling et al., 1999; Teter et al., 

1999). GroEL y su co-chaperona GroES, se unen a al menos a un 10% de las proteínas 

(Horwich et al., 1993). El gen groEL es esencial para el crecimiento a todas las temperaturas, 

mientras que dnaK no es esencial para el crecimiento a 30ºC, pero sí es necesario para el 
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crecimiento a temperaturas mayores a 37ºC, y menores a 15ºC (Bukau y Walker, 1989; 

Deuerling et al., 1999).  

  

4.5.  Pequeñas proteínas de choque térmico: sHsp  

 

Las “pequeñas proteínas de choque térmico” o sHsp (small heat shock proteins, por sus 

siglas en inglés), son una clase de chaperonas que evitan el agregado irreversible y ayudan en 

el plegamiento de varios tipos de proteínas (Kuczynska-Wisnik et al., 2002). Las sHsp fueron 

encontradas en todos los organismos estudiados y han sido caracterizadas por su bajo peso 

molecular (12-30 kDa) (Jakob et al., 1993; Arrigo y Randry, 1994). Las mismas forman una 

estructura oligomérica, y contienen un dominio conservado α-cristalino, muy similar al presente 

en una proteína que evita la formación de cataratas asociadas al agregado de proteínas en las 

lentes del ojo de vertebrados (Jakob y Buchner, 1994). Las sHsp se unen a proteínas mal 

plegadas, las estabilizan, y luego las entregan a sistemas de chaperonas ATP-dependientes de 

las familias Hsp70 (DnaK) y Hsp40 (DnaJ) (Ehrnsperger et al., 1997; Veinger et al., 1998; Lee y 

Vierling, 2000).  

En E. coli se conocen dos miembros de las sHsp: IbpA e IbpB (inclusion body protein), las 

cuales comparten un 52.5% de identidad y forman un operón (Allen et al., 1992). Su expresión 

está regulada por RpoH, y es inducida en condiciones de estrés termico y de otros tipos de 

estrés (Allen et al., 1992; Chuang et al., 1993),  durante la producción de proteínas 

heterólogas, y durante la formacion de biofilms (Allen et al., 1992; Hoffmann y Rinas, 2004b; 

Kuczynska-Wisnik et al., 2010). Estas proteínas presentan actividad de chaperonas in vitro, en 

ausencia de ATP, lo que las diferencia de otro tipo de chaperonas como DnaK o GroEL (Arrigo y 

Randry, 1994). IbpA evita la formación de grandes agregados proteícos mientras que IbpB 

interactúa con los agregados mediante la interacción con IbpA (Ratajczak et al., 2009).  

Estudios realizados en cepas con los genes ibpA e ibpB delecionados mostraron defectos 

en el crecimiento solamente a  temperaturas mayores a 46ºC (Thomas y Baneyx, 1998). 

Kitagawa y colaboradores realizaron estudios de resistencia  a distintos tipos de estrés en medio 

mínimo, en cepas con mutaciones en los genes ibpA, ibpB y en ambos genes a la vez; y en 

cepas que  sobreexpresaban ambos genes (Kitagawa et al., 2000; Kitagawa et al., 2002). Al 

analizar el porcentaje de viabilidad de las distintas mutantes a temperaturas de 48, 50 y 52ºC, 

no se observaron diferencias. Sin embargo, al analizar el % de viabilidad a estrés térmico en las 

cepas que sobreexpresaban estos genes, se observó una mayor viabilidad en la cepa que 

sobreexpresa ibpA, seguido de la cepa que sobreexpresa ibpB, y la que sobreexpresa ambos 
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genes. Además, se observó una disminución en el porcentaje de proteínas agregadas. También 

se realizaron estudios de estrés con paraquat (provoca estrés oxidativo por iones superóxido), y 

etanol, resultando más resistentes las cepas que sobreexpresan las sHsp. No se observaron 

diferencias al exponer a las células a estrés oxidativo provocado por agua oxigenada. Además, 

la sobreexpresión de estos genes logró suprimir la sensibilidad a estrés térmico de una mutante 

en el gen rpoH. 

Cuando se realizaron ensayos in vitro con IbpA e IbpB purificadas (Kitagawa et al., 2002) 

se observó que las mismas forman multímeros de entre 2 y 3 MDa. Se observó además que 

ambas proteínas protegían a varias enzimas de inactivación por calor, superóxido de potasio, 

agua oxidenada y congelamiento/descongelamiento. Tanto IbpA como IbpB se encontraron 

unidas a las enzimas en sus formas no nativas. 
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Parte 5. Estrés inducido por la producción de compu estos y proteínas 

heterólo gas en E. coli 

 
 

5.1.  Estrés inducido por la producción de proteína s heterólogas en E. coli 

 
Con el objetivo de optimizar la producción de compuestos y proteínas heterólogas en E. 

coli, es necesario estudiar el efecto que estos productos ejercen sobre su metabolismo y 

fisiología. Se han realizado varios estudios acerca de las consecuencias de la producción de 

proteínas heterólogas en esta bacteria (Hoffmann y Rinas, 2004b).  En ellos se han reportado 

cambios en la velocidad específica de crecimiento, debido a la presencia de plásmidos  y a la 

expresión de las proteínas codificadas en él (Bentley et al., 1990; Corchero y Villaverde, 1998; 

Hoffmann et al., 2001).  También se reportó una disminución en la concentración de proteínas 

relacionadas a la síntesis proteica, tales como factores de elongación o subunidades proteicas 

ribosomales (Dong et al., 1995; Hoffmann et al., 2002). Esto podría deberse a una competencia 

por los ribosomas libres cuando se expresa la proteína recombinante a niveles muy altos (Vind 

et al., 1993). 

 

La síntesis de proteínas heterólogas en E. coli puede disparar distintos tipos de estrés, 

entre los que se encuentra  la respuesta a estrés térmico. Esto es debido a un aumento en la 

concentración de proteínas mal plegadas en la célula (Goff y Goldberg, 1985). Se han reportado 

númerosos casos de inducción del estrés térmico debido a la producción de proteínas 

recombinantes en E. coli. Se ha observado en estos casos un aumento en la transcripción 

(Jürgen et al., 2000), síntesis (Rinas, 1996) (Parsell y Sauer, 1989; Kanemori et al., 1994; 

Hoffmann y Rinas, 2000)  y acumulación (Dong et al., 1995; Jürgen et al., 2000) de varias 

chaperonas  relacionadas al estrés térmico.  

Se realizaron estudios de la cinética de formación de cuerpos de inclusión, y de la 

respuesta a estrés térmico, en células recombinantes de E. coli productoras de un factor de 

crecimiento humano (hFGF-2) inducido por temperatura, el cual forma cuerpos de inclusión 

(Hoffmann y Rinas, 2000). En la primera fase de producción de la proteína, la misma se 

acumuló en su totalidad como cuerpos de inclusión. A los 30 minutos post-inducción, se 

observó un aumento en la concentración de varias Hsp, como DnaK, GroEL-S y ClpB, que se 

mantuvo a lo largo de todo el cultivo. Luego del aumento en la concentración de las Hsp, se 

comenzó a detectar al factor de crecimiento en la fase soluble, lo cual indicaría que la 
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producción de esta proteína recombinante en E. coli requiere de chaperonas para su correcto 

plegado. La concentración de IbpA e IbpB también presentó un aumento luego de una hora de 

inducción, pero, contrariamente a lo observado con las otras chaperonas, sus concentraciones 

disminuyeron cuando se comenzó a detectar al factor de crecimiento en la fase soluble.  

En otro trabajo se estudió la producción de -glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae en 

E. coli  (Jürgen et al., 2000). Se observó un aumento en la expresión y concentración de las 

siguientes proteínas: DnaK, GroEL, Lon, ClpB e IbpB. Se realizó una purificación de los cuerpos 

de inclusión, y se analizaron las proteínas que se encontraban asociadas a los mismos: se 

detectó la presencia de DnaK, GroEL, IbpA, IbpB y OmpT (outer membrane protein). En este 

trabajo, la expresión de todos estos genes  se mantuvo constante durante todo el período de 

producción, incluyendo la expresión del gen ibpAB.  

 

5.2.  Rol de las sHsp en la producción de proteínas  recombinantes en E. coli  

 
Se han realizado varios estudios acerca del rol y las aplicaciones de las sHsp en la 

producción de proteínas recombinates en E. coli.  Se estudió la producción de varias proteínas 

recombinantes en E. coli, incluyendo la GFP (green fluorescent protein), en cepas mutantes en 

los genes ibpA e ibpB, y en cepas que sobreexpresaban estos genes (Han et al., 2004b). Se 

observó una mayor acumulación de las proteínas recombinantes (formando cuerpos de 

inclusión) en las cepas que sobreexpresan las sHsp, debido a que estas últimas evitan la 

degradación de las proteínas recombinantes por proteasas citoplasmáticas. En la cepa mutante 

en los genes ibpAB se vio favorecida la secreción de la GFP. 

En otro trabajo se estudió la producción de -glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae en 

E. coli  (LeThanh et al., 2005). Se observó un aumento en la concentración de IbpA/B al 

sintetizarse la proteína hereróloga, a 30, 37 y 42ºC. Se realizaron ensayos en cepas que 

sobreexpresaban IbpA/B, y se observó un aumento en la producción de  -glucosidasa al 

comparar con la cepa salvaje, el cual fue mayor al aumentar la temperatura de los cultivos. En 

una cepa con una deleción en ibpAB se obtuvieron valores de crecimiento y de producción 

menores que en la cepa salvaje, sólo a temperaturas elevadas (37 y 42ºC). Se analizó la 

acumulación de proteínas relacionadas al estrés térmico en la cepa que sobreexpresa IbpAB, y 

se observó una disminución en la concentración de ClpB.  
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5.3.  Efecto de la producción poli(3-hidroxibutirat o)  en E. coli   recombinante 

 
Debido a que E. coli no es un productor natural de PHB es probable que la síntesis del 

polímero afecte el metabolismo y fisiología de las recombinantes.  Con el fin de optimizar las 

cepas bacterianas y condiciones de cultivo para la acumulación del polímero, es necesario 

estudiar con mayor profundidad estos efectos.  

Se estudió el efecto causado por la producción del polímero en una cepa de E. coli que 

expresa los genes pha de C. necator (Han et al., 2001) mediante  ensayos de proteómica, a fin 

de identificar proteínas cuya concentración difería bajo condiciones de acumulación de PHB. Las 

células fueron crecidas en frasco agitado, en medio LB con glucosa como fuente de carbono y 

los ensayos de proteómica fueron realizados a partir de células en fase estacionaria temprana. 

En primer lugar se analizó la concentración de proteínas solubles totales, la cual fue un 30% 

menor en la cepa que acumula PHB. 

En cuanto a la concentración de Hsp, se observó un aumento en la concentración de DnaK 

y GroEL-S bajo condiciones de acumulación de PHB. Además, se observó una disminución en la 

concentración del factor de elongación EF-Tu, y un aumento en la proteína Dps, proteína que 

protege al DNA durante hambreado, regulada por S. 

La síntesis de  PHB compite con otros 3 caminos metabólicos en la célula por la  

disponibilidad de acetil-CoA (Lee et al., 1994b; Lee y Chang, 1995). Estos caminos son el ciclo 

de los ácidos tricarboxílicos, la vía de formación de acetato y la síntesis de ácidos grasos. 

Además, varios aminoácidos son sintetizados a partir de intermediarios metabólicos del ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos (Figura 7). Una disminución en la síntesis de aminoácidos podría 

provocar una disminución en la síntesis de proteínas, lo que explicaría la reducción en la 

cantidad del factor de elongación Ef-Tu. También se observó un aumento en la concentración 

de YfiD, una piruvato formato liasa alternativa, la cual se expresa en respuesta a  estrés ácido 

(Blankenhorn et al., 1999). Al entrar en fase estacionaria, E. coli acidifica el medio de cultivo, 

debido a la producción de metabolitos ácidos. Se ha observado que células de E. coli 

productoras de PHB presentaban también cambios a nivel morfológico, ya que mucha de ellas 

presentaban filamentación y eran más frágiles debido a cambios en la estructura de la pared 

celular (Lee, 1994). Esto podría ser una razón por la que E. coli  no pueda mantener la 

homeostasis celular, haciendo que el citoplasma también se acidifique. Esto explicaría el 

incremento en la concentración de YfiD.  

En conjunto, los resultados obtenidos en el  trabajo de Han y colaboradores (Han et al., 

2001) sugieren que la producción de PHB en E. coli generaría un estrés en las células. Los 

autores proponen desarrollar estrategias fermentativas en las cuales la síntesis de PHB no 
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comience muy temprano durante los cultivos. Además, se hace referencia a la ausencia de la 

proteína PhaP en E. coli. La ausencia de proteínas que participan en la formación de gránulos 

del polímero y los recubren eficientemente podría tener como consecuencia el contacto directo 

del PHB con otros componentes celulares, como DNA, RNA y proteínas, lo que podría generar 

desnaturalización proteica en la superficie de los gránulos.   

 

5.4.  Efecto de PhaP sobre la prod ucción d e poli(3-hidroxibutirato)  en E. coli   

recombinante 

 
Para poder determinar el tipo de interacciones existentes entre los gránulos de PHB y las 

macromoléculas presentes en el citoplasma de E. coli, se estudiaron las proteínas asociadas a 

gránulos de PHB en cepas de E. coli conteniendo los genes pha de C. necator, en ausencia de 

phaP  (Han et al., 2006). Se detectaron cinco proteínas unidas a los gránulos: EF-Tu, PhbA (-

cetotiolasa), IbpA, IbpB e YbeD (proteína de función desconocida). También se estudió la 

localización de IbpA/B en los gránulos mediante la utilización de microscopía inmunoelectrónica. 

Se analizó el proteoma de los gránulos en una cepa mutante en IbpA/B, y se observó un mayor 

porcentaje de proteínas unidas a los gránulos sobre el total de proteínas solubles, en la cepa 

mutante que en la salvaje. En la cepa mutante, se detectó la presencia de GroEL unida a los 

gránulos de PHB, los cuales a su vez presentaron una morfología distinta a los de la cepa 

salvaje, con una forma más distorsionada y un borde irregular.  

En otro trabajo, se realizaron extracciones de gránulos de PHB a partir de cepas de E. coli 

que expresaban los genes phb y phaP de C. necator  (Tessmer et al., 2007). Se analizaron las 

proteínas unidas a los gránulos, en presencia y ausencia de PhaP. En la cepa sin PhaP, se 

encontró que la proteína mayoritaria en los gránulos era IbpA. En la cepa que además expresa 

PhaP, no se encontró a la IbpA unida a los gránulos, y en su lugar se encontraba unida la 

fasina. Los autores sugieren que IbpA estaría actuando como una fasina, evitando la fusión de 

los gránulos entre sí, y la unión de proteínas citosólicas de manera inespecífica. En cepas de C. 

necator que no producen PhaP, se observó la presencia de Hsp unidas a los gránulos de PHB 

(Pötter et al., 2004), pero las mismas se encontraban ausentes en la cepa que expresaba PhaP.  
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OObbjj eett ii vvooss  

 
 
Objetivo general 

 

El objetivo general de esta tesis es el análisis de cepas recombinantes de E. coli 

productoras de poli(3-hidroxibutirato), con el fin de obtener cepas más adecuadas para la 

producción del polímero. En particular, se quiere estudiar el efecto de la proteína de unión a 

gránulos de PHB, PhaP, sobre el metabolismo y expresión génica en E. coli recombinante. 

 

Objetivos específicos 

 

Parte I .   Análisis del efecto de PhaP sobre el crecimiento de E. coli  recombinante 

productora de PHB y sobre la acumulación del polímero.  

 

Objetivos: 

 

 Construir una cepa de E. coli productora de PHB que exprese la proteína PhaP de 

Azotobacter sp. FA8.  

 Analizar el efecto de PhaP sobre el crecimiento y acumulación del polímero. 

 Estudiar el efecto de diferentes condiciones de cultivo sobre el metabolismo de E. coli 

productora de PHB y PhaP. 

 

Parte I I . Caracterización de los efectos de la síntesis de PHB y  PhaP en E. coli. 

 

Objetivos: 

 

 Estudiar el efecto de la producción de PHB, y de la proteína PhaP, sobre la expresión 

de genes de estrés en E. coli. 

 Estudiar el efecto de la producción de PHB y PhaP sobre la expresión génica a nivel 

global a fin de determinar otros grupos de genes afectados. 

 Analizar el efecto de la proteína PhaP sobre la fisiología de E. coli en ausencia de PHB. 

 

 



 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

MMaatt eerr iiaalleess  yy   mm éétt ooddooss  
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1. Microorganismos y plásmidos utilizados 

 
Las cepas de Escherichia coli utilizadas se detallan en la Tabla 5, junto con los plásmidos 

utilizados en este trabajo. Las cepas fueron mantenidas a 4°C en placas de medio LB a través 

de re-siembras periódicas, con el agregado de antibióticos según el requerimiento de cada 

cepa. Para mantenimiento a largo plazo, se adicionó glicerol a cultivos de 18 h en medio LB 

hasta una concentración de 20% (vol · vol-1), y los glicerolados se guardaron a –70°C. 

 

Tabla 5.  Cepas de E. coli y plásmidos utilizados en este trabajo.  

Cepa  E. coli  Características relevantes 
Fuente o 

referencia 

DH5 
F– – endA1 hsdR17 hsdM+  supE44 thi-1 recA1 

gyrA96 relA1 (argF lacZYA)U169 80d (lacZ)M15 
Gibco-BRL 

K1060 F– fadE62 lacI60 tyrT58(AS) fabB5 mel-1 
Coli Genetic Stock 

Center 

K24K1 
K1060  conteniendo los plásmidos pJP24K y 

pBBR1-MCS 
Este trabajo 

K24KP K1060 conteniendo los plásmidos pJP24K y pADP Este trabajo 

KQ1 
K1060 conteniendo los plásmidos pQEKm y pBBR1-

MCS 
Este trabajo 

M15 Derivada de E. coli K12, Lac–,  RecA+ ,  Lon+ . QIAGEN 

MC4100 
araD139 (argF-lac) U19 rpsL150 relA1 flbB5301 

deoC1 ptsF25 rbsR  

Bianchi y Baneyx, 

1999 

ADA100 MC4100(ibp::lacZ) 
Bianchi y Baneyx, 

1999 

Plásmido Características relevantes Fuente 

pQE31 Vector de expresión; PT5, Apr QIAGEN 

pQP 
pQE31 conteniendo el gen phaP de Azotobacter sp.  

FA8, Apr 

de Almeida et al., 

2007 

pREP4 lacI , replicón p15A, Kmr Qiagen 

pADP 
pBBR1-MCS conteniendo el gen phaP de 

Azotobacter sp.  FA8, CmR 
Este trabajo 

pQE32 Vector de expresión; PT5, Apr QIAGEN 

pQEKm pQE32 KmR Nikel et al., 2006a 
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Plásmido Características relevantes Fuente 

pJP24K 
pQEKm conteniendo los genes phaBAC de 

Azotobacter sp. FA8; Apr, Kmr 
Nikel et al., 2006a 

pBluescript I I  SK- Vector de expresión; PT3/PT7, Apr Stratagene 

pBSK-PF 
pBluescript I I  SK- conteniendo los genes phaP-F de 

Azotobacter sp. FA8 

de Almeida et al., 

2007 

 

 

2. Medios de cult ivo  

 
Para la manutención rutinaria de las cepas se utilizó medio LB caldo o agar. Para los 

ensayos de crecimiento y acumulación de PHB, tanto en frasco agitado, como en biorreactor, se 

utilizó el medio MYA suplementado con 30 g/L de glicerol o glucosa, según se especifíque. 

Los antibióticos utilizados y sus concentraciones finales fueron: ampicilina (Ap), 100 μg · 

ml-1;  kanamicina (Km), 50 μg · ml-1, y cloranfenicol (Cm) 20 μg · ml-1. 

 

1)  Lysogeny broth  (LB)  (por litro)  

Triptona ....................................................................... 10 g 

NaCl ............................................................................ 10 g 

extracto de levadura…..................................................... 5 g 

En caso de ser necesario, se agregaron 20 g de agar. 

 

MYA (por litro) 

Na2HPO4 ......................................................................  6 g  

KH2PO4 ......................................................................... 3 g  

(NH4)2SO4  .................................................................. 1.4 g  

NaCl .......................................................................... 0.5 g  

extracto de levadura .................................................... 10 g  

casaminoácidos ............................................................. 5 g  

MgSO4・· 7H2O ............................................................ 0.2 g 

 

El MgSO4, glicerol y/o glucosa se agregaron a partir de soluciones concentradas, 

esterilizadas por separado, después de autoclavar los restantes componentes del medio (121°C, 

1 atm, durante 20 min). 
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3. Condiciones de crecimiento 

3.1. Cult ivos en frasco agitado 

 

Se realizaron precultivos tomando tres o cuatro colonias aisladas de una placa fresca de la 

cepa de E. coli a ensayar, y se dispersaron en 10 ml del medio correspondiente en erlenmeyers 

de 100 ml con los antibióticos apropiados según el requerimiento de cada cepa. Los cultivos 

fueron crecidos durante 18 h a 37°C a 250 rpm. Para los cultivos, se partió siempre de una DO 

inicial de 0.1, a partir de los precultivos. Una DO de 0.1 es equivalente para  E. coli a 0.05 g · l-1 

de biomasa inicial. Todos los cultivos fueron realizados a 37°C con 50 ml de medio en 

erlenmeyeres de 500 ml, a 250 rpm, salvo en los ensayos con distintos niveles de aireación. 

En los ensayos de producción de PHB con distintos niveles de aireación, se trabajó con 

cuatro condiciones distintas. Para la condición 1 se utilizaron erlenmeyers llenos con medio de 

cultivo, y las células fueron mantenidas en suspensión con un agitador magnético (75 rpm). En 

la condición 2 las células fueron crecidas utilizando una relación de volumen de medio/volumen 

de erlenmeyer de 1:2, con una agitación de 125 rpm. Para la condición 3 las células fueron 

cultivadas a 125 rpm, pero utilizando una relación volumen de medio/volumen de erlenmeyer 

de 1:10. En la condición 4, se utilizó una relación 1:10 y una agitación de 250 rpm. 

Para los ensayos de crecimiento con el agregado de distintos aminoácidos realizados en la 

Parte I I .A., se realizaron cultivos en MYA/glicerol de 48 h, con el agregado de 50 mg· l-1 de los 

siguientes aminoácidos: glutamato, glutamina, leucina y metionina. 

 

3.2. Cult ivos en biorreactor  

 

Las fermentaciones fueron realizadas en medio MYA, con glicerol o glucosa como fuente 

de carbono a 30 g. · l-1 de concentración final. 

Con el fin de obtener un monitoreo continuo y un mayor control de los factores físicos y 

nutricionales (pH, O2 disuelto, agitación, etc.), se realizaron cultivos en un biorreactor modular 

provisto de un vaso de fermentación de vidrio de hasta 5 l de volumen de trabajo (BioFlo 110, 

New Brunswick Scientific Co., Edison, N. J., USA). El fermentador utilizado fue de tipo tanque 

agitado y aireado, equipado con dos series de seis agitadores (turbinas Rushton) y difusores 

(bafles) laterales. 

La concentración de oxígeno disuelto fue determinada utilizando un electrodo de O2 

(Ag/AgCl, polarimétrico; Mettler Toledo Co., Columbus, OH, USA). Para las fermentaciones 
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realizadas en la parte I .A. se mantuvo a una concentración de 30% de saturación de aire 

variando automáticamente la velocidad de agitación, manteniendo un flujo de aire de 1.0 vol de 

vaso · min-1 (vvm), hasta 1000 rpm de agitación. Para las fermentaciones realizadas en la parte 

I .B.  se mantuvo un flujo de aire de 1 vol de vaso · min-1 (vvm), siendo la agitación de 125 rpm 

para los cultivos semiaeróbicos, y de 500 rpm para los aeróbicos. El pH se fijó en 7.20 ±  0.05 y 

se controló mediante adición automática de KOH 3 N o H2SO4 3 N. La formación de espuma se 

evitó por adición de antiespumante (AntiFoam 289 30 l · l-1; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). 

 

3.3. Ensayos de estrés 

3.3.1. Estrés térmico 
 

Para los ensayos de estrés térmico se crecieron las células en erlenmeyers de 250 ml, con 

25 ml de LB a 30 ºC hasta DO 0.5, y a continuación fueron sometidas a estrés térmico de 52 ºC 

durante 30. En todos los casos las células fueron cultivadas con una agitación de 250 rpm. Se 

extrajeron muestras cada 10 min para determinar el % de viabilidad mediante recuento en 

placa y para medición de actividad β-galactosidasa.  

3.3.2. Estrés oxidat ivo: agua oxigenada 
 

Para los ensayos de estrés oxidativo con agua oxigenada se crecieron las células en 

erlenmeyers de 250 ml con 25 ml de LB a 37 ºC con una agitación de 250 rpm hasta DO 0.5. A 

continuación se plaquearon las células en placas de LB, se dejaron secar, y se colocaron discos 

de 6 mm de papel Whatman Nº1 embebidos en agua oxigenada 30%. Se dejaron crecer 24 h a 

37ºC, luego de lo cual se midieron los diámetros de los halos de inhibición. 

 

4. Técnicas moleculares 

4.1. Aislamiento de DNA plasmídico 

 

 El aislamiento de DNA plasmídico a partir de cepas de E. coli se realizó utilizando el kit 

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Cuando los aislamientos de 

plásmidos se realizaron con el fin de verificar construcciones se utilizó el siguiente protocolo 

rápido: Se resuspendió el pellet (de 2 ml de cultivo en LB) en 0.15 ml de Buffer 1. Se agregaron 

0.15 ml de Buffer 2. Se mezcló por inversión de 4 a 5 veces y se incubó a temperatura 

http://www.promega.com/tbs/tb225/tb225.html�
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ambiente durante 5 min. Se agregaron 0.15 ml de Buffer 3 frío, y luego de mezclar por 

inversión, se incubó en hielo durante 5 min. Se centrifugó a 13000 rpm en microcentrífuga 

durante 10 min y el sobrenadante se pasó a un tubo limpio. Para precipitar, se adicionaron 0.9 

ml de etanol absoluto. Se volvió a centrifugar durante 20 min. Se descartó el sobrenadante y se 

dejó secar, para luego resuspenderlo en 0.02 ml de agua deionizada.  

 

Buffer  1 

Tris· Cl 25 mM, pH 8.0  

EDTA 10 mM 

glucosa 50 mM 

RNasa A 100 µg/ml 

Buffer  2 

NaOH 200 mM 

SDS 1% 

Buffer  3 

Acetato de potasio 3 M pH 5.5 

4.2. Digestión con enzimas de restricción 

 

 La digestión con enzimas de restricción (marca New England Biolabs o Promega) se 

realizó de acuerdo al protocolo de Sambrook (Sambrook et al., 1988) siguiendo las 

instrucciones de los fabricantes.  

4.3. Purificación y recuperación de DNA  

 

 Se utilizaron los kits comerciales de Qiagen (Qiaex I I  gel extraction kit) y Bio-Rad (Prep-

A-Gene DNA purification system) para la purificación de fragmentos de DNA tratados con 

enzimas de restricción en mezcla de reacciones o de pequeños trozos de geles de agarosa.  

4.4. Reacciones de ligado 

 

 Se utilizó la enzima T4 DNA ligasa de Promega. La relación de extremos moleculares 

(DNA inserto/DNA vector) fue de 3:1. La reacción se llevó a cabo de 16 a 18 h a 16ºC. 

 



Materiales y métodos 

58 

4.5. Electroforesis en geles de agarosa 

 

 La concentración de los geles de agarosa varió entre 1% y 1.5 %, según el tamaño del 

fragmento a analizar. Las electroforesis se realizaron utilizando buffer TAE a 100 volts en cubas 

de Sigma (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA). Como marcadores de peso molecular se 

utilizó DNA del fago  digerido con HindII I  (NEB), y la escalera de 1 kb de Promega. 

 Los geles se tiñeron con solución de bromuro de etidio (0.5 g · ml-1) durante 15 min. El 

DNA se visualizó con un transiluminador de luz UV y los geles se fotografiaron con una cámara 

digital Kodak Digital Science CD120. 

 

TAE 50X (por litro)  

Tris base ................................................................ .242 g 

Acido acético glacial ................................................ 57.1ml 

EDTA 0.5 M pH 8,0.................................................. 100 ml  

 

Buffer de siembra 6X (por 100 ml) 

Azul de bromofenol ................................................. 0.25 g 

Sacarosa................................................................. …40 g 

4.6. Cuantificación de DNA en geles de agarosa 

 

 El DNA presente en los geles de agarosa se cuantificó utilizando el 1D Image Analysis 

Software (Kodak Digital Science) y utilizando como patrón 100 ng de HindII I . 

4.7. Construcción del vector pADP  

 

 Para la construcción del plásmido pADP, se digirió el vector pBSK-PF, que contiene un 

fragmento conteniendo los genes phaF y phaP de Azotobacter sp. FA8 (de Almeida et al., 

2007), con la enzima SalI . El fragmento resultante conteniendo al gen phaP  fue purificado y 

ligado en el vector pBBR1-MCS, también cortado con la enzima SalI  (Figura 11). El plásmido 

resultante se denominó pADP. 
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pBBR1-MCS
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SalI pADP

5865 bp

 

 

Figura 11.  Construcción del vector pADP. El plásmido pBSK-PF fue digerido con la enzima 
SalI , de manera de liberar el gen phaP. El fragmento conteniendo phaP fue purificado en geles 
de agarosa, y ligado al vector pBBR1-MCS, también digerido con la enzima SalI . 

 

 

5. Manipulación de proteínas  

5.1. Preparación de extractos celulares 

 
 Los pellets se lavaron con buffer fosfato 100mM  pH 7.5 (Na2PO4  87mM, KH2PO4 13 

mM), se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en 1 ml del mismo 

buffer con el agregado de PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) a una concentración final de 

1mM. La ruptura de las células se realizó por sonicación (Ultrasonic Homogenizer - Cole Parmer 

Instrument Co, Chicago, USA). Se utilizaron seis rondas de sonicación de 10 segundos cada 

una, con intervalos de 10 segundos a 4ºC entre cada una de ellas. 
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 Para eliminar los restos celulares, los extractos se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 

min a 4ºC. Los lisados se conservaron a -20ºC hasta su utilización. 

5.2. Determinación de la concentración de proteínas  

 

 Se utilizó el método de Bradford (Bradford, 1976). Se utilizó albúmina cristalina de suero 

bovino como estándar. 

5.3. Electroforesis en geles de poliacrilami da con SDS (SDS-PAGE)  

 

 La electroforesis se realizó a temperatura ambiente en una unidad de electroforesis 

vertical (10 x 10 cm x 1mm) de acuerdo al protocolo de Laemmli (Laemmli, 1970), utilizando un 

gel de corrida al 10% y un gel concentrador al 5%. Las electroforesis se llevaron a cabo a 

amperaje constante de 25 miliamperes hasta que las muestras atravesaran el gel concentrador, 

para luego aumentarse a 30 miliamperes. 

 Los geles se tiñeron en una solución de 0.2% de Coomasie Brilliant Blue R-250 en 45% 

de metanol y 10% de ácido acético durante una hora. Para decolorar, se dejaron durante toda 

la noche en una solución de 45% de metanol y 10% de ácido acético. 

 

Solución de acrilamida 30%  (para 500 ml) 

Acrilamida............................................................... 146 g 

N, N´ -Metilen-bisacrilamida ..................................... ...4 g 

 

Buffer gel separador  (4X, para 500 ml) 

Tris base…………………………………………………………..90.83 g 

SDS........................................................................ …2 g 

Se lleva a pH 8,8 con HCl 

 

Buffer  gel concentrador  (4X, para 500 ml) 

Tris base……………………………………………………………30.23 g 

SDS........................................................................ ….2 g 

Se lleva a pH 6,8 con HCl 
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Gel separador (10% )  (para 25 ml) 

Buffer gel separador 4X........................................... 6.25 ml 

Solución de acrilamida: bisacrilamida........................ 8.35 ml 

Persulfato de amonio 10%.....................................0.130 ml 

TEMED..................................................................0.014 ml 

Agua deionizada...................................................... 10.5 ml 

 

Gel concentrador (5% )  (para 10 ml) 

Buffer gel concentrador 4X ...................................... .2.5 ml 

Solución de acrilamida: bisacrilamida........................ .1.7 ml 

Persulfato de amonio 10% ....................................... 0.04 ml 

TEMED ................................................................... 0.02 ml 

Agua deionizada...................................................... .5.8  ml 

 

Buffer de corrida (por litro) 

Tris base ................................................................ ......3 g 

Glicina .................................................................... .14.4 g 

SDS........................................................................ ......1 g 

 

Buffer de siembra  (4X, para 10 ml) 

Tris 0.25M, pH 6.8 .................................................. .....5 ml 

SDS........................................................................ ....0.6 g 

Sacarosa................................................................. .……4 g 

Azul de bromofenol……………………………………………….0.004 g 

2-mercaptoetanol ................................................... …..2 ml 

 

5.4. Técnica de I nmunoblot  

5.4.1. Transferencia de proteína s a membr anas de nitrocelulosa 
 

 Una vez corrido el gel, el mismo se sumergió en buffer de transferencia durante 30 min. 

La membrana de nitrocelulosa se recortó de acuerdo al tamaño del gel (7 x 5.5 cm) y se 

sumergió primero en agua deionizada durante 5 minutos y luego en buffer de transferencia 

durante 20 minutos. A continuación se armó el sándwich de transferencia: 3 papeles Whatman 

embebidos en buffer de transferencia, membrana, gel, 3 papeles Whatman embebidos en 
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buffer de transferencia. El sándwich se colocó en un aparato de transferencia, con 1.2 litros de 

buffer a 4ºC y se corrió a 80 miliamperes durante 40 min.  

 Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavó con agua destilada y se tiñó 

con una solución de 0.5% Rojo Punceau S en 1% de ácido acético durante 10 minutos para 

visualizar las proteínas totales transferidas a la membrana. Al mismo tiempo, el gel se tiñó con 

solución de Coomasie Brilliant Blue R-250 para verificar la transferencia de las proteínas del gel. 

 

Buffer de transferencia a me mbranas de nitrocelulosa  (por litro) 

Tris base ……………………………………………………………..5.8  g 

Glicina .................................................................... 2.88 g 

SDS........................................................................ 0.37 g 

Metanol……………………………………………………………….200 ml 

 

5.4.2. Revelado utilizando  el antisuero anti-PhaP 
 

 Luego de la tinción con Rojo Punceau S, se lavó la membrana varias veces con agua 

deionizada para eliminar el colorante. Para realizar el bloqueo, la membrana se incubó durante 

toda la noche en TBS Tween 0.5% con 5% de leche descremada en la heladera. Al día 

siguiente la membrana se lavó dos veces con TBS y a continuación se incubó con agitación  a 

temperatura ambiente durante 1 hora con una dilución 1/2500 del antisuero anti-PhaP en TBS 

Tween 0.1% con 5% de leche descremada. Luego, se realizaron 3 lavados con TBS Tween 

0.5% y un último lavado con TBS. Posteriormente, se incubó durante 1 hora con una dilución 

1/5000 del anticuerpo secundario IgG anti-ratón conjugado a fosfatasa alcalina (NEN Life 

Sciences Products) en TBS Tween 0.1% con 5% de leche descremada. Luego, se realizaron 4 

lavados al igual que en el caso anterior. Se reveló con una solución de NTB (nitroblue 

tetrazolium) y BCIP (5-bromo-4-cloro-3indolil-fosfato) (PerkinElmer Life Sciences, Inc.) y se 

detuvo la reacción lavando con agua. 

 

TBS 1X  

Tris. HCl 10 mM pH 8.0 

NaCl 150 mM 
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5.5. Expresión y purificación de la proteína PhaP d e Azotobacter sp.  FA8 

 
El gen phaP fue clonado previamente durante la tesis de licenciatura en un vector de 

expresión (pQP), el cual expresa el gen a partir de un promotor del fago T5, y  dos regiones 

operadoras del operón lac. El gen se encuentra clonado en fase con los  primeros aminoácidos 

del gen lacZ, seguido de 6 histidinas, resultando en una proteína de fusión (PhaPHisx6).  Esta 

proteína fue expresada en la cepa M15, y purificada mediante la utilización de columnas de 

níquel-nitrilotriacético (Ni-NTA), según se detalla a continuación. 

 

5.5.1. Condiciones de cult ivo 
 

 La cepa E. coli M15 con los plásmidos pREP4 y el plásmido de expresión pQP se cultivó 

durante toda la noche en 15 ml de medio LB caldo suplementado con Ap y Km. Una fracción de 

5 ml de este cultivo se utilizó para inocular 100 ml del mismo medio precalentado a 37ºC. El 

cultivo se incubó a 37ºC hasta una DO =  0.5 y se le agregó IPTG a una concentración final de 

1mM para inducir la expresión de la proteína. El cultivo se incubó durante 4 h más, luego de las 

cuales las células se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min y el pellet se lavó con buffer 

fosfato 100 mM, pH 7.5. El pellet se guardó a -20ºC hasta el día siguiente. 

 

5.5.2. Preparación de lisados en condiciones desnat uralizantes 
 

 El pellet de células se descongeló en hielo y se resuspendió en 10 ml de buffer de lisis. A 

continuación se agitó a baja velocidad durante 20 minutos a temperatura ambiente hasta que la 

solución quedó traslúcida. El lisado se centrifugó a temperatura ambiente a 13000 rpm durante 

20 minutos y el sobrenandante obtenido se guardó a -20ºC  hasta la purificación. 

 

5.5.3. Purificación de proteínas en condiciones des naturalizantes 
 

 La purificación se realizó utilizando el kit Qiaexpress (Qiagen) en condiciones 

desnaturalizantes teniendo en cuenta las indicaciones del proveedor y optimizando las 

condiciones. Al lisado obtenido en el paso anterior se le agregó -mercaptoetanol a una 

concentración final de 10 mM para reducir los puentes disulfuro y así disminuir la aparición de 

contaminantes. Posteriormente se agregaron 0.2 ml de agarosa Ni-NTA (Níquel-Ácido 

Nitrilotriacético) y la mezcla se mantuvo durante 1 hora en un agitador rotatorio a temperatura 
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ambiente. Luego de la unión de la proteína a la resina, la mezcla se lavó 4 veces con 1 ml de 

buffer C para eliminar las proteínas inespecíficas. La proteína recombinante se eluyó con 4 

fracciones de 0.125 ml de buffer D, seguido por 4 fracciones del mismo volumen en buffer E. 

Todas las fracciones se analizaron por SDS-PAGE. 

 

Buffer  de lisis (por litro) 

NaH2PO4 . H2O........................................................ 13.8 g 

Tris base ................................................................ ..1.2 g 

Urea…………………………………………………………………..480.5 g 

Se ajustó el pH a 8.0 con NaOH y se llevó a volumen final. 

 

Buffer de lavado -  Buffer  C (por litro) 

NaH2PO4 · H2O........................................................ 13.8 g 

Tris base ................................................................ ..1.2 g 

Urea…………………………………………………………………..480.5 g 

Tween 20 ............................................................... .20 ml 

Se ajustó el pH a 6.3 con HCl  y se llevó a volumen final 

 

Buffer  de Elución- Buffer  D (por litro) 

NaH2PO4 · H2O........................................................ 13.8 g 

Tris base ................................................................ ..1.2 g 

Urea…………………………………………………………………..480.5 g 

Tween 20 ............................................................... .20 ml 

Se ajustó el pH a 5.9 con HCl  y se llevó a volumen final 

 

Buffer de Elución- Buffer E (por litro) 

NaH2PO4 · H2O........................................................ 13.8 g 

Tris base ................................................................ ..1.2 g 

Urea…………………………………………………………………..480.5 g 

Tween 20 ............................................................... .20 ml 

Se ajustó el pH a 4.5 con HCl  y se llevó a volumen final 
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5.6. Titulación de la concentración de  antisuero anti-PhaP a utilizar en la 
técnica de I nmunoblot  

 

5.6.1. Obtención del antisuero  
 

 Para fabricar el antisuero se utilizaron 3 hembras de ratón de la cepa CF1 que fueron 

inmunizadas vía intraperitoneal con dosis de 25 g de la proteína PhaPHisx6 purificada, que se 

administró emulsionada con adyuvante de Freund. Dos de los ratones se inmunizaron con 4 

dosis, con intervalos de una semana. La tercera hembra se inmunizó con 2 dosis, con intervalos 

de 20 días. Tres días antes del sangrado a blanco, a cada ratón se le aplicó un booster del 

antígeno vía endovenosa. Cada antisuero fue titulado por separado como se describe a 

continuación. 

5.6.2. Titulación de la concen tración de antisuero anti-PhaP  
 

 El antisuero se tituló mediante la técnica de Inmunoblot utilizando 30 g de proteínas 

totales transferidas a la membrana de nitrocelulosa. Dicho extracto se obtuvo de 30 ml de 

cultivo de M15/pREP4/pQP crecida en LB durante 8 h. 

 Los tres antisueros de ratón anti-PhaP se juntaron y se mezclaron alternativamente, 

probándose diversas diluciones de cada uno individualmente y de las mezclas, para ver cuál 

daba mejor señal con el menor pegado inespecífico. Finalmente, para los ensayos de Western 

blot se utilizó uno de los anticuerpos, a una dilución de 1/2500. El anticuerpo secundario anti-

Ratón conjugado a fosfatasa alcalina se utilizó a una dilución constante de 1/5000. 

 

6. Técnicas genéticas 

6.1. Preparación de células competentes  
 

 Partiendo de una colonia aislada de E. coli crecida en LB con el antibiótico 

correspondiente, se inoculó un cultivo de 2 ml en medio SOB. El cultivo se incubó durante toda 

la noche a 37ºC y con 0.5 ml de este cultivo se inoculó otro de 50 ml del mismo medio. Luego 

de 2 h de incubación a 37ºC, el cultivo se incubó a 4ºC durante 5 min y después se centrifugó a 

la misma temperatura para bajar las células. El pellet se resuspendió en 16 ml de TFBI frío, se 

incubó por 5 min a 4ºC y se volvió a centrifugar en frío para luego resuspender el pellet 

obtenido en 2 ml de TFBII frío. Luego de 10 min a 4ºC, las células competentes se alicuotaron 

y se conservaron a -70ºC hasta el momento de su utilización. 
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Buffer  de transformación I  (TFBI )    

Acetato de potasio 30 mM  

MnCl2 50 mM 

KCl 100 mM 

CaCl2 10 mM 

Glicerol 15% 

Se esterilizó por filtración. 

 

Buffer  de transformación I I   (TFBI I )   

MOPS-Na pH 7.0 10 mM 

CaCl2 7.5 mM 

KCl 10 mM 

glicerol 15% 

Se ajustó a pH 6.1 con KOH y se esterilizó por filtración. 

 

6.2. Transformación de E. coli  
 

 Se mezclaron hasta el DNA con 0.05 ml de células competentes, y se sometió a la 

siguiente secuencia de incubaciones: 40 min a 4ºC, 2 min a 42ºC y finalmente 10 min a 4ºC. Se 

agregaron 0.3 ml de LB caldo y se incubó de 1 a 2 h a 37ºC con agitación. Posteriormente, se 

sembraron 0.1 ml del cultivo en medio LB agar suplementado con el antibiótico correspondiente 

y se incubó durante toda la noche a 37ºC. En caso de que fuera necesario, a las placas se les 

agregó X--Gal. (5-bromo-4-cloro-3indolil--D-galactopiranósido) 40 g · ml-1. 

 

7. Detección y purificación de PHB 

 

7.1. Tinciones específicas para visualiz ar las inclusiones de PHB: Coloración 
fluorescente con  Azul del Nilo A 

 

El colorante Azul del Nilo A es una oxazina básica soluble en agua y en alcohol etílico. La 

forma oxazona (Nile pink) se forma por la oxidación espontánea del Azul del Nilo A en solución 

acuosa, y es soluble en lípidos neutros que se encuentran en estado líquido a la temperatura de 

la coloración (Ostle y Holt, 1982). 
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El procedimiento utilizado para la coloración fue el siguiente:  

Se coloreó con una solución acuosa al 1% de Azul del Nilo A (Sigma) un extendido de 

células, sumergiendo el portaobjetos en jarritos “coplin” con el colorante a 55°C durante 10 

min. Luego de eliminar con agua corriente el exceso de colorante se lavó con solución acuosa 

de ácido acético al 8% durante 1 min y se dejó secar. Se observó el preparado re-hidratado y 

cubierto con cubreobjeto al microscopio bajo una longitud de onda de 460 nm. Los gránulos de 

PHA se observaron como partículas fluorescentes de color naranja brillante. 

 

7.2. Purificación de PHB 
 

A partir de pellets celulares liofilizados obtenidos al final de cada fermentación, se realizó 

la extracción del PHB purificado. Se realizó la extracción con cloroformo caliente utilizando un 

aparato Soxhlet durante unas 24 h. Para obtener el polímero se concentró la solución de 

cloroformo conteniendo el polímero utilizando un evaporador Rotatorio (Büchi),  y luego se 

realizó una precipitación con 10 volúmenes de etanol, recuperando el precipitado por filtración. 

El precipitado obtenido se secó y se disolvió en cloroformo, se filtró pata remover partículas 

contaminantes y se secó en una placa de Petri de vidrio, a partir de la cual se obtuvo una 

lámina fina del PHB purificado, que fue utilizada para los ensayos de DSC y para la 

determinación del peso molecular.   

 

8. Métodos analít icos 

 

8.1. Determinación de biomasa 

 

La concentración celular se expresó en todos los casos como gramos de biomasa (materia 

celular seca) por litro de cultivo. Con este fin, se tomaron muestras de 10 ml de los cultivos a 

distintos tiempos (según se detalla en cada experimento), se centrifugaron (5000 rpm, 4°C, 

durante 10 min), se lavaron dos veces por resuspensión con agua destilada y centrifugación, y 

se secó el sedimento celular en estufa a 80°C hasta  peso constante. 

El crecimiento celular se estimó por turbidometría, registrando la densidad óptica del 

cultivo (o una dilución apropiada del mismo) a 600 nm en un espectrofotómetro GeneSys5 UV-

Vis (Spectronic Instruments Inc.; Rochester, NY, USA). 
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8.2. Determinación de PHB 
 

La concentración de PHB se determinó por cromatografía gaseosa en el caso de los 

cultivos en biorreactor, siguiendo el protocolo de metanólisis y detección de los metilésteres de 

3-hidroxibutirato como se describe por Braunegg (Braunegg, 1978). 

Los metilésteres se detectaron en un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard HP 5890 

equipado con una columna Hewlett-Packard FFAP (Hewlett-Packard Co.; Palo Alto, CA, USA). 

Como estándar se utilizó una cantidad conocida de PHB purificado a partir de C. necator. 

 

Para los cultivos en frasco agitado, se determinó la concentración de PHB mediante 

digestión alcalina y posterior dosaje gravimétrico (Choi y Lee, 1999a). Se centrifugaron los 

cultivos bacterianos (5000 rpm, 10 min a 4°C) y se resuspendieron las células en NaOH 0.2 N 

de forma de obtener una suspensión celular 5 % m/v.  Se agitó a 37°C durante 1 hora  y se 

centrifugó (10000 rpm, 10 min) para recuperar el polímero.  Se extrajo cuidadosamente el 

sobrenadante, y se lavó dos veces el pellet con agua destilada (800 μl.).  Antes de la 

determinación gravimétrica (pesado) primero  se secó el pellet resultante, conteniendo el 

polímero, en estufa (80 °C, 24 h). 

 

8.3. Determinación de las prop iedades físicas del polímero. 
 

8.3.1. Calorimetría diferencial de barrido (DSC)  
 

La temperatura de transición vítrea (Tg), temperatura de fusión (Tm) y % de cristalinidad 

de las muestras de PHB purificado fueron determinada por calorimetría diferencial de barrido 

(DSC) utilizando un sistema térmico de análisis Mettler 822 y el programa de computación 

STARe  version 6.1 (Mettler Toledo AG, Switzerland). El instrumento fue calibrado utilizando 

compuestos de Tm y Tg conocidos. Los estándares utilizados fueron indio, zinc y plomo. Las 

mediciones fueron realizadas a partir de 10-20 mg de PHB purificado, a una velocidad de 

escaneo de 10ºC/min, utilizando recipientes de aluminio cerrados herméticamente  de volumen 

interno de 40 l (Mettler), y utilizando un recipiente vacío como referencia. Los escaneos fueron 

realizados de 30 a 220ºC y reportados como el promedio de tres determinaciones 

independientes. La Tg fue definida como el punto medio en el cambio de la capacidad de 

calentamiento. La entalpía de fusión teórica de una muestra con  100% de cristalinidad fue 

asumido como 146 J/g (Barham et al., 1984).  
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8.3.2. Determinación de la masa molecular relativa (Mr)  
 

La masa molecular relativa (Mr) fue calculada midiendo la viscosidad intrínseca () de 

alícuotas de 500 l de una solución de PHB al 1% (peso/vol) en cloroformo, utilizando un 

viscosímetro Brookfield modelo DV-II  (Brookfield Engineering Laboratories, Stoughton, MA).  

fue convertido a Mr utilizando la ecuación de Mark-Houwink: []  = 1.18 ×  10-4 Mr
0.78  (Hiemenz y 

Lodge, 2007). 

 

8.4. Determinación de la concentrac ión re sidual de glucosa y glicerol 

 

La concentración de glucosa fue determinada utilizando un kit enzimático basado en la 

reacción secuencial de la glucosa oxidasa y peroxidasa (Wiener Labs.; Rosario, Argentina). 

 

La determinación de glicerol residual presente en el medio de cultivo se realizó utilizando 

un método colorimétrico. Brevemente, en un tubo de hemólisis se añadió 1 ml de reactivo de 

periodato (NaIO4 5 mM en buffer CH3COOH/CH3COONH4 20 mM) a 200 μl del sobrenadante del 

cultivo (o una dilución apropiada del mismo conteniendo hasta 250 g/ml de glicerol). Se 

agregaron 2.5 ml de reactivo de acetilacetona (acetilacetona 35 mM en isopropanol) y se agitó 

vigorosamente. Los tubos se incubaron a 50°C durante 20 mi n, y las absorbancias resultantes 

fueron medidas a 410 nm contra un blanco de reactivo. Se construyó una curva de calibración 

con cantidades conocidas de glicerol (entre 2 y 50 g por tubo). Los resultados obtenidos según 

este método se compararon con los obtenidos utilizando un método enzimático (Boehringer-

Mannheim GmbH; Darmstadt, Alemania), obteniéndose una correlación adecuada entre ambos 

(R2 =  0,996). 

 

8.5. Determinación de la concentración de etanol 

 

La concentración de etanol se determinó utilizando un kit comercial (Randox Laboratories 

Ltd.; Oceanside, CA, USA), basado en el método de la alcohol deshidrogenasa (Adh) según la 

reacción que se muestra abajo, midiendo el incremento en la concentración de NADH por 

espectrofotometría a 340 nm. 
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Adh 

    CH3CH2OH +  NAD+                  CH3CHO +  NADH +  H+  

 

La determinación se llevó a cabo según las instrucciones detalladas por el proveedor, y se 

elaboró una curva estándar con diluciones de una solución valorada de etanol 1.5 mg/ml. 

 

8.6. Determinación de la conce ntración de ácidos orgánicos 

 

Las concentraciones de ácido acético, láctico y fórmico fueron determinadas por HPLC 

(HP1100, Agilent, USA) con una columna de fase reversa (Zorbax SB-Aq, Agilent). La detección 

fue realizada a 210 nm, siendo la fase móvil una solución 0.1% (vol/vol) de H3PO4, el flujo de 

0.7 ml/min y la temperatura de la columna de  39°C.  

 

8.7. Medición de la actividad de -galactosi dasa 

 

Se midió la actividad de la enzima -galactosidasa a partir de pellets de 0.2 ml de cultivos 

crecidos durante distintos períodos de tiempo, de la cepa ADA 100 (ibpA:: lacz), conteniendo 

distintos plásmidos. Se centrifugan los pellets a 13000 rpm durante 2 min a 4°C, y se guardaron 

congelados a -20°C hasta la medición.  

Para la medición, se resuspendieron los pellets en 1 ml de Buffer Z, se agregaron 100 l 

de cloroformo y 50 l de SDS 0.1% para permeabilizar las células y se homogeneizó utilizando 

un agitador tipo vortex. A continuación se incubó la mezcla durante 5 minutos a 30°C. Se 

agregaron 200 l de una solución preparada en el momento de ONPG (orto-

nitrofenilgalactopiranosido) 4 mg/ml en Buffer Z. Luego de observar coloración, se detuvo la 

reacción agregando 500 l de Na2CO3 1M. 

 

Se midió la DO a 420 nm, y se calcularon las unidades Miller (UM) como: 

 

1000* (abs420)/ (abs 600*  [volumen]*   tiempo (min) 
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Buffer  Z  

Na2HPO4 · 7H2O 60 mM 

NaH2PO4  ·  H2O 40 mM 

KCl 10 mM 

MgSO4 1mM 

β-mercaptoetanol (agregado en el momento) 50mM 

 

9. Ensayos de qRT-PCR  

9.1.  Extracción de RNA  

 

La extracción de RNA fue realizada con fenol cloroformo. Se tomaron pellets de 0.2 ml de 

cultivo, se centrifugaron a 8000 rpm durante 2 min a 4ºC,  se congelaron inmediatamente con 

nitrógeno líquido y se guardaron a  -80ºC. Para la extracción de RNA, se resuspendieron los 

pellets en 0.5 ml de solución A (10% SDS, 3M NaOAc, 0.5M EDTA) 1 ml de fenol ácido y se 

agregó 1 ml de fenol ácido previamente calentado a  65ºC. Se incubó 5 min a 65ºC, con 

inversión de los tubos cada 40 segundos. Luego se realizó una incubación en hielo durante 5 

min., y se centrifugó a 14000 rpm durante 10 min, a 4ºC. El sobrenadante obtenido se pasó a 

un tubo eppendorf nuevo, y se realizó la extracción con fenol: cloroformo (7 partes de fenol 

ácido, 7 partes de cloroformo, 1 parte de agua libre de RNAsas)  hasta que la interfase quedase 

completamente limpia (2 o 3 extracciones). A continuación se precipitó el RNA con 2.5 

volúmenes de etanol absoluto, durante 30 min a -80ºC. Luego se centrifugó a 14000 rpm 

durante 10 min, a 4ºC. Se lavó el pellet con etanol al 70 %, y se volvió a centrifugar a 14000 

rpm durante 10 min, a 4ºC. Se dejó secar el pellet, y se resuspendió en 85 l de agua libre de 

RNAsas. 

Para el tratamiento con DNAsa, se utilizó la Turbo DNAse de Applied Biosystems, 

siguiéndose las instrucciones del proveedor.  

Para la cuantificación de RNA se utilizó un Nanodrop 3000 (Termo Fisher Scientific Inc.). 

  

9.2. Síntesis de cDNA 

 

Para la síntesis del cDNA se tomaron 5 µg de cada muestra de RNA, se agregaron 2 µl de 

“random primers” en una concentración 10 µM y 2 µl de solución de dNTPs 10mM,  llevando a 

un volumen final de 20 µl con  H2O libre de RNAsas. Esta reacción fue incubada a 65°C durante 
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5 min, se enfrió brevemente en hielo y se bajaron las gotas de condensación mediante un 

“spin” rápido. A continuación se agregó a cada tubo 4 µl de RT Buffer 10X, 8 µl de MgCl2 

25mM, 4 µl de DTT 0.1 M, 2 µl de RNaseOUT y 1 µl de SuperScript I I I  (Invitrogen Corporation). 

Además se realizó un control de cada una de las muestras sin el agregado de SuperScript I I I , 

de manera de determinar si quedó DNA genómico remanente luego del tratamiento con DNAsa. 

Esta mezcla se incubó 10 min a 25°C, luego 50 min a 50°C, y finalmente se inactivó la 

enzima durante 5 min a 85°C. Para remover el RNA co mplementario al cDNA se agregó 1 µl (2 

unidades) de E. coli RNAsa H, y se incubó a 37°C durante 20 minutos. El  cDNA se diluyó 1/10 

antes de ser usado en la reacción de qRT-PCR.  

 

9.3. qPCR 

 

El cDNA sintetizado con “random primers” fue empleado como molde en reacciones de 

PCR en tiempo real. En esta reacción el volumen final fue de 25 µl y fue llevada a cabo en 

presencia de buffer de reacción Brilliant Sybr green qPCR mastermix  (Stratagene) con una 

concentración final de  primers de 1 µM.  

Se utilizó un termociclador Stratagene. El programa utilizado para la PCR fue el siguiente: 

1 ciclo de 10 min 95°C 

40 ciclos de 15 segundos 95°C 

1 min 60°C 

Lectura 

 

Los cálculos iniciales del número de copias de mRNA en cada muestra se hicieron en base 

al método CT (“cycle threshold”). El CT es el número de ciclos mínimos de PCR (amplificaciones) 

necesarias para que el producto de amplificación sea detectado por el equipo. Es decir, que a 

menor valor de CT, mayor es la concentración de sustrato con el que se inicia la reacción. Los 

valores de CT  fueron normalizados usando la amplificación del gen celular rrsB, que codifica 

RNA ribosomal, como control interno. Se realizó un análisis de disociación de los productos de 

PCR para confirmar la especificidad de la reacción.  

  El CT de cada muestra fue calculado en el límite fluorescencia (Rn) determinado 

automáticamente por el programa del termociclador. Para ambos pares de primers la linealidad 

de la señal de fluorescencia de la amplificación fue determinada en un amplio rango de 

diluciones seriadas de cDNA de referencia que cubre el rango de concentraciones en el cual se 

espera encontrar a la muestra. Se encontró una clara correlación entre la cantidad de cDNA y el 
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CT, por lo menos durante 40 ciclos de RT-PCR. Los resultados se expresan como el log2 del 

cambio en la expresión del gen en estudio, contra la expresión de ese mismo gen en la cepa 

control (cepa KQ1, sin PHB).  

 

CT : n ciclos de PCR 

ΔCT :  es la diferencia entre el promedio de los valores de CT del gen de interés y los valores 

de CT del control interno (rrsB). (ΔCT=  CT gen - CT rrsB). 

ΔΔCT : es la diferencia entre los promedios de ΔCT para el gen de interés entre la cepa en 

estudio (K24K1 o K24KP) y la cepa control (KQ1, sin PHB). Este valor se expresa como el log2. 

 

Para las reacciones de amplificación por PCR en tiempo real se utilizaron primers 

específicos para los distintos genes estudiados, y para el gen control rrsB  (Tabla 6).  

 

Tabla 6.  Primers utilizados en los ensayos de qRT-PCR. 

 

Gen Primer forward Primer reverse 

groL 5´  GTAACGACGCTCGTGTGAAA 3´  5´  GCAACGGAAACACCATCTTT 3´  

groS 5´ AATGGCCGTATCCTTGAAAA 3´  5´ AATTGCCAGAATGTCGCTTT 3´  

dnaK 5´ GAACCCGCAAAACACTCTGT 3´  5´ GTGCCATTTTCTGGCCTTTA 3´  

ibpA 5´ AATCTGCTGGTGGTGAAAGG 3´  5´ ACCAGGTTAGCACCACGAAC 3´  

rpoH 5´ GGCTGAAAAGCTGCATTACC 3´  5´ ATTACCATGGCGATCTGGAA  3´  

rpoE 5´ GTCGTCCACCTTCCAGTGAT 3´  5´ TAAATCTTCCGGGAGGGACT 3´  

rpoS 5´ CGGAGTTGAGGTTTTTGACG 3´  5´  GGCCGTTAACAGTGGTGAAT 3´  

dps 5´ TGCTTTATACCCGCAACGAT 3´  5´  GAAGCCATCCAGCATTTCAT 3´  

poxB 5´ ATCGCCAAAACACTCGAATC 3´  5´  CTCCGCTAAGTTGTGCTTCA 3´  

yfiD 5´ AACTCTTTCTGGCTGCTGGA 3´  5´  ACCTTCAACGCGAACTTCTG 3´  

fkpA 5´  CCAATCACTTTTGCTGCTGA 3´  5´  CCAGTTTGATGCCCAGTTTT 3´  

arcA 5´  TGTTTTCGAAGCGACAGATG 3´  5´  GAACATCAACGCAACATTCG 3´  

creB 5´  ATGTTGCAGCAGGAAGGTTT 3´  5´  AGTACAGGTAACGCCGGATG 3´  

tufA 5´  TTGGTACTATCGGCCACGTT 3´  5´ CGTGAGAAGTGTTGATGGTGA 3´  

fruR 5´  TACCGTGTGAGCGACAAAAC 3´  5´  GATGCGGGTATAGCTGGTGT 3´  

pflA 5´  GGCCCAGGTATTCGCTTTAT 3´  5´  GTGGCGATAGGTCACCACTT 3´  

rrsB 5´ GTGCTACAATGGCGCATACA 3´  5´ GGCATTCTGATCCACGATTA 3´  

 

https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=070000002900EFDE0AC36616FEDF810DB1E13D61&MfgID=08000000CF9E0776F5182EDBC58D8B2BD74358BF&MfgLocID=1&ProdID=1213&position=0�
https://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=070000002900EFDE0AC36616FEDF810DB1E13D61&MfgID=080000003F1034F8F44EDF85F5D9845B4FE52E0C&MfgLocID=1&ProdID=1213&position=1�
http://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=07000000D19CC58FAC6D34C8C8A039DF1AB9820D&MfgID=08000000EAB837447A0C6AC93A95ECCEEA04E0EF&MfgLocID=1&ProdID=1&position=0�
http://www.idtdna.com/OrderStatus/SpecSheet.aspx?OrderNum=07000000D19CC58FAC6D34C8C8A039DF1AB9820D&MfgID=08000000F62CD9DF873F22C1E5E83474DAACD678&MfgLocID=1&ProdID=1&position=1�
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Los resultados de las amplificaciones fueron validados en base a las curvas de disociación 

generadas al final de los ciclos de PCR, barriendo temperaturas desde 60°C a 95°C mientras se 

continuó obteniendo los datos de fluorescencia. Además, luego de la colección de datos la 

pureza de cada amplificación fue confirmada mediante electroforesis en geles de agarosa. Cada 

muestra fue analizada por duplicado junto con estándares y controles sin moldes para 

monitorear el DNA contaminante.  

 

10. Microarreglos ( Arrays )  de DNA 

 10.1. Síntesis de cDNA 

 

Para la síntesis de cDNA se utilizaron “random primers” y una mezcla de dNTPs 

conteniendo amino-alil dUTP (aa-dUTP). En un tubo eppendorf de 0.2 ml se mezclaron 10 g 

de RNA total con 6 g de la mezcla de “random primers”, en un volumen final de 15.5 l. Se 

incubó a 70ºC durante 10 min., y se enfrió en hielo durante 10 min.  

Para la síntesis del cDNA se preparó la siguiente mezcla de reacción: 6 ul 5×  First-Strand 

Synthesis Buffer; 1.2 l 25×  aa-dUTP/dNTP*  mix; 3 l 0.1 M DTT, 0.75 l SuperScript I I I  RT; 

3.55 l H2O. Se agregó 14.5 l de esta mezcla al RNA, y se incubó a  50 C durante 2 horas. El 

RNA fue removido luego de la reacción por hidrólisis. Para ello se agregaron 10 l 0.5 M EDTA y 

10 l 1 N NaOH a la mezcla, y se incubó durante 15 min a 65 C. La reacción fue neutralizada 

mediante el agregado de  50 l 1M HEPES, pH 7. Se midió la concentración de DNAss (simple 

stranded) con un Nanodrop 3000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) 

 

* 25×  aa-dUTP/dNTP mix: 12.5 mM dATP/dGTP/dCTP, 5 mM dTTP, 7.5 mM amino-alil 

dUTP (Ambion, # 8439).  

 

10.2. Acoplamiento con Cy3/ Cy5  

 

 Para optimizar el acoplamiento del cDNA con los colorantes Cy3/Cy5  se procedió en 

primer lugar a una limpieza de las muestras utilizando las columnas Microcon de Millipore, 

siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Para el acoplamiento se agregó a la muestra de DNA (9 l) 1 l de bicarbonato de sodio 

1M pH 9 estéril. A continuación se resuspendió cada tubo de Cy3 o Cy5 en 17 l de DMSO y se 

guardó  en oscuridad hasta su uso, debido a la alta sensibilidad de estos reactivos a la luz y 
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humedad. Se agregaron 2 l de Cy3 o Cy5 a cada muestra de DNA y se incubó durante 2 horas 

a temperatura ambiente en oscuridad. Los Cy no incorporados se eliminaron utilizando las 

columnas de Microcon y se cuantificó la concentracion de cDNA y la eficiencia de acoplamiento 

de los colorantes utilizando un Nanodrop, midiendo a 260 nm para el DNA, 550 nm para Cy3 y 

650 nm para Cy5. Se dividieron las muestras en alícuotas de 2  g y se secaron en un 

concentrador centrífugo tipo Speed-Vac. 

10.3. Hibridización de las muestras, lavad os y escaneo de las membranas. 

 

Se siguió el protocolo del proveedor (NimbleGen Arrays, Roche). 

 

Para el análisis de los datos obtenidos, se utilizaron los programas Cluster 3.0 y Java 
Treeview. 
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AA..    EEff eecctt oo  ddee  llaa  pprr oott eeíínnaa  PPhhaaPP  ddee  AAzzoott oobbaacctt eerr   sspp..  FFAA88  ssoobbrr ee  llaa  pprr oodduucccciióónn   

ddee  PPHHBB  eenn   EE..    ccooll ii   rr eeccoomm bbiinnaanntt ee  

 
 

1. I ntroducción 

 

Como estrategia  para optimizar la producción de PHA, se han clonado los genes 

responsables de la síntesis de PHB de varios géneros bacterianos, como los de C. necator 

(Schubert et al., 1988; Anderson y Dawes, 1990), P. denitrificans (Maehara et al., 1999) y 

Azotobacter sp. FA8 (Nikel et al., 2006a), en cepas de E. coli recombinante. Con estas cepas se 

logró producir el polímero, tanto en cultivos en frasco agitados como en biorreactor, utilizando 

varias fuentes de carbono, como glucosa y lactosuero. Con el fin de mejorar los rendimientos 

en la producción de PHB, se expresó la proteína PhaP en E. coli productora del polímero (York 

et al., 2002; Seo et al., 2003) la cual en productores naturales se encuentra unida a los 

gránulos de PHB, y regula positivamente la acumulación del polímero (Wieczorek et al., 1995). 

En los estudios realizados se observó una mayor producción del polímero en las cepas que 

acumulan PhaP, en cultivos en frasco agitado, con glucosa como fuente de carbono. Dado que 

la síntesis de PHB varía con diferentes sustratos y condiciones de cultivo, se decidió profundizar 

los estudios acerca del efecto de la proteína PhaP sobre la producción de PHB en E. coli 

recombinante en otras condiciones de cultivo, cultivos en biorreactor, y  utilizando como fuente 

de carbono el glicerol, un desecho de la creciente industria del biodiesel (Solaiman et al., 2006). 

 

2. Objetivos  

 

- Expresar y purificar la proteína PhaP de Azotobacter sp. FA8, y sintetizar anticuerpos 

específicos anti-PhaP 

- Construir una cepa recombinante de E. coli  que exprese los genes phaBAC y phaP de 

Azotobacter sp. FA8. 

- Analizar el efecto de PhaP sobre el crecimiento y acumulación del polímero en cultivos 

en frasco agitado y biorreactor, utilizando glucosa y glicerol como fuente de carbono.  

- Purificar el PHB obtenido de las fermentaciones y analizar sus propiedades 

fisicoquímicas. 
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3. Resultados y discusión 

 

3.1. Expresión y purificación de la proteína PhaP de Azotobacter  sp. FA8  

 

Para estudiar el efecto de la proteína PhaP en E. coli productora de PHB, se procedió en 

primer lugar a la expresión y purificación de la proteína en E. coli, con el fin de sintetizar 

anticuerpos específicos que permitan su detección. El gen phaP había sido previamente clonado 

en un vector de expresión (pQP) bajo el control del operador lactosa (de Almeida et al., 2007). 

Este vector fue introducido en la cepa de expresión M15/pREP4, la cual además contiene al 

plásmido pREP4, que expresa el represor LacI, de manera de regular más efectivamente la 

expresión de la proteína recombinante. Se indujo la expresión de la proteína mediante el 

agregado de IPTG al medio de cultivo y se analizó la correcta expresión de PhaP a las 4 h post-

inducción, mediante SDS-PAGE (Figura 12). Para determinar la ubicación subcelular de PhaP, se 

determinó la presencia de la proteína en la fase soluble o insoluble luego de sonicar y 

centrifugar las células. Este dato es de suma importancia para realizar la purificación de la 

proteína, ya que muchas proteínas producidas de manera heteróloga en E. coli  tienden a 

formar cuerpos de inclusión, y quedan retenidas en la fase insoluble (Baneyx y Mujacic, 2004). 

En el caso de la expresión de PhaP en la cepa M15/pREP4/pQP ensayada en este trabajo, se 

observó una mayor proporción de PhaP en la fase soluble (Figura 12).  

La proteína de fusión resultante contiene seis histidinas en su extremo amino terminal, lo 

que permite la purificación de la proteína utilizando una columna de níquel (ver materiales y 

métodos). La proteína purificada fue inyectada en ratones para la obtención de anticuerpos, a 

fin de utilizarlos luego para  la detección de PhaP en ensayos de Western blot. 
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3.2. Construcción de una cepa de E. coli  productora de PHB que expresa PhaP 

 

En nuestro laboratorio se construyó una cepa de E. coli conteniendo los genes pha de 

Azotobacter sp. FA8 en un  vector de expresión (pJP24K), resultando en la cepa K24K. La cepa 

K24K produce PHB de manera constitutiva a partir de varias fuentes de carbono, como glucosa 

y lactosa (Nikel et al., 2006). 

Con el fin de estudiar el efecto de la proteína PhaP de Azotobacter sp. FA8 sobre el 

crecimiento y acumulación de PHB en E. coli recombinante, se clonó el gen phaP en el vector 

pBBR1-MCS, resultando en el plásmido pADP (ver materiales y métodos). El vector pBBR1-MCS 

tiene un origen de replicación compatible con el pJP24K. pADP se introdujo en la cepa de E. coli 

productora  de PHB, resultando en la cepa K24KP. Asimismo, se construyó la cepa de E. coli 

productora de PHB con el vector pBBR1-MCS vacío como control, de manera de poder agregarle 

los mismos antibióticos a ambas cepas al realizar los ensayos de crecimiento. Esta última cepa 

fue denominada K24K1.  

 

 

Figura 12.  Expresión de PhaP en E. coli. Las proteínas se resolvieron en un 
SDS-PAGE y se tiñeron con Coomasie Blue. Calle 1: Marcador de peso molecular 
(broad range molecular weight marker, Promega). Calle 2. M15/pREP4/pQP, sin 
inducir, extracto celular total. Calle 3: M15/pREP4/pQP, extracto celular total, 4 h 
post-inducción. Calle 4. M15/pREP4/pQP, fase soluble, 4 h post-inducción. Calle 5: 
M15/pREP4/pQP, fase insoluble, 4 hs post-inducción. 
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3.3. Producción de PHB en cepas recombinantes de E. coli  en presencia y 

ausencia de PhaP en frasco agitado 

 

Se realizaron ensayos en frasco agitado en condiciones aeróbicas de crecimiento, 

utilizando glucosa o glicerol como fuente de carbono, con las cepas K24K1 y K24KP. La correcta 

expresión de PhaP en la cepa K24KP fue determinada mediante ensayos de Westen blot, 

utilizando el antisuero anti-PhaP (Figura 13).  

 

 

 
 
Figura 13. Análisis de la expresión de PhaP mediante Western blot. En cada una de las 

calles se sembraron 30 μg de proteínas totales. Calle 1: M15/pQP, cepa utilizada para la 
expresión y purificación de PhaP; Calle 2: K24K1 (ensayo en frasco agitado con glicerol como 
fuente de carbono, 48 h); Calle  3: K24KP (ensayo en frasco agitado con glicerol como fuente 
de carbono, 48 h).  

 
 
En primer lugar se analizó si existían diferencias en cuanto al crecimiento de ambas cepas 

(Figura 14). Se observó una mayor velocidad de crecimiento (µmax) para la cepa K24KP, con las 

dos fuentes de carbono utilizadas. Se analizó la acumulación de biomasa y producción de PHB 

para ambas cepas, a las 48 h de cultivo (Tabla 7). Con ambas fuentes de carbono se obtuvo 

una mayor acumulación de biomasa para la cepa K24KP (2.5 veces más con glucosa, y 1.3 

veces más con glicerol). En cuanto a la acumulación de PHB, también se observó una mayor 

acumulación para la cepa que expresa PhaP, con ambas fuentes de carbono, tanto al analizar el 

porcentaje de PHB, como la acumulación total del polímero.  Los cultivos crecidos con glucosa 

produjeron más PHB que con glicerol en las condiciones estudiadas (condiciones aeróbicas de 

crecimiento). 
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Figura 14 . Perfiles de producción de biomasa para cultivos aeróbicos en frasco agitado de 

E. coli K24K1 y K24KP en medio MYA/glucosa (glu) o MYA/glicerol (gly). Los resultados 
muestran el valor promedio  desvío estándar, obtenidos a partir de mediciones por duplicado 
de dos cultivos independientes.  

 

 

Tabla 7 . Acumulación de biomasa y PHB para las cepas K24K1 y K24KP en frasco agitado. 
Los resultados muestran el valor promedio  desvío estándar, obtenidos a partir de mediciones 
por duplicado de dos cultivos independientes.  

 
Cepa Fuente de carbono Biomasa (g · l -1) %  PHB (p/ p) a PHB (g · l -1)  max  (h -1) b 

K24K1 glucosa 4.90 ±  0.01 27 ±  1 1.35 ±  0.07 0.94 ±  0.09 

K24KP glucosa 11.95 ±  0.07 48 ±  1 5.75 ±  0.21 1.08 ±  0.13 

K24K1 glicerol 5.60 ±  0.01 10 ±  1 0.55 ±  0.07 0.87 ±  0.07 

K24KP glicerol 7.35 ±  1.20 46 ±  6 3.35 ±  0.07 0.98 ±  0.12 

a  La cantidad de PHB fue calculada como el porcentaje promedio con respecto al peso seco. 
b Velocidad máxima de crecimiento. 

 

3.4. Producción de PHB en cepas recombinantes de E. coli  en presencia y 

ausencia de PhaP en biorreactor 

 

A raíz de los resultados obtenidos en los cultivos en frasco agitado, se decidió realizar 

experimentos con cultivos de las cepas de E. coli productoras de PHB crecidos en biorreactor, 

que presentan varias ventajas con respecto a los realizados en frasco agitado. En primer lugar 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0.1

1.0

10.0

100.0

 K24K1/glu
 K24KP/glu
 K24K1/gly
 K24KP/gly

B
io

m
a

sa

 (
g 

· 
l-1

)

Tiempo (h)



Resultados y discusión – Parte I  

83 

se pueden utilizar volumenes mayores de cultivo, lo que hace que la producción total de 

biomasa y del producto en cuestión sea mucho mayor. Además, los cultivos en biorreactor 

pueden ser controlados y monitoreados con mayor detalle que los realizados en frasco agitado. 

Al poder regular de manera más precisa varios parámetros ligados al crecimiento, como por 

ejemplo el pH,  se logran obtener mayores niveles de crecimiento y producción del producto. 

Para los ensayos en biorreactor se utilizó medio MYA suplementado con glicerol. El glicerol 

es un sustrato muy atractivo para fermentaciones bacterianas debido a que, por ser un desecho 

de la creciente industria del biodiesel, hay una amplia oferta de este compuesto a un precio 

muy bajo o nulo (Solaiman et al., 2006). La velocidad máxima de agitación fue de 1000 rpm, la 

cual fue regulada en forma de cascada con el % de oxígeno disuelto, de manera que el mismo 

se mantenga en valores cercanos al 30%.  Se realizaron fermentaciones en lote de 48 h de 

duración, para las cepas K24K1 y K24KP. La estabilidad de los plásmidos fue determinada 

realizando recuentos al final de cada fermentación, en presencia y ausencia de los antibióticos 

correspondientes. La pérdida de ambos plásmidos fue menor al 1% para ambas cepas. En la 

Figura 15 se analizan los perfiles de acumulación de  biomasa en función del tiempo para 

ambas cepas durante las primeras 12 h de cada fermentación. La velocidad máxima de 

crecimiento (µmax) fue levemente mayor para la cepa K24KP (0.61+ /- 0.02 vs 0.57+ /- 0.05). Se 

observan mayores diferencias en los perfiles de crecimiento de ambas cepas en la entrada a la 

fase estacionaria (a partir de la hora 8). Este aumento en la biomasa total en la cepa que 

expresa PhaP podría deberse a que esta cepa acumula más PHB que la cepa control, o a que la 

presencia de PhaP tiene un efecto beneficioso para el crecimiento de E. coli, o ambas. Una 

forma de poder diferenciar entre estos  dos efectos es calcular la biomasa residual, es decir, la 

diferencia entre la biomasa total y el PHB acumulado. Se observó una mayor acumulación de 

biomasa residual en la cepa con PhaP (5.0 g · l-1  para la cepa K24K1 y 7.3 g · l-1 para la 

K24KP), lo cual indica que la presencia de PhaP estaría ejerciendo un efecto promotor sobre el 

crecimiento en E. coli (Tabla 8), es decir, la cepa con PhaP no sólo acumula mayor cantidad de 

PHB sino que también crece más. 
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Figura 15. Perfiles de biomasa para cultivos aeróbicos en biorreactor de E. coli K24K1 y 

K24KP en medio MYA/glicerol. Los resultados muestran el valor promedio  desvío estándar, 
obtenidos a partir de mediciones por duplicado de una fermentación representativa de cada 
cepa.  

 

Se analizaron varios parámetros al final de la  fermentación (Tabla 8). La cepa que expresa 

PhaP consumió más sustrato y creció 2 veces más (15 vs 8 g · l-1, respectivamente) que la cepa 

K24K1. La producción de PHB fue mayor en el caso de la cepa K24KP, la cual produjo 2.6 veces 

más PHB que la cepa control sin PhaP. También al analizar el porcentaje de PHB presente en 

las células (PHB acumulado por biomasa celular total), se observa un mayor valor en el caso de 

la cepa con PhaP (38 vs 52 % respectivamente). 

Al analizar los datos de la concentración de glicerol residual al final de la fermentación y el 

rendimiento de PHB en función del sustrato consumido (YPHB/S), se observó que la utilización del 

sustrato (glicerol) fue más eficiente en la cepa K24KP (Tabla 8). El rendimiento de PHB, junto 

con la productividad (es decir, el PHB producido por volumen de cultivo por hora) son de gran 

importancia cuando se quiere analizar la factibilidad de producir PHB a gran escala. En este 

caso, se observó que la cepa K24KP es más adecuada para la producción de PHB, ya que 

produce más PHB a partir de la misma cantidad de glicerol que la cepa sin PhaP (el rendimiento 

de PHB en función del sustrato consumido es más del doble para la cepa K24KP), y también 

consume una mayor cantidad de glicerol total. El glicerol residual al final de la fermentación fue 

de 0.54 g · l-1 en el caso de la cepa K24KP, mientras que para la K24K fue de 2.15 g · l-1 (la 

concentración inicial de glicerol al inicio de cada fermentación fue de 30 g · l-1). Al analizar la 
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productividad de PHB para ambas cepas, se observó que la misma es casi tres veces mayor en 

el caso de la cepa K24KP. 

 

Tabla 8.  Parámetros de cultivos aeróbicos en biorreactor de E. coli K24K1 y K24KP en 
medio MYA/glicerol. Los resultados muestran el valor promedio  desvío estándar, obtenidos a 
partir de mediciones por duplicado de una fermentación representativa de cada cepa.  

 
Cepa Biomasa 

 (g · l -1)  

PHB 

 (g · l -1)  

Biomasa 

resa (g · l -1)

% PHBb

(p/ p)

Glicerol res c

(g · l -1)  

Productividad PHB 

 (g PHB · l -1· h-1)  

YPHB/ S
d

K24K1 8 ±  1 3.1 ±  0.1 5.0 ±  0.9 38 ±  1 2.15 0.06 0.12 

K24KP 15 ±  1 7.9 ±  0.5 7.3 ±  1.1 52 ±  3 0.54 0.17 0. 28 

a La biomasa residual fue calculada sustrayendo el peso del PHB al valor de biomasa total. 
b La cantidad de PHB fue calculada como el porcentaje promedio con respecto al peso seco. 
c La concentración de glicerol residual fue determinado enzimáticamente al final de la fermentación.  
d  El rendimiento de PHB fue calculado sobre la base del consumo de glicerol.  
 
 

A partir de los ensayos realizados en biorreactor se puede concluir, en primer lugar, que se 

repiten los resultados obtenidos en frasco agitado, es decir, que la cepa que expresa PhaP tiene 

una mayor producción tanto de biomasa, como de PHB. Además, se analizaron distintos 

parámetros como el rendimiento en función del sustrato consumido y la productividad de PHB, 

que sugieren que K24KP es una cepa más eficiente para la producción de  PHB que la cepa sin 

PhaP, ya que acumula más PHB, crece más, y utiliza más eficientemente el sustrato. 

 

Las células fueron analizadas mediante microscopía con el fin de detectar cambios en la 

morfología celular, ya que se ha reportado la tendencia de las células a formar filamentos en 

algunas cepas recombinantes al crecer en biorreactor (Lee, 1994; Lee y Chang, 1995).  Las 

células que expresan PhaP resultaron tener un mayor tamaño, lo cual probablemente se deba a 

que tienen un mayor contenido de PHB. En ninguna de las cepas analizadas en este trabajo se 

observó filamentación (Figura 16, A y C). La producción de PHB fue observada 

microscópicamente mediante una tinción específica de PHB y posterior visualización al UV, 

donde se observó una mayor acumulación en la cepa que expresa PhaP, tanto en la cantidad de 

células que acumulan PHB, como en el contenido de PHB en cada célula (Figura 16, B y D). 
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Figura 16. Microscopía de cultivos de 48 h de las cepas K24K1 y K24KP crecidas en 
biorreactor. Los extendidos de células se observaron al microscopio con un aumento de 1000x. 
Se realizaron tinciones específicas con el colorante Azul del Nilo para detectar el PHB presente 
en  las cepas mediante luz UV. A, K24K1 campo claro; B, K24K1 luz UV; C, K24KP campo claro; 
D, K24KP luz UV. 

 
 

Se observaron las células mediante microscopía electrónica de transmisión para los cultivos 

realizados en biorreactor (Figura 17). En este caso, se observaron gránulos bien definidos en la 

cepa K24KP, mientras que en la cepa sin PhaP no se observaron gránulos definidos, lo que 

podría deberse al bajo porcentaje de PHB en las células, o a una deficiencia en la formación de 

gránulos, debido a la ausencia de PhaP. A su vez  hubo un mayor número de células con PHB 

en la cepa K24KP.  

 

A B

C D
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Figura 17.  Microscopía electrónica de transmisión de cultivos en biorreactor de 48 h de 

las cepas K24K1 (A y B) y K24KP (C y D). 
 

Se realizaron experimentos en frasco agitado donde se analizó el efecto de PhaP  en la 

acumulación de PHB en cepas de E. coli conteniendo los genes pha de C. necator  (York et al., 

2002; Seo et al., 2003). En estos trabajos se observó una mayor acumulación de biomasa y de 

PHB en las cepas conteniendo PhaP. En este trabajo analizamos el efecto de PhaP de 

Azotobacter sp. FA8 en la acumulación de PHB y el crecimiento, en cultivos en frasco agitado y 

en biorreactor. Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos en la bibliografía, ya que 

se obtuvieron mayores valores de acumulación de PHB en todas las condiciones de cultivos 

analizadas en la cepa que expresa PhaP. Al analizar el efecto de la presencia de PhaP sobre el 

crecimiento, se observó que las cepas que expresan la fasina crecieron más, tanto en frasco 

agitado, como en biorreactor. El aumento en la biomasa se debe en parte por el aumento en la 

acumulación de polímero, pero, al comparar la biomasa residual (es decir, el peso seco total  al 

que se le sustrajo el valor de PHB), se observa que las células que expresan PhaP crecen más, 

en todas las condiciones de cultivo utilizadas. Estos resultados sugieren que PhaP tiene un 
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efecto promotor del crecimiento en cepas de E. coli productoras de PHB. Como PhaP recubre 

los gránulos de PHB, podría actuar como una barrera entre el polímero y componentes 

citoplasmáticos. El efecto promotor del crecimiento en las cepas de E. coli  productoras de PHB 

que expresan PhaP agrega una ventaja adicional al uso de cepas recombinantes que expresen 

esta proteína, ya que no sólo se produce un aumento en la acumulación de PHB, sino que 

además se produce un aumento en la biomasa total.  

En estudios de microscopía electrónica realizados en cepas de E. coli conteniendo los 

genes phaBAC y phaP de C. necator, se observó una mayor cantidad de gránulos de menor 

tamaño, al compararlas con la cepa sin PhaP (York et al., 2002; Seo et al., 2003). Las 

diferencias observadas entre los resultados obtenidos en este trabajo y los descriptos  en la 

bibliografía pueden deberse a que en nuestro caso se realizaron ensayos en biorreactor, lo cual 

puede modificar la morfología del citoplasma celular y la dinámica de formación de los gránulos 

de PHB.  Hasta la fecha no hay trabajos donde se analice mediante microscopía electrónica la 

acumulación de PHB en biorreactor (tanto en productores naturales como en E. coli  

recombinante). 

Se han propuesto distintas hipótesis para explicar el efecto positivo de PhaP sobre la 

acumulación de PHB en productores naturales (Pötter y Steinbüchel, 2005). Las fasinas podrían 

aumentar la actividad de enzimas involucradas en la síntesis del polímero, o beneficiar a las 

células mediante su rol de barrera entre el polímero y componentes citoplasmáticas 

(Wieckzorek et al., 1995). La primera hipótesis es apoyada por estudios realizados in vitro en 

donde se  vio que PhaP de C. necator aumenta la actividad de PhaC2 de P. aeruginosa (Qi et 

al., 2000). Pero al realizar ensayos in vivo con los genes pha de C. necator  (Seo et al., 2004), 

no se reportó un aumento en la actividad de los tres genes estructurales en presencia de PhaP. 

Los resultados obtenidos en nuestro caso concuerdan con los obtenidos por York y 

colaboradores (York et al., 2002), donde se concluye que las cepas que expresan PhaP tienen 

un efecto promotor del crecimiento y acumulación del polímero, debido a un efecto protector de 

PhaP, el cual es más evidente al aumentar la densidad de los cultivos (Figura 15 y Tabla 8) 

(York et al., 2002). Continuando con esta hipótesis, el efecto de PhaP sobre la producción de 

PHB y la biomasa debería ser más evidente en cultivos con mayores niveles de crecimiento, 

como  los utilizados en la producción industrial del polímero. 
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3.5. Análisis de las propiedades fisicoquím icas del PHB purificado a partir de 

cult ivos en biorreactor 

 

Se realizó una extracción de polímero al final de cada una de las fermentaciones mediante  

extracción con cloroformo y posterior precipitación con etanol (Figura 18), y se midió el peso 

molecular y las propiedades físicas del PHB purificado extraído de ambas cepas (Tabla 9).  

 

 

 

Figura 18 . PHB purificado de las fermentaciones en MYA/glicerol. El PHB fue extraído a 
partir de la biomasa liofilizada obtenida al final de las fermentaciones, mediante sucesivas 
extracciones con cloroformo y posterior precipitación con etanol, según se detalla en materiales 
y métodos. El polímero de la izquierda es el correspondiente a la cepa K24K1, y el de la derecha 
a K24KP.  

 

En primer lugar se analizó el peso molecular relativo (Mr) del polímero extraído de los 

cultivos de ambas cepas. Una propiedad deseable en un polímero para que sea apto para el 

procesamiento a nivel industrial es que tenga un alto peso molecular, de manera que mantenga 

su fuerza luego de ser procesado (Madison y Huisman, 1999). El peso molecular del PHB 

extraído de la cepa K24KP fue levemente mayor que el de K24K1 (2.04 MDa y 1.80 MDa, 

respectivamente). 

En estudios realizados con cepas recombinantes de E. coli conteniendo los genes pha de P. 

denitrificans, se vio que la presencia de PhaP causó una disminución en el Mr  (Maehara et al., 

1999). Las diferencias obtenidas con nuestros resultados podrían deberse a factores como el 

contexto genético (son distintas cepas de E. coli, y los genes pha a su vez son de diferentes 

especies), a la utilización de distintas medios de cultivos, y a diferentes niveles de crecimiento, 
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ya que los ensayos de Maehara y colaboradores fueron realizados en frasco agitado, mientras 

que los nuestros fueron realizados en biorreactor. Estos resultados sugieren una posible 

correlación entre la cantidad de polímero acumulado y su peso molecular, ya que los valores 

obtenidos fueron mayores en cultivos con una mayor acumulación de PHB. La cepa K24K1 

acumuló un 38% (p/p) de PHB, y el Mr fue de 1.80 MDa, mientras que la cepa K24KP acumuló 

un 52 % (p/p), siendo el Mr  de 2.01 MDa. Esto también fue observado en fermentaciones 

realizadas con la cepa K24KP con distintos niveles de aireación, utilizando glucosa o glicerol 

como sustrato (ver próxima parte de resultados). Al analizar las características del PHB extraído 

de cepas de C. necator con deleciones en los genes phaP, no se encontró ningún efecto sobre 

el peso molecular del polímero (Kuchta et al., 2007). Serían necesarios más estudios para 

confirmar si el aumento observado en el peso molecular del PHB extraído de la cepa K24KP es 

debido a un efecto directo de PhaP sobre las propiedades del polímero, o si es una 

consecuencia de los niveles de crecimiento y acumulación de PHB de la cepa. 

 

Tabla 9 . Propiedades físicas del PHB purificado de los cultivos en biorreactor, para las 
cepas K24K1 y K24KP.  

 
Cepa Mr (106 Da) a Tm ( º C) b %  Cristalinidad c 

K24K1 1.80 169.8 ±  0.4 52.6 ±  0.4 

K24KP 2.04 177.3 ±  0.5 66.4 ±  1.5 

a La masa molecular relativa fue calculado midiendo la viscosidad intrínseca del PHB purificado. 
b La temperatura de fusión fue determinada mediante calorimetría diferencial de barrido. 
c El % de cristalinidad fue estimado a partir de la entalpía de fusión obtenida de la DSC. 
 

Con el objetivo de analizar el estado morfológico del polímero extraído se estudió la 

temperatura de fusión (Tm), y el porcentaje de cristalinidad del PHB de ambas cepas 

recombinantes, mediante calorimetría diferencial de barrido (DSC). El polímero extraído de la 

cepa K24KP presentó un mayor % de cristalinidad, lo que estaría indicando una mayor rigidez 

del mismo. Las diferencias entre las dos cepas pueden deberse a la presencia de PhaP o a 

diferencias en el crecimiento y/o utilización del sustrato. Estos valores son similares a los 

obtenidos para cultivos de la cepa K24K (K24K1, sin el vector pBBR1-MCS), realizados en 

biorreactor con lactosuero como sustrato, y a los obtenidos para PHB producido por C. necator 

y Azotobacter sp. FA8 (Nikel et al., 2006a). 
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4.  Conclusiones  
 
En esta primera parte de la Tesis se estudió el efecto de la proteína de unión a gránulos de 

PHB, PhaP, sobre el crecimiento, producción de PHB, y propiedades del polímero, en cepas de 

E. coli recombinantes conteniendo los genes phb de Azotobacter sp. FA8. La nueva cepa de E. 

coli productora de PHB (K24KP), resultó ser una cepa más adecuada para la síntesis del 

polimero, por presentar mayores niveles de acumulación de biomasa y de PHB, tanto en 

ensayos realizados en frasco agitado, como en biorreactor. Debido a ello, se concluye que la 

presencia de PhaP no sólo afecta la acumulación del polímero, sino que también tiene un efecto 

promotor sobre el  crecimiento bacteriano. 
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BB..  EEff eecctt oo  ddee  dd iisstt iinn tt ooss  nn iivveelleess  ddee  aaii rr eeaacciióónn   ssoobbrr ee  llaa  pprr oodduucccciióónn   ddee  ppooll ii (( 33--

hh iiddrr ooxx iibbuu tt ii rr aatt oo))   aa  ppaarr tt ii rr   ddee  gg lluuccoossaa  yy   gg ll ii cceerr ooll   eenn   EE..  ccooll ii   rr eeccoomm bbiinnaanntt ee  

 

1. I ntroducción 
 

A partir de la creciente oferta de glicerol, subproducto principal de la industria del 

biodiesel, en los últimos años ha crecido el interés en la utilización de glicerol como sustrato en 

fermentaciones bacterianas. Debido a ello, hemos elegido este sustrato para continuar con los 

estudios acerca de la síntesis de PHB en E. coli. En estudios realizados anteriormente en esta 

tesis, se observaron diferencias en el crecimiento y acumulación de PHB al utilizar glucosa o 

glicerol como fuente de carbono en cepas recombinantes de E. coli productoras del polímero. El 

PHB es un polímero reducido que requiere acetil-CoA y poder reductor para su síntesis (Ahn et 

al., 2000), por lo que su producción se ve afectada por el estado redox de las células, y, por lo 

tanto, por la disponibilidad de oxígeno.  La mayoría de los estudios realizados acerca de la 

producción de PHB en E. coli recombinante han sido efectuados con glucosa o lactosa como 

fuente de carbono. Al utilizar estos azúcares, la acumulación de PHB se ve favorecida a altos 

niveles de aireación ya que, al disminuir la disponibilidad de oxígeno, las células tienden a dirigir 

el flujo de carbono hacia la síntesis de otros productos metabólicos como el acetato (Lee et al., 

1999; Ahn et al., 2000; Li, 2007). El estado redox de las células se ve afectado por la 

disponibilidad de oxígeno y otros aceptores de electrones, pero también por la capacidad de las 

células de generar poder reductor. A su vez, esta capacidad depende de la fuente de carbono 

utilizada y las vías metabólicas mediante las cuales se cataboliza. En estudios anteriores se ha 

observado que la distribución de carbono entre diferentes productos metabólicos es afectada 

por el estado de oxidación de los sustratos utilizados (San et al., 2002). Como el glicerol es un 

sustrato más reducido que la glucosa o la lactosa, se espera que los efectos de diferentes 

condiciones de aireación sobre la síntesis de PHB en E. coli utilizando como fuente de carbono 

glicerol no sean los mismos que cuando se utilizan sustratos más oxidados. En esta parte de la 

tesis se analizarán los efectos de diferentes condiciones de aireación sobre la síntesis de PHB en 

E. coli utilizando glicerol, y se compararán con los observados con glucosa, el sustrato más 

utilizado y caracterizado.  
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2. Objetivos 
 

- Estudiar el efecto de diferentes niveles de aireación sobre la producción de PHB, en una 

cepa recombinante de E. coli productora de PHB y PhaP (K24KP), utilizando como fuente de 

carbono glucosa o glicerol, en cultivos en frasco agitado. 

- Analizar el crecimiento y acumulación del polímero, y el metabolismo de la cepa K24KP 

bajo diferentes condiciones de aireación con glucosa o glicerol, en cultivos en biorreactor. 

- Analizar las propiedades fisicoquímicas del polímero extraído a partir de los diferentes 

cultivos realizados en biorreactor. 

 

3.  Resultados y discusión 
 

3.1. Efecto de diferentes niveles de aireación sobre la producción de PHB en E. 

coli con glucosa o glicerol, en cu lt ivos en  frasco agitado 

 

Se realizaron cultivos en frasco agitado de la cepa K24KP con cuatro niveles de aireación 

distintos (ver materiales y métodos) (Figura 19), en un medio de cultivo rico (MYA), utilizando 

glucosa o glicerol como fuente de carbono. Se analizó el crecimiento y acumulación del 

polímero a las 48 h de cultivo. Los niveles de crecimiento observados fueron similares con 

ambos sustratos. La acumulación de biomasa fue mayor al aumentar los niveles de aireación 

del cultivo, para ambas fuente de carbono utilizadas, llegando a 6.32 ±  0.01 g · l-1 para los 

cultivos crecidos en glucosa y 7.01 ±  0.01 g · l-1 en glicerol en las condiciones de mayor 

aireación. Al analizar la producción de PHB, la cantidad de polímero acumulado en los cultivos 

con glucosa acompañó el crecimiento, es decir, a mayores niveles de aireación, se observó un 

mayor crecimiento y acumulación de PHB (Figura 19). A diferencia de lo observado en los 

cultivos con glucosa, en el medio con glicerol el mayor contenido de PHB fue obtenido a una 

condición intermedia de aireación, y fue menor en condiciones de mayor aireación. Estos 

resultados reflejan las diferencias en el estado de oxidación de las células en determinadas 

condiciones de aireación cuando se usan sustratos con diferentes grados de oxidación. Se 

puede concluir que las condiciones óptimas de aireación para la síntesis del PHB en E. coli  

dependen de la fuente de carbono utilizada como sustrato.   
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   A            B 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19.  Acumulación de biomasa (A) y PHB (B) para la cepa K24KP en cultivos en 

frasco agitado en medio MYA suplementado con 3% (p/vol) de glucosa (triángulos) o glicerol 
(círculos) bajo distintas condiciones de aireación. Se muestran los valores promedio de 
mediciones realizadas por duplicado de dos experimentos independientes. Las desviaciones 
estándar fueron menores al 5% de la media en todos los casos.  

 
 

3.2. Efecto de diferentes niveles de aireación sobre la producción de PHB en E. 

coli con glucosa o glicerol, en cult ivos en  biorreactor  

 

Con el objetivo de estudiar con mayor detalle el efecto de los distintos niveles de aireación 

y de la fuente de carbono sobre la producción del polímero en E. coli, se realizaron ensayos en 

biorreactor en lote, utilizando dos condiciones de aireación (125 y 500 rpm), con glucosa o 

glicerol como sustrato, utilizando un suministro constante de aire (ver materiales y métodos). 

Al observar el crecimiento de las células se obtuvieron los resultados esperados, ya que los 

cultivos crecieron más en condiciones de mayor agitación, siendo los valores finales similares 

para ambas fuente de carbono. La velocidad máxima de crecimiento fue levemente mayor para 

los cultivos en glucosa, lo cual se debe probablemente a que la misma se metaboliza de manera 

más rápida que el glicerol (Figura 20 y Tabla 10). En cuanto a la relación entre la aireación y la 

acumulación de PHB, se obtuvieron nuevamente resultados sorprendentes, similares a los 

obtenidos en frasco agitado. Los cultivos realizados con glucosa como sustrato acumularon 

37.2% (p/p) de polímero a 500 rpm,  1.8 veces más que a 125 rpm, condiciones en que se 
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produjo un 20.7% (p/p) de PHB (Tabla 10). Por el contrario, los cultivos crecidos utilizando 

glicerol mostraron un comportamiento diferente al observado con glucosa: en este caso la 

producción de PHB a 125 rpm fue 1.8 veces mayor que a 500 rpm, ya que a 125 rpm se 

acumuló un 30.1% (p/p) de polímero, mientras que a 500 rpm el contenido de PHB llegó a 

16.9% (p/p).  

 

 
        A       B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20.  Perfiles de fermentación para la cepa K24KP crecida con glicerol o glucosa en 

cultivos en biorreactor a alta (A) o baja (B) aireación. Biomasa en cultivos con glicerol, 
triángulos abiertos; Biomasa en cultivos con glucosa, triángulos cerrados; contenido de PHB en 
cultivos con glicerol, círculos abiertos; contenido de PHB en cultivos con glucosa, círculos 
cerrados. Se muestran los valores promedio de mediciones realizadas por duplicado de dos 
experimentos independientes. Las desviaciones estándar fueron menores al 5% de la media en 
todos los casos.  

 

Al determinar el consumo de sustrato, se observó que éste fue mayor en los cultivos 

crecidos  a 125 rpm, para ambas fuentes de carbono (Tabla 10). Esto podría deberse a que la 

obtención de energía es más eficiente cuando los niveles de aireación son mayores, lo que se 

refleja a su vez en las diferencias observadas en el crecimiento. Asimismo, el consumo 

específico de sustrato (q) fue mayor con  glicerol, el sustrato más reducido, lo cual concuerda 

con resultados obtenidos previamente en  E. coli  al utilizarse fuentes de carbono con distintos 

niveles de oxidación (San et al., 2002). Al analizar el consumo de oxígeno, se obtuvieron 

resultados consistentes con los diferentes niveles de oxidación de los sustratos utilizados (0 

para la glucosa y -2 para el glicerol), ya que los cultivos crecidos en glicerol consumieron 

aproximadamente el doble de oxígeno que los cultivos con glucosa (Tabla 10). 
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Tabla 10.  Parámetros de fermentación de la cepa K24KP crecida con glucosa o glicerol en 

biorreactor con diferentes niveles de aireación. 
 

Condiciones de 

cult ivo 

Biomasa 

(g · l -1)  

% PHB  

(p/ p) a 

µmax 

(h -1) b 

Consumo de 

O2 (mol O 2 · 

gbiomasa
-1 · h-1) c 

qsustrato   

(mmol · g biomasa
-

1 · h-1) d 

125 rpm 4.75 ±  0.05 30.2 ±  0.4 0.69 ±  0.02 9.6 ±  0.5 1.86 ±  0.12 Glicerol 

500 rpm 9.62 ±  0.02 16.9 ±  0.3 0.79 ±  0.02 8.9 ±  1.3 1.05 ±  0.04 

125 rpm 4.45 ±  0.02 20.4 ±  0.1 0.75 ±  0.03 4.9 ±  0.5 1.41 ±  0.02 Glucosa 

500 rpm 9.43 ±  0.01 37.2 ±  0.5 0.89 ±  0.04 5.1 ±  0.4 0.75 ±  0.18 

a La cantidad de PHB fue calculada como el porcentaje promedio con respecto al peso seco. 
b Velocidad máxima de crecimiento. 
c El consumo de oxígeno fue determinado como se detalla en materiales y métodos. 
d La tasa de consumo específica (q) fue calculada sobre los consumos de glucosa o glicerol. 
 

 

3.3. Perfiles metabólicos de los cult ivos en biorreactor  con diferentes niveles 

de aireación y fuentes  de carbono  

 

Las diferencias obtenidas en cuanto al crecimiento y acumulación de PHB a partir de 

glucosa o glicerol en las dos condiciones de aireación estudiadas reflejan diferencias en la 

utilización de los sustratos y el metabolismo en general. Para analizar con mayor profundidad 

las diferencias en el flujo de carbono en E. coli  productora de PHB en los cultivos en 

biorreactor bajo estas condiciones, se midieron también las concentraciones de algunos de los 

productos metabólicos mayoritarios: etanol, acetato, formiato y lactato. En la Figura 8 de la 

Introducción se muestran las principales vías metabólicas involucradas en el catabolismo de la 

glucosa y el glicerol en E. coli. 

Tanto las fuentes de carbono como las diferentes condiciones de aireación utilizadas 

afectaron la distribución de carbono en los productos metabólicos analizados. El glicerol tiene 

un estado de oxidación menor que la glucosa (-2 y 0 respectivamente), por lo que su 

catabolismo produce una mayor cantidad de equivalentes de reducción. Esto tiene un efecto 

directo en la relación intracelular NADH/NAD+ , lo que genera que el flujo de carbono se dirija 

hacia la síntesis de productos más reducidos con el objetivo de mantener el balance redox en la 
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célula. Además, la disponibilidad de oxígeno también afecta el estado de oxidación celular, 

modificando la producción de los distintos metabolitos.  

El cociente entre las concentraciones intracelulares de etanol/acetato puede ser utilizada 

como un indicador del estado redox  de la célula (San et al., 2002; Nikel et al., 2008b). La 

síntesis de etanol consume dos moléculas de NADH, mientras que la formación de acetato no 

consume NADH, por lo que un valor alto de este cociente es indicativo de un estado reducido, 

que resulta en una mayor producción de metabolitos reducidos (Figura 8). Se observó una 

buena correlación entre los valores del cociente etanol/acetato obtenidos y las distintas 

condiciones de cultivo utilizadas. El mayor valor (4.04 ±  0.01 mol · mol-1) correspondió a los 

cultivos crecidos en glicerol a 125 rpm, seguido de los cultivos en glicerol a 500 rpm (2.66 ±  

0.01 mol · mol-1), y de los cultivos en glucosa a 125 rpm (1.03 ±  0.05 mol · mol-1). El menor 

valor (0.75 ±  0.05 mol · mol-1) se obtuvo con la fuente de carbono más oxidada (glucosa), y la 

máxima agitación (500 rpm).  

 

En los cultivos crecidos a baja agitación (125 rpm), las concentraciones de lactato y 

formiato fueron mayores que las obtenidas a alta agitación (Figura 21) con ambas fuentes de 

carbono utilizadas, lo cual concuerda con estudios realizados por Shalel-Levanon y 

colaboradores, quienes estudiaron la producción de distintos metabolitos en cultivos continuos 

limitados en glucosa, con distintos niveles de agitación (Shalel-Levanon et al., 2005b). El 

aumento en la concentración de lactato fue más pronunciado, probablemente debido a que su 

síntesis requiere poder reductor, mientras que la de formiato no (Clark et al., 1988). 

En los cultivos crecidos en glucosa a baja agitación (en comparación con alta agitación)  la 

cantidad de PHB acumulado se redujo 3.5 veces (de 29.4 a 8.5 mM), mientras que la 

concentración de lactato se redujo 5.9 veces, y la producción de acetato, la cual no consume 

poder reductor, disminuyó 2 veces (Figura 21). La cantidad de etanol producido no sufrió 

demasiados cambios, pero la disminución en la cantidad de acetato causó una disminución 

significativa en el cociente etanol/acetato, lo cual refleja un estado más reducido en la célula. 

En los cultivos crecidos en glicerol, la reducción en la disponibilidad de oxígeno favoreció la 

formación de PHB y etanol, los cuales aumentaron 2.6 y 2.2 veces respectivamente, al 

comparar los valores con los de alta aireación (Figura 21). También se observó un aumento en 

la producción de acetato, lactato y formiato (1.5, 11.4 y 4.1 veces, respectivamente). El 

pronunciado aumento en la concentración de etanol, junto con la pequeña disminución en la 

concentración de acetato, dio lugar a que el cociente etanol/acetato sea alto, reflejando el alto 

grado de reducción de las células. El gran aumento observado en la formación de lactato puede 
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ser debido a que las células también recurran al lactato para utilizar el exceso de poder 

reductor.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
Figura 21. Síntesis de PHB, acetato, formiato, lactato y etanol en cultivos en biorreactor 

de la cepa K24KP con glicerol o glucosa bajo distintas condiciones de aireación. Se muestran los 
valores promedio ±  desvío estándar de mediciones realizadas por duplicado de dos 
experimentos independientes.  

 

Se observó un aumento en la tasa de consumo específica de la fuente de carbono al 

disminuir la aireación, con ambas fuentes de carbono (Tabla 10). En los cultivos con glucosa,  el 

flujo de carbono fue dirigido hacia la síntesis de formiato y lactato, mientras que la formación 

de PHB y etanol se redujo (Tabla 11). En los cultivos con glicerol, en cambio, el flujo de 

carbono fue dirigido hacia la síntesis de compuestos más reducidos, es decir, hacia la 

producción de PHB y etanol. En los cultivos crecidos a 500 rpm, el flujo de carbono fue dirigido 

en mayor medida habia la producción de biomasa, lo cual se ve reflejado en los valores de 
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biomasa residual obtenidos. En los  cultivos con glucosa, la biomasa residual fue de  3.54 ±  

0.03 g · l-1 a 125 rpm y 5.92 ±  0.04 g · l-1 a 500 rpm, mientras que en los cultivos con glicerol 

se obtuvieron valores de  3.32 ±  0.02 g · l-1 y 7.99 ±  0.03 g · l-1 a 125 y 500 rpm, 

respectivamente. En los cultivos crecidos con glicerol a alta aireación, se obtuvieron bajas 

cantidades de los productos metabólicos medidos (Figura 21), lo cual se correlaciona con los 

altos valores de acumulación de biomasa, y probablemente con la producción de compuestos 

más oxidados, como CO2.  

 

El comportamiento de los cultivos crecidos con glucosa fue distinto al observado con 

glicerol, debido a que el carbono de la glucosa es dirigido principalmente hacia la formación de 

lactato y formiato cuando la disponibilidad de oxígeno es menor, como se ha descripto 

anteriormente (San et al., 2002). La productividad específica de etanol aumentó 1.5 veces, pero 

la de PHB disminuyó 1.7 veces en las condiciones de baja aireación utilizando glucosa (Tabla 

11). Estudios realizados por Shalel-Levanon y colaboradores mostraron que la productividad 

específica de etanol, formiato y lactato se veían incrementados al reducirse la disponibilidad de 

oxígeno en cultivos continuos de E. coli limitados en glucosa (Shalel-Levanon et al., 2005a). 

 

 
Tabla 11.  Tasa de producción específica de PHB, acetato, formiato, lactato y etanol en 

cultivos en biorreactor de la cepa K24KP con glicerol o glucosa bajo distintas condiciones de 
aireación. Se muestran los valores promedio de mediciones realizadas por duplicado de dos 
experimentos independientes.  

 
Tasa de producción específica ( q)  (µmol · g biomasa

-1 · h-1)  
Condiciones de cult ivo 

PHB Etanol Acetato Formiato Lactato 

125 rpm 194 ±  8 630 ±  8 160 ±  5 220 ±  6 110 ±  24 
Glicerol 

500 rpm 55 ±  6 141 ±  8 53 ±  1 26 ±  1 5 ±  1 

125 rpm 79 ±  6 134 ±  33 130 ±  16 459 ±  2 308 ±  10 
Glucosa 

500 rpm 130 ±  13 87 ±  15 116 ±  33 171 ±  5 24 ±  1 

 

Los resultados obtenidos indican que en los cultivos crecidos con glicerol, los altos niveles 

de aireación produjeron un metabolismo más oxidativo, lo que se vio reflejado en menores 

concentraciones de los productos de fermentación, con excepción del etanol (Tabla 11). Al 

comparar los cultivos crecidos en glicerol a distintos niveles de agitación se observó que el flujo 

de carbono fue redirigido hacia la formación de ácidos, pero también hacia la producción de 
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etanol y PHB, al bajar la aireación. Como resultado, la productividad específica fue 4.5 veces 

mayor para el etanol y 3.5 veces mayor en el caso del PHB en los cultivos con baja aireación. La 

productividad específica de síntesis de PHB en los cultivos crecidos con glicerol a 125 rpm, fue 

la mayor al comparar con el resto de las condiciones de cultivo estudiadas, resultando en un 

valor de 194 µmol · gbiomasa
-1 · h-1. 

 

En conjunto, estos resultados muestran que E. coli recombinante productora de PHB 

responde de maneras muy diferentes a distintos niveles de aireación al utilizar glucosa o glicerol 

como fuente de carbono. Las condiciones óptimas de agitación para la producción de PHB 

varían entonces dependiendo de los sustratos que se utilizen. Los valores más altos se 

obtuvieron a alta agitación en el caso del sustrato más oxidado (glucosa), y a una agitación 

baja en el caso del sustrato más reducido (el glicerol). 

 

3.4. Peso molecular y propiedades físicas del PHB produc ido en las diferentes 

condiciones de cult ivo analizadas 

 

Se han realizado varios estudios acerca de las propiedades físicas y químicas de los PHA 

obtenidos a partir de varias fuentes de carbono, incluido el glicerol. En ellos se encontró que el 

peso molecular relativo (Mr) de los PHA obtenidos a partir de glicerol era significativamente 

menor que el obtenido a partir de otros  sustratos, siendo en general menor a 1 MDa.  

En estudios realizados por varios investigadores utilizando diferentes cepas bacterianas 

productoras de PHAs (Taidi et al., 1994; Cavalheiro et al., 2009) se observó que el peso 

molecular de los polímeros obtenidos a partir de glicerol era de menos de la mitad que el 

obtenido a partir de otros sustratos, como glucosa o lactosa. Además, se observó que el Mr  del 

PHB producido a partir de glicerol disminuía al aumentar la concentración de sustrato (Ashby et 

al., 2004). Al analizar con mayor detalle este efecto, se concluyó que el mismo es debido a una 

terminación temprana en la cadena del polímero causada por el glicerol (Madden et al., 1999).  

Valores bajos de Mr son poco deseables en el procesamiento industrial del polímero y en 

las propiedades físicas finales del polímero, por lo que la utilización de glicerol como sustrato en 

la producción de PHA fue discutida en la literatura como poco conveniente. 

Se extrajo el PHB producido a partir de los cultivos en biorreactor, para ambas fuentes de 

carbono, en las dos condiciones de aireación estudiadas. La extracción se realizó de la misma 

manera que se detalla en la parte anterior de resultados de esta tesis. Al comparar las 

propiedades físicas del PHB producido por la cepa K24KP en cultivos en biorreactor utilizando 

glucosa o glicerol como fuente de carbono, se observó que el polímero obtenido de los cultivos 
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en glicerol sólo tenía un Mr entre un 12 y un 14 % menor que el obtenido con glucosa, en los 

cultivos de baja y alta aireación respectivamente, y en todos los casos era mucho mayor a 1 

MDa (Tabla 12). El Mr obtenido de cultivos en glicerol a alta aireación fue levemente mayor que 

el obtenido a baja aireación (1.9 vs 1.7 MDa), mientras que el Mr de los cultivos en glucosa fue 

similar para las dos condiciones de aireación utilizadas (2.2 vs 2.3 MDa). Al realizar cultivos en 

biorreactor de las cepas K24K1 y K24KP en condiciones de aireación mayores (máxima 

agitación de 1000 rpm), también con glicerol como fuente de carbono (Parte A de Resultados), 

se obtuvieron valores inclusive mayores  (1.80 MDa para la cepa K24K1, y 2.04 MDa para la 

K24KP). 

  

Tabla 12.  Propiedades físicas del PHB extraído de cultivos en biorreactor de la cepa 
K24KP con glicerol o glucosa bajo distintas condiciones de aireación. 

 
Condiciones de cult ivo Mr

a (106 Da) Tg
b ( º C)  Tm

c
 ( º C)  %  Cristalinidad

125 rpm Glicerol 1.90 ±  0.05 6.97 ±  0.1 175.1 ±  0.1 57.3 ±  1.0 

500 rpm Glicerol 1.71 ±  0.05 4.91 ±  0.1 173.1 ±  0.1 52.6 ±  1.0 

125 rpm Glucosa 2.21 ±  0.05 3.13 ±  0.1 177.0 ±  0.1 60.8 ±  1.0 

500 rpm Glucosa 2.28 ±  0.05 5.13 ±  0.1 177.3 ±  0.1 61.7 ±  1.0 

a Mr, peso molecular relativo. 
b Tg, temperatura de transición vítrea. 
c Tm, temperatura de fusión. 
 

Las temperaturas de transición vítrea, fusión y el porcentaje de cristalinidad del polímero 

obtenido en las diferentes condiciones de cultivo también fueron determinadas. Sólo se 

observaron diferencias menores en estos parámetros al comparar los cultivos con ambas 

fuentes de carbono y con los distintos niveles de aireación utilizados. Los valores obtenidos 

fueron similares a los obtenidos en el parte A de resultados en esta tesis, para cultivos en 

biorreactor de las cepas K24K1 y K24KP con glicerol como sustrato. Además, estos parámetros 

fueron similares a los obtenidos para cultivos de la cepa K24K (la misma cepa que la K24K1, 

pero sin el vector pBBR-MCS), realizados en biorreactor con lactosuero como sustrato, y a los 

obtenidos para PHB producido por C. necator y Azotobacter sp. FA8 (Nikel et al., 2006a), y a 

valores encontrados en la literatura (Zhao et al., 2003). Por lo que se puede concluir que el PHB 

producido por la cepa de E. coli K24KP en las condiciones ensayadas, presenta propiedades 

similares al PHB extraido de otras bacterias, incluyendo el polímero extraido de bacterias 

productoras naturales. 
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4.  Conclusiones 
 

Se estudió la acumulacion de PHB y de otros metabolitos en la cepa K24KP, bajo diferentes 

condiciones de aireacion, utilizando glucosa o glicerol como fuente de carbono. Al ser el glicerol 

un sustrato más reducido que la glucosa, su catabolismo libera una mayor cantidad de 

equivalentes de reducción que la glucosa, los cuales son utilizados en la producción de PHB, 

resultando en mayores niveles de acumulación del polímero en condiciones de aireación bajas. 

Asimismo, se midió la masa molecular relativa del PHB extraído a partir de ambas fuentes de 

carbono, cuyos valores resultaron ser similares en ambos casos. 
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AA..    EEff eecctt oo  ddee  llaa  pprr oodduucccciióónn   ddee  PPHHBB  eenn   EE..  ccooll ii     rr eeccoomm bbiinnaanntt ee 

 

1. I ntroducción 

 

E. coli es el microorganismo mejor conocido, que presenta númerosas ventajas para la 

producción heteróloga de compuestos y proteínas, debido a su alta velocidad de crecimiento y 

la facilidad con la que se puede manipular. Con el fin de optimizar la producción de PHB se han 

construído varias cepas recombinantes de E. coli productoras del polímero (Schubert et al., 

1988) (Anderson y Dawes, 1990). La producción de compuestos heterólogos en E. coli puede 

generar un estrés en las células (Hoffmann y Rinas, 2004b), lo que deriva en menores 

rendimientos del producto analizado. Para analizar el efecto de la producción de PHB en E. coli 

se han realizado estudios de proteómica en los cuales se observó un aumento en la 

concentración de proteínas relacionadas al estrés térmico, tanto en extractos proteicos totales 

(Han et al., 2001), como al purificarse los gránulos de PHB (Han et al., 2006). Al estudiar las 

proteínas unidas a los gránulos, se encontró que la mayoritaria era una sHsp denominada IbpA, 

la cual se encontraba unida a los gránulos del polímero, pero se observó que la misma era 

desplazada en presencia de la proteína PhaP (Tessmer et al., 2007). Los estudios realizados 

hasta el momento sólo analizaron los cambios producidos a nivel de la concentración de 

distintas proteínas, pero nada se sabe acerca de posibles cambios en la expresión de los genes 

relacionados a estrés, y de otros genes, en E. coli recombinante productora de PHB. Resulta de 

gran interés estudiar el efecto de la presencia de PhaP en E. coli productora de PHB, ya que al 

unirse a los gránulos del polímero, PhaP evitaría la interacción del polímero con otros 

componentes celulares. El estudio del efecto que la producción de PHB y PhaP tienen sobre la 

expresión de genes relacionados al estrés térmico y de otros genes ayudará a comprender los 

cambios que la producción de un compuesto heterólogo ejerce sobre el metabolismo de E. coli, 

y facilitará la construcción de cepas más eficientes en la producción de PHB.  

 

2. Objetivos 

 

-  Analizar si la producción de PHB ejerce algún tipo de estrés en E. coli recombinante. 

Para ello se estudiará la expresión de genes relacionados a distintos tipos de estrés, en cepas 

de E. coli productoras de PHB, y de PHB y PhaP, comparando su expresión con una cepa de E. 

coli que no acumule el polímero. 
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-  Estudiar a nivel global cambios en los niveles de expresión génica en cepas de E. coli 

productoras de PHB, y de PHB y PhaP, comparando su expresión con la cepa de E. coli que no 

acumula el polímero, a fin de detectar otros genes cuya expresión varía al producirse el 

polímero y PhaP. 

 

3. Resultados y discusión  

 

3.1  Efecto de la producción de PHB sobre la expresión d e ibpA  en E. coli 

 

Como primera aproximación al estudio de los efectos de la producción de PHB  sobre E. 

coli recombinante se  analizó la expresión del gen ibpA, el cual codifica una sHsp que se 

encontró unida a gránulos de PHB en E. coli recombinante, en ausencia de PhaP (Tessmer et al. 

2007). La expresión de ibpA se encuentra inducida ante un estrés térmico, o al expresarse 

proteínas heterólogas en E. coli  (Allen et al., 1992; Hoffmann y Rinas, 2004a).  El efecto de la 

acumulación de PHB en el citoplasma celular podría ser comparable al de la presencia de 

proteínas mal plegadas, como las producidas al ocurrir un aumento en la temperatura (Bukau, 

1993; Georgopoulus et al., 1994), o en la expresión de proteínas heterólogas, las cuales pueden 

acumularse como cuerpos de inclusión en la célula (Hoffmann y Rinas, 2004b).   

Para ello se construyeron las cepas ADA100/pQEKm (cepa control) y  ADA100/JP24K 

(productora de PHB). La cepa ADA100 (Bianchi y Baneyx, 1999) contiene una fusión 

transcripcional del promotor del gen ibpA al gen reportero lacZ, de manera de poder estudiar la 

expresión de este gen mediante la medición de la actividad de la enzima β-galactosidasa. Se 

realizaron ensayos en frasco agitado en medio MYA con glicerol como fuente de carbono, y se 

tomaron muestras cada hora, de manera de analizar la expresión del gen ibpA. Se observaron 

diferencias en la actividad de β-galactosidasa a la hora 7 de crecimiento (fase estacionaria 

temprana), en donde la expresión fue mayor en la cepa que acumula PHB (Figura 22).  
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Figura 22. Análisis de la expresión de ibpA en presencia y ausencia de PHB. Se analizó la 
expresión del gen ibpA en la cepa que contiene una fusión ibpA-lacZ, mediante medición de 
actividad β-galactosidasa (expresada como Unidades Miller), en medio MYA/glicerol a distintas 
horas de cultivo. Las mediciones fueron  realizadas por triplicado para cada cepa. Se muestran 
los valores obtenidos ±  desvío estándar de dos experimientos independientes. 

 
 
3.2 Análisis de la expresión de diversos genes mediante  qRT-PCR 

 

En base a los resultados obtenidos por otros autores en estudios de proteómica, se decidió 

analizar el efecto de la producción de PHB, y de PhaP, sobre la transcripción de 16 genes en E. 

coli recombinante mediante  qRT-PCR. Algunos de ellos son genes cuya concentración se había 

observado que aumentaba en estudios de proteómica al comparar los perfiles de una cepa 

recombinante de E. coli contendiendo los genes phb de C. necator, contra la cepa isogénica no 

productora del polímero (Han et al., 2001). Además se eligieron genes relacionados con 

diferentes tipos de estrés en E. coli. Los mismos fueron subdivididos en grupos según la función 

de la proteína que codifican (Tabla 13). Se dividió a los genes en los siguientes grupos: 

chaperonas,  factores sigma, genes que codifican proteínas relacionadas a distintos tipos de 

estrés, y genes regulatorios. 
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Tabla 13.  Genes seleccionados para analizar su expresión mediante qRT-PCR.  

Gen Proteína Función Regulado por Referencia
Chaperonas 

groEL 

Subunidad del 
complejo de 
chaperonas GroEL-
GroES. 

Chaperona. 
GroEL, GroES y  DnaK,  DnaJ 
evita el agregado de 
proteínas mal plegadas. 

RpoH 
 

Horwich et 
al., 1993 

groES 

Subunidad del 
complejo de 
chaperonas GroEL-
GroES. 

Chaperona RpoH 
Horwich et 
al., 1993 

dnaK 

Subunidad del 
complejo de 
chaperonas 
DnaJ/DnaK/GrpE. 

Chaperona RpoH 
Bukau y 
Horwich, 
1998 

ibpA IbpA o HspA 

"inclusion body-associated 
protein". Se une a proteínas 
agregadas y a cuerpos de 
inclusión. 

RpoH 
Kuczynska-
Wisnik et 
al., 2002 

Factores Sigma 

rpoH RpoH o H 
Factor sigma que regula la 
expresión de genes durante 
estrés térmico 

RpoE y a varios 
niveles 

Gross, 1996 

rpoE RpoE o E 

Factor sigma especializado en 
la respuesta a estrés (en 
especial térmico) en la 
membrana celular y sobre 
proteínas periplasmáticas.  

Inducido por 
proteínas mal 
plegadas  en el 
periplasma. 

Mecsas et 
al., 1993 

rpoS RpoS o S 
Factor sigma, regulador 
maestro en la respuesta 
general a estrés  

A varios niveles, 
actúa en fase 
estacionaria. 

Hengge-
Aronis, 
2002 

Genes de estrés 

dps Dps 
Histona, abundante en fase 
estacionaria. Protege contra 
múltiples tipos de estrés. 

RpoS. Inducida en 
hambreado.  

Almirón et 
al., 1992 

poxB PoxB Piruvato oxidasa RpoS 
Chang et 
al., 1994 

yfiD YfiD 
Piruvato formato liasa 
alternativa, involucrada en 
resistencia a estrés ácido. 

RpoS 
Wyborn et 
al., 2002 

fkpA FkpA 
Peptidil isomerasa y 
chaperona. En espacio 
periplasmático. 

RpoH 
Riehle et 
al., 2003 

Genes regulatorios 

arcA ArcA 
Regulador transcripcional redox. “aerobic respiration 
control” 

Gunsalus y 
Park, 1994 

creB CreB 
Regulador transcripcional del metabolismo del 
carbono. 

Avison et 
al., 2001 

tufA TufA 
Factor de elongación Tu. Es la proteína más 
abundante en E. coli. 

Weijland et 
al., 1992 
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Gen Proteína Función Referencia 

fruR FruR 
 Regulador transcripcional del metabolismo del 
carbono. 

Ramseier, 
1996 

pflA PflA 
Activador de la piruvato formato-liasa en 
anaerobiosis. Importante en switch aerobiosis-
anaerobiosis. 

Hesslinger 
et al., 1998 

 

Para las determinaciones se utilizaron las siguentes cepas de E. coli:  

K24K1, cepa productora de PHB;  

K24KP, cepa productora de PHB que además expresa la proteína fasina;  

y KQ1, cepa isogénica que no produce PHB ni expresa phaP.  

 

Se realizaron cultivos de 24 h en medio MYA con glicerol como fuente de carbono, en 

frasco agitado. En la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos de los cultivos, en cuanto a 

acumulación de biomasa, PHB, y proteínas totales.  

 

Tabla 14. Parámetros de los cultivos de las cepas KQ1, K24K1 y K24KP en frasco agitado. 
Los resultados muestran el valor promedio  desviación estándar, obtenidos a partir de 
mediciones por duplicado de dos experimentos independientes. 

 

Cepa 
Biomasa  
(g · l  -1)  

PHB 
(g · l  -1)  

%  PHB 
(p/ p)  

Proteínas solubles 
totales (g  · l -1)  

Proteínas solubles 
totales/ biomasa  

KQ1 9.20 ±  0.07 nd nd 2.7 ±  0.6 0.29 ±  0.13 

K24K1 11.60 ±  0.06 2.4 ±  0.1 21 ±  1 1.7 ±  0.3 0.15 ±  0.09 

K24KP 12.23 ±  0.08 3.0 ±  0.3 27 ±  2 3.5 ±  0.5 0.28 ±  0.13 
nd: no detectable 
 
Se observó una mayor acumulación de biomasa y de PHB en la cepa que expresa PhaP, lo 

cual era esperable debido a los resultados obtenidos en la Parte 1 de esta tesis. Para analizar si 

la presencia de PHB afecta el metabolismo de E. coli, se analizó la concentración de proteínas 

solubles totales, y ese valor se normalizó con respecto a la biomasa total. Este valor fue dos 

veces mayor en la cepa control que en la cepa productora de PHB (Tabla 14). La disminución 

en la cantidad de proteínas en la cepa productora de PHB podría deberse a que sustratos como 

acetil-CoA y NAD(P)H son utilizados para la síntesis de PHB, y hay menores cantidades de estos 

compuestos disponibles para la síntesis de aminoácidos. Han y colaboradores (Han et al., 

2001), obtuvieron resultados similares, al analizar la cantidad de proteínas solubles totales en 

cepas de E. coli conteniendo los genes phb de C. necator, en medio LB.  

Al analizar la cantidad de proteínas solubles totales/biomasa en la cepa K24KP, se observó 

que este valor es similar al obtenido para la cepa control. Esto sugiere que la disminución en la 

cantidad de proteínas observada en las cepas que sintetizan PHB en ausencia de PhaP no se 
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debe únicamente a la competencia por el sustrato, sino también a algún otro motivo aún no 

caracterizado, que se ve aliviado en presencia de PhaP. Una posibilidad podría ser que los 

gránulos interactúen  de alguna manera con los componentes de la maquinaria de síntesis de 

proteínas en ausencia de PhaP. 

 

Para realizar los ensayos de qRT-PCR se extrajo RNA de los cultivos a las 12 h, que 

correspondería a una fase de crecimiento estacionaria temprana. En esta fase de crecimiento 

todavía no es evidente en las células el estrés disparado por entrada en fase estacionaria y los 

niveles de acumulación de PHB ya son considerables, de manera de poder estudiar su efecto 

sobre la expresión de diferentes genes. Además, en el trabajo de proteómica realizado por Han 

y colaboradores (Han et al., 2001), también se realizaron los experimentos con las células en 

fase estacionaria temprana, por lo que los resultados obtenidos resultan más fácilmente 

comparables con los obtenidos en los ensayos de proteómica. 

Para determinar la expresión diferencial de los diferentes genes mediante qRT-PCR, se 

normalizó la expresión de cada uno de ellos contra la expresión de un gen de referencia (en 

este caso, el gen rrsB, el cual codifica RNA ribosomal) para cada una de las cepas.  Se 

corroboró que la expresión de rrsB no variara en las cepas y condiciones de cultivo utilizadas.  

El valor normalizado para cada gen en las cepas K24K1 y K24KP fue luego comparado con el 

valor obtenido para el mismo gen en la cepa control KQ1. Es decir, que los valores obtenidos 

muestran las diferencias en los niveles de expresión de un determinado gen, al comparar la 

expresión del mismo con respecto de su expresión en la cepa control. Las diferencias en los 

niveles de expresión se muestran como el log2, ya que al expresar los valores de esta manera 

se hace más fácil visualizar las diferencias obtenidas. Por ejemplo, si un determinado gen se 

expresa 4 veces más que en la cepa control,  este valor correspondería a una expresión relativa 

de 4. Pero si la diferencia fuera negativa, por ejemplo, el gen se expresa 4 veces menos, este 

valor sería de 0.25 de expresión relativa. Al pasar estos valores a escala logarítmica (base 2), se 

obtiene 2 y -2, respectivamente. Estos valores son más fáciles de visualizar, razón por la cual se 

elige mostrar las diferencias obtenidas en escala logarítmica. 

En la Figura 23 se muestran los valores obtenidos en la expresión de diferentes genes, 

siempre comparando la expresión con los de la cepa control sin PHB (KQ1). Los mismos se 

encuentran separados en los mismos grupos utilizados en la Tabla 13.  

El primer grupo incluye genes que codifican para chaperonas. Su expresión se encuentra 

inducida por la presencia de proteínas mal plegadas en el citoplasma celular, las cuales se 

agregan formando cuerpos de inclusión  (Horwich et al., 1993; Bukau y Horwich, 1998).   Estas 

chaperonas se descubrieron al estudiar el metabolismo bacteriano durante cambios bruscos en 
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la temperatura (heat shock), ya que durante un choque térmico existe un aumento en la 

cantidad de proteínas mal plegadas, la cual dispara la expresión de estos genes. Este grupo de 

genes está regulado por el factor sigma RpoH (Gross, 1996). Al analizar la expresión de este 

grupo de genes, se observó un leve aumento en la expresión de los genes groEL y groES  en la 

cepa K24K1. Estas dos proteínas forman parte de un operón, y tienen actividad de chaperonas 

(Horwich et al., 1993).  

Se observó un aumento aún mayor en la expresión de dnak y de ibpA, las cuales también 

codifican chaperonas. DnaK forma parte del complejo de chaperonas ATP-dependientes DnaK-J-

GrpE (Bukau et al., 2000). DnaK y sus co-chaperonas DnaK y GrpE son responsables del 

plegado de  una amplia variedad de proteínas, mediante repetidos ciclos de plegamientos 

(Bukau y Horwich, 1998). IbpA es una sHsp (Allen et al., 1992) que se encuentra unida a 

proteínas mal plegadas y cuerpos de inclusión y presenta actividad de chaperona in vitro, en 

ausencia de ATP (Arrigo y Randry, 1994).  

A partir de estos resultados se puede concluir que la acumulación de PHB en E. coli estaría 

generando un estrés en las células, evidenciado por el aumento en la expresión de chaperonas 

relacionadas al estrés térmico. El estrés generado por la acumulación del polímero puede ser 

comparable al que ocurre durante la producción de proteínas heterólogas en E. coli  (Hoffmann 

y Rinas, 2004b), provocando un aumento en cantidad de  de varias chaperonas relacionadas al 

estrés térmico, como es GroEL-S, DnaK e IbpA-B (Hoffmann y Rinas, 2000; Jürgen et al., 

2000). En trabajos en los que se estudió la producción de varias proteínas recombinantes en E. 

coli, incluyendo la GFP (green fluorescent protein de Aequorea victoria), en cepas mutantes en 

los genes ibpA e ibpB, y en cepas que sobreexpresaban estos genes (Han et al., 2004b), se 

observó una mayor acumulación de las proteínas recombinantes (formando cuerpos de 

inclusión) en las cepas que sobreexpresan las sHsp. Esto se debe a que estas últimas evitan la 

degradación de las proteínas recombinantes por proteasas citoplasmáticas. En estudios de 

proteómica realizados en cepas de E. coli productoras de PHB (Han et al., 2001) se observó un 

aumento en la concentración de las chaperonas DnaK y GroEL-S bajo condiciones de 

acumulación de PHB. En ese trabajo se concluyó que la producción de PHB produce un estrés 

en E. coli, pero no se logró delucidar a qué nivel se producía este efecto. Mediante los ensayos 

de qRT-PCR realizados en esta tesis se puede concluir que el estrés está regulado, al menos en 

parte, a nivel transcripcional, lo que se observa mediante el aumento en la expresión de los 

genes que codifican para chaperonas. No se descarta que haya una regulación a otro nivel, por 

ejemplo a nivel post-transcripcional, o una regulación a nivel de la actividad de estas proteínas. 

Nuestra hipótesis inicial al comenzar los ensayos de qRT-PCR era que, en presencia de 

PhaP, el estrés causado por la acumulación de PHB se vería disminuido, lo que haría que la 

http://en.wikipedia.org/wiki/Aequorea_victoria�
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expresión de los genes relacionados al estrés térmico presentaran valores menores en K24KP 

que en la cepa K24K1, y similares a los que registrados para la cepa control sin PHB. Para 

nuestra sorpresa, se observó que la expresión de este grupo de genes fue al menos dos veces 

menor en la cepa K24KP que en la control. Estos resultados sugieren que la presencia de PhaP 

estaría no sólo disminuyendo el estrés causado por la acumulación de PHB, sino que  también 

estaría ejerciendo un efecto protector en E. coli, independientemente de la producción de PHB.  

En estudios de proteómica de gránulos de PHB aislados de cepas de E. coli  en presencia y 

ausencia de PhaP, se observó que IbpA se encontraba unida a los gránulos del polímero, sólo 

en ausencia de PhaP (Tessmer et al., 2007). En ese trabajo, no se llegó a concluir si la 

presencia de PhaP tenía un efecto sobre la expresión de ibpA, o si sólo desplazaba a la misma 

por mayor afinidad a los gránulos del polímero. En los ensayos de qRT-PCR realizados (Figura 

23) se observa una menor expresión del gen ibpA en la cepa que expresa PhaP. Se confirma de 

esta manera que en presencia de PhaP, la expresión ibpA está regulada negativamente.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Análisis de la expresión de diferentes genes mediante qRT-PCR. Se comparó la 

expresión de diferentes genes en las cepas K24K1 (barras blancas) y K24KP (barras negras), 
con la expresión en la cepa KQ1. Los resultados muestran el valor promedio  desvío estándar, 
obtenidos a partir de mediciones por duplicado en dos cultivos independientes.  

 
 
Además de analizar la expresión de genes que codifican para chaperonas relacionadas al 
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sigma son una familia de proteínas que se asocian de manera reversible al core de la RNA 

polimerasa (RNAP), ya que la misma por si sola no puede iniciar la transcripción.  En E. coli se 

conocen seis factores sigma, los cuales a su vez regulan la expresión de diferentes grupos de 

genes (Tabla 4 Introducción). Se analizó la expresión de los genes que codifican para los 

factores sigma RpoH, RpoE y RpoS. El factor sigma RpoH regula la expresión de genes 

relacionados al estrés térmico, RpoE se encuentra relacionado a estrés que ocurre 

principalmente en la membrana plasmática, y RpoS está involucrada en la respuesta general 

que ocurre en fase estacionaria (Storz y Hengge-Aronis, 2000). Al comparar la expresión de 

estos tres genes en la cepa K24K1, con la expresión en la cepa control,  no se encontraron 

diferencias significativas. Estas proteínas presentan regulación a nivel transcripcional, 

traduccional y postraduccional, por lo que no puede descartarse que su actividad se modifique 

a otro nivel que no pueda ser detectado con la técnica de qRT-PCR. Al analizar la expresión de 

estos genes en la cepa K24KP, se registraron cambios sólo en el caso de rpoH, siendo su 

expresión menor en la cepa K24KP, que en la cepa control (Figura 23). Este dato respalda la 

hipótesis acerca del efecto protector ejercido por la presencia de PhaP en E. coli. 

 

Se analizó la expresión de genes relacionados con distintos tipos de estrés (Tabla 13 y 

Figura 23). La expresión de dps, poxB e yfiD está regulada por RpoS, razón por la cual estos 

genes fueron elegidos como “marcadores”, de manera de estudiar si existe una respuesta a 

estrés regulada por RpoS. En este caso, los resultados fueron variables.  Al analizar la expresión 

de estos genes en la cepa K24K1, sólo se observaron diferencias en la expresión de poxB. Este 

gen codifica una piruvato oxidasa, la cual se expresa principalmente en condiciones aeróbicas 

(Chang et al., 1994). Se registraron menores niveles en la expresión de dps e yfiD en la cepa 

K24KP, al comparar los niveles con la cepa control. A partir de estos resultados no se puede 

concluir una asociación directa entre el efecto de la acumulación de PHB y PhaP con la 

respuesta a estrés regulada por RpoS, ya que probablemente exista una regulación en otros 

niveles en lo que respecta a la expresión de estos genes. El gen fkpA está regulado vía RpoH y 

su expresión se encuentra inducida bajo condiciones crónicas de estrés térmico (Riehle et al., 

2003).  En este caso, no se encontraron diferencias en su expresión en ninguna de las cepas 

analizadas, aunque podría ser que su expresión variara en etapas posteriores de la acumulación 

del polímero.  

 

Finalmente se eligieron  genes que codifican para diferentes reguladores globales, como 

arcA (regulador de genes en condiciones microaeróbicas y anaeróbicas), creB y fruR 

(reguladores del metabolismo del carbono), pflA (activador de la piruvato formato-liasa en 
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anaerobiosis) y tufA (factor de elongación). La elección de este último fue debido a que se 

encontró una mayor concentración de esta proteína en la cepa de E. coli productora de PHB en 

el estudio de proteómica realizado por Han y colaboradores (Han et al., 2001). En los estudios 

de qRT-PCR realizados, solamente se observaron diferencias en la expresión de pflA, siendo 

ésta levemente mayor en la cepa productora de PHB que en la control, y menor en la cepa 

K24KP. La regulación de esta enzima central del metabolismo de E. coli, que interviene en el 

redireccionamiento del flujo de carbono al disminuir la disponibilidad de oxígeno, es muy 

compleja y depende de númerosos factores, entre ellos, el estado redox de la célula (Sawers y 

Böck, 1988). En trabajos previos se observó que la síntesis de PHB disminuía el exceso de 

poder reductor provocado por mutaciones en reguladores redox, aliviando algunos de los 

aspectos fenotípicos de estas mutantes (Nikel et al., 2006b). La síntesis de PHB afecta también 

otros mecanismos celulares involucrados con diferentes tipos de estrés, como se ha descripto 

en esta parte de la tesis. Es posible que la regulación de pflA se vea afectada indirectamente a 

través de alguno de ellos.  

 

Para corroborar los resultados obtenidos mediante qRT-PCR, se analizó la expresión del 

gen ibpA, mediante la medición de la actividad β-galactosidasa en la cepa ADA100, la cual 

contiene una fusión ibpA-lacZ (Bianchi y Baneyx, 1999). Se realizaron estudios con las cepas 

ADA100/pQEKm (cepa control), ADA100/pK24K1/pBBR1 (productora de PHB) y 

ADA100/pK24K1/pADP (productora de PHB y PhaP), en las mismas condiciones y a la misma 

hora que las realizadas para la qRT-PCR (Figura 24). Se obtuvieron resultados concordantes con 

los obtenidos mediante qRT-PCR, siendo mayor la expresión de ibpA en la cepa productora de 

PHB. La expresión del gen ibpA fue similar en las cepas control y en la productora de PhaP, 

aunque levemente menor en esta última. 
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Figura 24. Análisis de la expresión de ibpA en presencia y ausencia de PHB y de PhaP. Se 
analizó la expresión del gen ibpA en la cepa que contiene una fusión ibpA-lacZ, mediante 
medición de actividad β-galactosidasa (expresada como Unidades Miller), en medio MYA/glicerol 
a las 12 h de cultivo. Las mediciones fueron  realizadas por triplicado para cada cepa. Se 
muestran los valores obtenidos ±  desvio estándar de dos ensayos independientes. 

 
 
Los resultados obtenidos sugieren que la acumulación de PHB en E. coli recombinante 

produce un leve estrés en las células, que se detecta por el aumento en la expresión de genes 

relacionados al estrés térmico, como dnaK e ibpA. En el caso de la cepa productora de PHB y 

PhaP, se observaron menores valores de expresión que en la cepa no productora del polímero, 

en todos los genes relacionados al estrés térmico. (Figura 23). Estos resultados sugieren que 

PhaP tendría un efecto protector en las células, quizás actuando como una chaperona, siendo 

este efecto independiente de la presencia de PHB en las células. Son necesarios estudios con 

cepas de E. coli que expresen phaP en ausencia de PHB, para profundizar los conocimientos del 

rol de PhaP en E. coli. Estos estudios serán realizados en la próxima parte de esta tesis. 

 

 
3.3 Análisis de la expresión génica global mediante arrays  de DNA 

 

En los experimentos de qRT-PCR se estudió la expresión de genes relacionados con 

distintos tipos de estrés, y genes que otros autores habían visto eran afectados por la 

acumulación de PHB en E. coli, mediante estudios de proteómica (Han et al., 2001).  A fin de 

ampliar el estudio y poder detectar otros genes cuya expresión fuera afectada por la 

acumulación de PHB, se decidió encarar un estudio acerca del efecto de la producción de PHB y 

de PhaP en la expresión génica de manera global. Para ello se procedió al análisis de la 
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expresión de todos los genes presentes en E. coli mediante la técnica de arrays de DNA, 

utilizando RNA de los cultivos de 12 h que se habían utilizado para los ensayos de qRT-PCR. Los 

arrays se realizaron por duplicado.  

El genoma de E. coli K-12 (las cepas de E. coli utilizadas para los arrays son derivadas de 

la cepa K1060, la cual a su vez deriva de K-12) tiene más de 4000 genes, por lo que el análisis 

de los resultados obtenidos de los arrays puede hacerse demasiado engorroso. En nuestro caso 

se analizó la expresión diferencial de genes comparando la expresión de las cepas productoras 

de PHB contra la cepa sin PHB, la cepa KQ1.  

 

3.3.1. Comparación de los resultados de   expresión génica obtenidos en esta 
tesis con l os obtenidos en trabajos previos 

 

En primer lugar se compararon los resultados de los arrays con aquellos que se habían 

obtenido previamente  mediante qRT-PCR, para los genes que fueron analizados con esta 

técnica (Tabla 15). Además, se compararon ambos resultados con los obtenidos previamente 

por Han y colaboradores en los ensayos de proteómica (Han et al., 2001).  

 

Tabla 15. Comparación de los resultados obtenidos mediante qRT-PCR y arrays de DNA  
entre cepas de E. coli  productoras y no productoras de PHB, con los datos de proteómica 
obtenidos por Han et al., 2001. 

 
Gen Log 2 K24K1/ KQ1,  

qRT-PCR a 

Log 2 K24K1/ KQ1, 

arrays b 

Resultados de Han et al. c 

groEL 
0.20 -0.10 

+  

groES 
0.30 0.20 

+  

dnaK 
1.54 1.21 

+  

ibpA 
1.25 1.56 

 

rpoH 
-0.20 -0.10 

 

rpoE 
-0.30 -0.80 

 

rpoS 
0.31 -0.78 

 

dps 
0.02 0.11 

+  

poxB 
0.78 0.60 

 

yfiD 
0.10 0.15 

+  

fkpA 
-0.44 0.05 

 

arcA 
0.13 -0.29 
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Gen Log 2 K24K1/ KQ1,  

qRT-PCR a 

Log 2 K24K1/ KQ1, 

arrays b 

Resultados de Han et al. c 

creB 
-0.1 -0.16 

 

tufA 
0.22 -0.23 

=  

fruR 
-0.48 -0.21 

 

pflA 
0.69 0.71 

 
a Se muestran los resultados obtenidos al comparar la expresión de un determinado gen (en escala 

log2), entre las cepas K24K1 y KQ1, mediante la técnica de qRT-PCR.  
b Se muestran los resultados obtenidos al comparar la expresión de un determinado gen (en escala 

log2), entre las cepas K24K1 y KQ1, mediante la técnica de arrays de DNA.  
c Se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de proteómica realizados en  Han et al., 

2001. El signo +  representa que hubo una mayor concentración de esa proteína en la cepa que acumula 
PHB en comparación a la misma cepa en condiciones de no acumulación; el símbolo =  representa la 
misma concentración en ambas condiciones. 

 
 
Al analizar los resultados de la tabla 15 se puede observar en primer lugar una alta 

correlación entre los resultados obtenidos mediante qRT-PCR, y los obtenidos mediante los 

arrays. Al comparar los resultados obtenidos con los de los ensayos de proteómica de la 

bibliografía (Han et al., 2001), se registran algunas diferencias. Un ejemplo es el caso de la 

expresión de las chaperonas groEL-S, donde se observaron mayores diferencias en la 

concentración de estas proteínas en condiciones de acumulación, mientras que en los análisis 

de expresión realizados se registraron diferencias menores. Estas diferencias pueden deberse 

en primer lugar, a que se están realizando comparaciones de resultados obtenidos mediante 

distintas técnicas, ya que en este trabajo se midió de expresión de los distintos genes, mientras 

que en la bibliografía se estudiaron las concentraciones de las proteínas. Además, se están 

utilizando cepas de E. coli diferentes, las cuales a su vez contienen genes phb de distintas 

especies (de Azotobacter sp. FA8 en estre trabajo, y de C. necator en los de la bibliografía). 

También vale la pena aclarar que se utilizaron distintos medios de cultivo, y fuentes de 

carbono, los cuales pueden influir en las diferencias encontradas.  

En el caso de IbpA, tanto en los ensayo de qRT-PCR como en los de los arrays se detectan 

aumentos en la expresión del gen, mientras que en el estudio de proteómica de Han y 

colaboradores no se reportaron cambios en la concentración de la proteína. En este caso hay 

que considerar que los experimentos de proteómica se realizaron a partir de  proteínas solubles 

totales, y que, de estar presente la proteína IbpA, la misma estaría unida a los gránulos de 

PHB, es decir, en la fase insoluble, como se observó en el trabajo de Tessmer y colaboradores 

(Tessmer et al., 2007). Por lo que es muy probable que hubiera una mayor concentración de 

IbpA, sólo que ésta estaría localizada en la fase insoluble. 
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3.3.2. Análisis de la expresión génica global 
 

Para analizar la expresión diferencial de genes se decidió analizar la expresión de genes 

cuya expresión variara de manera significativa. Se tomó como punto de corte una diferencia en 

la expresión (como el  log2 del cambio) mayor a ±  2. En el caso de los arrays, al igual que al 

analizar la expresión mediante qRT-PCR, valores positivos significan una expresión mayor de 

ese gen al comparar contra la cepa control, y valores negativos, una menor expresión. Valores 

de 0 o cercanos significan que ese gen en particular se expresa de igual manera en ambas 

cepas en estudio. 

Para realizar el análisis de los datos obtenidos de los arrays se utilizan dos programas: el 

Cluster 3.0, el cual permite  filtrar los genes que se quieren estudiar mediante su nivel de 

expresión y agruparlos como clusters, y el Java TreeView, el cual permite la visualización de los 

clusters. En nuestro caso nos quedamos con 136 genes en los cuales la diferencia  en su 

expresión como el log2 fue mayor a ±  2 en al menos una cepa (al menos 1 mayor a 2). El 

Cluster 3.0 permite hacer agrupaciones de genes (o de arrays), de manera de estudiar genes 

cuya expresión haya variado de manera similar en los distintas cepas o condiciones en estudio. 

En nuestro caso, los grupos se hicieron de manera de estudiar qué genes variaban su expresión 

de manera similar en las cepas productoras de PHB, al comparar su expresión con la cepa no 

productora del polímero (es decir, clusters de genes de las cepas K24K1 y K24KP, al comparar 

su expresión con la cepa KQ1). 

 El programa Java TreeView permite visualizar los clusters obtenidos, de manera de 

obtener lo que en inglés se denomina un heat map. El heat map  (Figura 25) muestra la 

expresión de los diferentes genes con distintos colores y diferentes niveles de intensidad, según 

su nivel de expresión, siempre comparando los niveles de expresión contra los de otra cepa o 

condición. El color rojo indica niveles de expresión mayores a 0 (siempre analizando el log2 del 

nivel de expresión), y el color verde niveles menores a 0. A mayor intensidad del color, mayor 

diferencia en la expresión. El color negro indica niveles de expresión de 0. A la izquierda se 

observa un dendrograma, mediante el cual se visualizan los diferentes clusters de genes. En la 

Figura 25, se encuentra seleccionado uno de los clusters (en color rojo), en el cual se han 

agrupados genes cuya diferencia en la expresión en la cepa K24K1 es no significativa (menor a 

±  2), pero mostraron diferencias apreciables en sus niveles de expresión para la cepa K24KP 

(en este caso fueron mayores a 2). En la tercera columna se muestran sólo los genes 

seleccionados en el cluster (sección marcada en roja  en el dendrograma), con sus 

correspondientes colores según su nivel de expresión, para cada una de las cepas. Finalmente 
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en la última columna se muestra el nombre de cada gen y una breve descripción de la proteína 

(o RNA) para el que codifica. 

 
 

 
 
Figura 25. Heat map obtenido mediante el programa Java TreeView, donde se muestran 

los clusters de genes cuya expresión es similar para las cepas K24K1 y K24KP, al comparar los 
niveles con los de la cepa KQ1.  

 
Los resultados obtenidos en el heat map pueden ser exportados a una tabla de Excel, de 

manera de obtener los valores de expresión de cada gen. En las Tablas 16 a 21 se muestran los 

resultados exportados a partir del heat map, obtenidos al comparar la expresión de las cepas 

K24K1 y K24KP sobre la expresión obtenida para la cepa KQ1. Los diferentes grupos de genes 

fueron divididos en 6 clusters, de acuerdo a los niveles de expresión en las dos cepas en 

estudio. 
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Tabla 16.  Cluster 1: genes cuya expresión fue mayor en las cepas K24K1 y K24KP, al 
comparar con la cepa KQ1. Los datos correspondientes a la descripción de cada gen fueron 
tomados  de http:/ /ecocyc.org/  y de Reitzer y Schneider, 2001. 

 

Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1 
Descripción 

rutA 8.1 8.2 
Interviene en la degradación de pirimidina. El operón 
rutABCDEFG está regulado por NtrC. 

gltI  2.5 2.6 
Transportador de glutamato. Miembro de la familia 
ABC de transportadores. 

nac 7.7 8.0 

Regula la expresión de genes involucrados en el 
metabolismo del nitrógeno, bajo condiciones de 
nitrógeno limitantes. Regulado por NtrC. "n itrogen 
assimilation control". 

glnK 7.7 8.5 

Codifica la proteína PII-2 (paráloga a PII , gen glnB). 
GlnK actúa en condiciones de hambreado en nitrógeno, 
activa la glutamina sintetasa. PII  y PII-2 son 
equivalentes funcionales; la expresión diferencial de 
ambos genes explica las diferencias en los efectos 
fisiológicos. 

rutC 6.8 7.4 
Interviene en la degradación de pirimidina. El operón 
rutABCDEFG está regulado por NtrC. 

yedL 5.8 6.3 
Probable aciltransferasa. Expresión activada por NtrC 
vía Nac. 

amtB 7.1 7.6 

Responsable de la difusión bidireccional de amonio a 
través de la membrana. En condiciones ricas en 
nitrógeno el transporte es bloqueado por Glnk 
deurilidado. amtB y glnK forman un operón, su 
expresión es inducida en condiciones limitantes en 
nitrógeno y es regulado por NtrC. 

cbl 5.4 5.8 
Factor de trascripción involucrado en la expresión de 
genes relacionados a la utilización de sulfonato. 
Expresión inducida por NtrC. 

potF 4.7 4.9 Transportador de putrescina. 

csiR 2.6 2.7 
Controla la trascripción de genes involucrados en la 
degradación y transporte de 4-aminobutirato (GABA) 
para su utilización como fuente de nitrógeno. 

rutD 6.8 7.7 
Interviene en la degradación de pirimidina. El operón 
rutABCDEFG está regulado por NtrC. 

potI 3.0 3.3 Transportador de putrescina. 
gabP 3.5 4.0 Transportador de GABA. Expresión inducida por Nac. 
potH 3.6 4.2 Transportador de putrescina. 
potG 4.7 5.4 Transportador de putrescina. 

csiD 4.9 5.7 
Expresión regulada por hambreado en carbono; 
regulada por Nac. 

rutB 6.6 7.6 
Interviene en la degradación de pirimidina. El operón 
rutABCDEFG está regulado por NtrC. 

yhdW 4.1 4.7 Transportador ubicado en membrana interna. 

astA 5.0 6.2 
Arginina succiniltransferasa, en degradación arginina. 
Expresión inducida por NtrC. 

http://ecocyc.org/�
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Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1 
Descripción 

rutF 5.5 6.8 
Interviene en la degradación de pirimidina. El operón 
rutABCDEFG está regulado por NtrC. 

ygaF 4.1 5.1 
L-2-hidroxiglutarato oxidasa. Inducido por hambreado 
en carbono, inducido por Nac. 

rutE 6.0 7.1 
Interviene en la degradación de pirimidina. El operón 
rutABCDEFG está regulado por NtrC. 

rutG 5.0 6.0 
Interviene en la degradación de pirimidina pirimidina. 
El operón rutABCDEFG está regulado por NtrC. 

gabT 3.6 4.3 En degradación GABA. Expresión inducida por Nac. 

ygjG 3.6 4.3 
Interviene en la degradación de putrescina. Expresión 
inducida por NtrC. 

chaC 2.8 3.8 
Mutantes en chaC son defectuosas en la movilidad en 
forma de enjambre (swarming). 

astD 3.6 4.7 
Interviene en la degradación de arginina. Expresión 
inducida por NtrC. 

asnB 4.2 5.3 
Asparagina sintetasa B, dependiente de glutamina y 
amonio. Cataliza la síntesis de asparagina a partir de 
aspartato. 

ydcT 1.6 2.1 Transportador ubicado en membrana interna. 
astC 4.9 6.3 Interviene en la síntesis de ornitina. 

gabD 3.5 4.5 
Interviene en la degradación de GABA. Expresión 
inducida por Nac. 

yeaG 2.3 3.4 
Proteina kinasa de serina. Expresión es inducida en 
fase estacionaria y por estrés acido. 

ydcS 2.2 3.2 Transportador ubicado en membrana interna. 

hisQ 2.0 3.0 
Subunidad de los transportadores ABC de 
lisina/arginina/ornitina y de histidina. Expresión 
inducida por NtrC. 

ddpX 5.3 7.6 
Cataliza la hidrólisis del dipéptido D-alanil-D-alanina 
requerido para la síntesis de peptidoglicano. Su 
expresión es RpoS dependiente. 

glnG 1.5 2.1 

NtrC. Regulador transcripcional. Forma parte del 
sistema de dos componentes NtrB/NtrC. Bajo 
condiciones limitantes en nitrógeno regula genes 
involucrados en la asimilación del nitrógeno. Regula 
aproximadamente 2% del genoma. Forma parte del 
operón glnALG. 

hisM 2.0 2.8 
Subunidad de los transportadores ABC de 
lisina/arginina/ornitina y de histidina. Expresión 
inducida por NtrC. 

nupC 1.9 2.6 
Transportador de nucleósidos, los cuales sirven como 
precursores de ácidos nucleicos, histidina, y varios 
cofactores. Expresión inducida por Nac. 

ddpA 4.2 6.9 Transportador de la familia ABC. 

hisJ 2.2 3.5 
Subunidad del transportador de histidina, de la familia 
ABC. Expresión inducida por NtrC. 



Resultados y discusión – Parte I I  

121 

 

Gen Expresión 
K24K1/ KQ1

Expresión 
K24KP/ KQ1

Descripción 

hisP 1.6 2.7 
Subunidad de los transportadores ABC de 
lisina/arginina/ornitina y de histidina. Expresión 
inducida por NtrC. 

ynfM 2.6 4.0 Probable transportador. 

astE 3.0 4.7 
Interviene en la degradación de arginina. Expresión 
inducida por NtrC. 

yeaH 2.4 3.8 Expresión inducida por NtrC. 

glnL 1.6 2.5 

NtrB está involucardo en la respuesta a la falta de 
nitrógeno. Forma parte del sistema de dos 
componentes NtrB/NtrC. Actua como un sensor 
histidina-kinasa de los niveles extracelulares de 
nitrógeno. Fosforila a NtrC, el cual a su vez controla la 
expresión de varios genes relacionados con el 
metabolismo del nitrógeno. 

fumC 2.1 1.5 
Fumarasa C. Cataliza la conversión de fumarato a 
malato. 

yhcN 2.9 2.5 Sin información. 

argA 2.8 1.7 
N-acetilglutamato sintasa. En biosíntesis arginina y 
ornitina. 

aaeX 4.0 2.6 Sin información. 

ddpB 1.8 3.3 
Transportador de la familia ABC. Expresión inducida por 
NtrC. 

astB 2.5 4.4 
Succinilarginina dehidrolasa. En degradación arginina. 
Expresión inducida por NtrC. 

argT 2.7 5.7 
Subunidad del transportador ABC de 
lisina/arginina/ornitina. Expresión inducida por NtrC. 

ddpC 1.0 2.0 Transportador de la familia ABC. 
pagB 1.0 2.3 Sin información. 

leuL 0.9 2.1 
LeuL se presume es un peptido lider involucrado en la 
atenuación de la transcripción del operón leuLABCD en 
respuesta a altos niveles de leucina. 

ddpD 1.3 3.2 Transportador de la familia ABC. 
glgP 0.7 2.0 Glicogeno fosforilasa. En degradación glicógeno. 
glgA 0.7 2.0 Glicógeno sintasa. En biosíntesis glicógeno. 

ddpF 0.6 2.7 
Transportador de la familia ABC. Expresión inducida por 
NtrC. 

leuA 0.7 3.2 2-isopropilmalato sintasa.En biosínstesis leucina. 
ilvN 0.8 3.6 En biosíntesis valina e isoleucina. 
yqeB 0.9 3.2 Sin información. 
yiaG 0.6 2.2 Probable regulador transcripcional. 

 
 

El cluster 1 incluye genes cuya expresión es mayor para ambas cepas, al comparar la 

expresión con la cepa sin PHB (Tabla 16). Este grupo contiene 63 genes, siendo la mayoría 

genes involucrados en el metabolismo del nitrógeno. Dentro de este grupo están incluidos 
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varios reguladores del metabolismo del nitrógeno: glnK (valores de expresión de 7.7 para 

K24K1 y 8.5 para K24KP), nac (7.7 y 8.0, respectivamente) y glnG (codifica la proteína NtrC) 

(1.5 y 2.1 respectivamente).  

Los mayores dadores de nitrógeno a nivel intracelular son el glutamato y glutamina. De 

hecho, una de las formas en que la célula censa si hay una falta en nitrógeno, es mediante los 

niveles intracelulares de glutamina (Reitzer y Schneider, 2001). En E. coli existen dos 

reguladores generales en la llamada Respuesta Regulada al Nitrógeno (Ntr): NtrC (NR1) y Nac. 

NtrC activa promotores dependientes de σ54, mientras que Nac activa promotores dependientes 

de σ70. 

 NtrC controla, tanto de manera directa como indirecta, la mayoría de los genes Ntr 

(Reitzer y Schneider, 2001). NtrC activa la expresión del operón glnALG (codifica la glutamina 

sintetasa, y para otros reguladores Ntr), astCADBE (catabolismo de la arginina), el operón glnK-

amtB (codifican para otro regulador Ntr y para un tranportador de amonio, respectivamente), 

nac, y los genes relacionados al transporte de arginina e histidina (argT e hisJMPQ). Entre los 

genes que son regulados por Nac se encuentran los operones gabDTP  (metabolismo de GABA) 

y dppABCDF (transportador de dipéptidos). NtrC controla la expresión de genes que responden 

a una limitación general en nitrógeno, es decir, a niveles bajos de glutamina en la célula, y no a 

mecanismos de inducción específicos (Reitzer y Scheneider, 2001). Por el contrario, los genes 

regulados por Nac requieren una regulación tanto general como específica.  

 

Dentro del grupo de genes cuya expresión fue mayor en las dos cepas productoras de PHB 

(cluster 1) se pueden encontrar varios genes que codifican para transportadores, como gltI  

(tranportador de glutamina), los genes his (transporte de histidina), argT (transporte de 

arginina), amtB (transportador de amonio) y varios transportadores de compuestos 

relacionados al metabolismo del nitrógeno, como poliaminas y GABA (Tabla 16). La mayoría de 

los genes Ntr son transportadores. Se ha sugerido que la función principal de la respuesta Ntr 

es lo que se conoce en inglés como scavenging, es decir, que la célula utiliza lo que haya 

disponible como fuente de nitrógeno en ese momento (Zimmer et al., 2000). Se observó que la 

célula no utiliza todos los aminoácidos como fuente de nitrógeno, sino solamente los que 

puedan proveer de nitrógeno para la síntesis de glutamato y glutamina, como es el caso de 

histidina y arginina (Figura 7 Introducción). De hecho, en los arrays se observó un aumento en 

la expresión de genes que codifican para transportadores de estos aminoácidos (Tabla 16). 

 

A partir de estos resultados se puede concluir que la producción de PHB produce un 

desbalance en el metabolismo del nitrógeno en  E. coli, tanto en presencia como en ausencia de 
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PhaP. El medio utilizado en los cultivos es un medio rico en nitrógeno, el cual contiene extracto 

de levadura y casaminoácidos. Los resultados obtenidos en los arrays sugieren que la 

producción de PHB produce cambios en el metabolismo del nitrógeno, de manera que la célula 

censa una falta de nitrógeno, y activa la expresión de varios genes regulatorios y de 

transportadores de aminoácidos y poliaminas. Una explicación para estos resultados es que la 

síntesis de PHB requiere poder reductor (ver introducción), por lo que habría una disminución 

en la disponibilidad de poder reductor en la célula para la producción de aminoácidos y otros 

compuestos nitrogenados, resultando en una menor síntesis de estos compuestos. El PHB es 

producido a partir de acetil-CoA, por lo que el mismo dejaría de estar disponible para la síntesis 

de otros compuestos del metabolismo de E. coli, lo cual también explicaría  que la célula cense 

una falta de nitrógeno (Figura 7 Introducción). 

 
Tabla 17.  Genes cuya expresión fue mayor en la cepa K24KP, e igual en la cepa K24K1, al 

comparar con la cepa KQ1. Los datos correspondientes a la descripción de cada gen fueron 
tomados  de http:/ /ecocyc.org/  y de Reitzer y Schneider, 2001. 

 

Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1
Descripción 

trpE -1.1 2.2 Antranilato sintasa. En biosíntesis triptofano. 
gdhA -1.4 3.6 Glutamato deshidrogenasa. En biosíntesis glutamato.  
dapB -0.3 3.7 Dihidrodipicolinato reductasa. En biosíntesis lisina. 
leuC -0.2 2.0 Isopropilmalato isomerasa. En biosíntesis leucina. 

asd -0.3 2.9 
Aspartato semialdehido dehidrogenasa. En biosíntesis 
homoserina y lisina. 

aceB -0.4 3.7 Malata sintasa A. En ciclo glioxilato. 
aceA -0.4 3.1 Isocitrato liasa. En ciclo glioxilato. 
aldA 0.0 3.0 Aldehido deshidrogenasa. 

gltD 0.0 2.0 

Subunidad de la Glutamato sintetasa. Cataliza la 
conversion de L-glutamina y α-cetoglutarato en dos 
moléculas de L-glutamato. Al realizar esta reacción, 
opera como la mayor fuente de L-glutamato para la 
célula y es un paso clave en la asimilación de amonio 
durante condiciones limitantes en nitrógeno. Reprimido 
por Nac.  

ilvB 0.1 3.2 Acetohidroxibutanoato sintasa. En biosíntesis isoleucina.

ivbL 0.1 2.5 
Péptido lider, controla la expresión del operón ivbL-
ilvBN, el cual codifica una enzima involucrada en la 
síntesis de isoleucina y valina. 

livJ -0.1 3.0 
Transportador de leucina, isoleucina y valina. Pertenece 
a la familia ABC de transportadores. 

dppA -0.1 2.1 
Transportador de la familia ABC. Expresión inducida por 
NtrC.  

lysC 0.6 6.5 
Subunidad de aspartato kinasa I I I . En biosíntesis 
homoserina y lisina. 
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En la tabla 17 se muestran los genes cuya expresión fue igual en la cepa K24K1, y mayor 

en la cepa K24KP. Los genes de este grupo son similares a los descriptos en el cluster anterior, 

es decir, los mismos están relacionados con el metabolismo del nitrogéno, siendo la mayoría 

genes relacionados con el transporte (livJ, dppA), y biosíntesis de aminoácidos (trpE, leuC, 

lysC). Una posible razón por la que la expresión de estos genes sólo se encuentra inducida en la 

cepa que expresa PhaP, es que la acumulación de PHB fue mayor en esta cepa que en la 

K24K1, por lo que el efecto relacionado a una carencia en nitrógeno puede ser más notorio en 

esta cepa. Otro gen cuya expresión se vio aumentada fue gdhA, el cual codifica la glutamato 

deshidrogenasa, que cataliza la síntesis de glutamato a partir de α-cetoglutarato y NH3 (Reitzer 

y Schneider, 2001). El glutamato es luego metabolizado hacia glutamina, la cual es utilizada por 

la célula como molécula indicadora para determinar los niveles de nitrógeno. En este caso, se 

vio un aumento en la expresión de gdhA, lo cual podría deberse a que hubiera una baja 

cantidad de glutamato y glutamina presentes en la célula, como consecuencia de una baja 

disponibilidad de acetil-CoA debido a la producción de PHB (Figura 7 Introducción).  

Asimismo, en la tabla 18 se detallan genes cuya expresión fue mayor en la cepa K24K1, y 

se mantuvieron iguales en la cepa K24KP. Se eligió poner como punto de corte los genes cuya 

expresión fuera mayor a 2 en la cepa K24K1, aunque la mayoría de los genes en este cluster 

también presentan valores de expresión positivos para la cepa K24KP. Debido a esto, en 

realidad este cluster de genes también está representado por genes cuya expresión se ve 

aumentada en ambas cepas al compararlas con la cepa control. En ambos casos (tablas 16 y 

18) se trata principalmente de genes relacionados con el metabolismo del nitrógeno. 

  

Tabla 18.  Genes cuya expresión fue mayor en la cepa K24K1, e igual en la cepa K24KP, al 
comparar con la cepa KQ1. Los datos correspondientes a la descripción de cada gen fueron 
tomados  de http:/ /ecocyc.org/  y de Reitzer y Schneider, 2001. 

 
 

Gen Expresión 
K24K1/ KQ1 

Expresión 
K24KP/ KQ1 

Descripción 

ycfJ 2.8 -0.4 Sin información. 
ydgD 2.2 -0.9 Probable peptidasa. 

argF 2.9 0.4 
Subunidad de ornitina carbamoiltransferasa. 
En biosíntesis arginina. 

ybgH 2.1 0.4 Transportador de péptidos. 

argI 3.9 0.7 
Subunidad de ornitina carbamoiltransferasa. 
En biosíntesis arginina. 

carB 2.1 1.0 
Carbamoil fosfato sintasa. En biosíntesis 
arginina. 

argC 3.3 1.6 
N-acetilglutamilfosfato reductasa. En 
biosíntesis ornitina. 
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Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1 
Descripción 

yeeO 3.1 1.5 Transportador de drogas.  
artJ 3.4 1.5 Transportador arginina.  

argB 3.1 1.3 
Acetilglutamato kinasa. En biosíntesis ornitina 
y arginina. 

argG 2.7 1.3 
Argininasuccinato sintasa. En biosíntesis 
arginina. 

argH 3.2 1.2 
Argininasuccinato liasa. En biosíntesis 
arginina. 

 
 
 
Tabla 19.  Genes cuya expresión fue menor en la cepa K24KP, e igual o mayor en la cepa 

K24K1, al comparar con la cepa KQ1. Los datos correspondientes a la descripción de cada gen 
fueron tomados  de http:/ /ecocyc.org/  y de Reitzer y Schneider, 2001. 

 
 

Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1 
Descripción 

ybfA -0.2 -2.0 Sin información. 

phoP -0.3 -2.1 
Regulador transcripcional, el cual es activado en 
respuesta a niveles extracelulares bajos de cationes 
divalentes y a estrés ácido. 

hscB -0.4 -2.3 
Co-chaperona que estimula la actividad ATPasa de 
HspA (chaperona de la famila Hsp70). Expresión de 
ambas es inducida por estrés frío. 

phoQ -0.1 -2.2 
Forma parte del sistema de dos componentes de 
transducción de señales junto a PhoP. 

yeaR -0.1 -2.9 
Su expresión está inducida en respuesta a nitratos, 
nitritos y óxido nítrico. 

b4493 -0.2 -2.1 Sin información. 

cysA -0.9 -2.8 
Subunidad de transportadores ABC de tiosulfato y 
sulfato. 

pepB -0.7 -2.3 Aminopeptidasa B.  

hscA -0.7 -2.2 

Chaperona de la familia Hsp70. Junto a HscB forma 
un sistema similar a DnaK/DnaJ. Es requerida para 
el ensamblado de clusters de hierro-azufre. 
Expresión inducida por estrés frío. 

iscX -0.5 -2.2 
Forma parte de un grupo de genes que codifica 
proteínas involucradas en la biogénesis de clusters 
hierro-azufre. 

fdx -0.6 -2.6 
Ferredoxina. No se sabe su función en E. coli, podría 
actuar como intermediario en el ensamblado de 
clusters hierro-azufre. 

maeA -1.0 -2.3 
Malato deshidrogensa, NAD+  dependiente. En 
gluconeogénesis (malato a piruvato). 

cysM -0.9 -2.1 Cisteína sintasa B.  
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Gen Expresión 
K24K1/ KQ1 

Expresión 
K24KP/ KQ1 

Descripción 

asnC -1.0 -2.5 

Regulador transcripcional, activa la expresión de asnA, 
gen involucrado en la síntesis de asparagina. 
Expresión reprimida por Nac en condiciones limitantes 
en nitrógeno. 

yoaG 0.5 -2.0 
Forma un operón con yeaR. Transcripción es inducida 
en respuesta a nitrato. 

grxA 0.7 -2.9 
Glutaredoxina 1. Cataliza la reducción de disúlfidos vía 
glutation (GSH) reducido. 

yjcB 0.5 -2.2 Proteína presente en la membrana interna. 

ibpB 0.9 -3.0 

Pequeña proteína de estrés térmico, la cual se une a 
proteínas agregadas y cuerpos de inclusión formados 
durante la expresión heterólga de proteínas. 
Expresión es inducida por estrés térmico. "inclusion 
body-associated protein". 

yfiD 0.1 -2.0 
Subunidad alternativa de piruvato formato-liasa, 
inducida por estrés. Expresión inducida por estrés 
acido. Expresión regulada por σS.  

ygaW 0.4 -4.7 Sin información. 

yqjB 0.2 -2.0 
Proteína con posible función extracitoplasmática. 
Expresión regulada por σE. 

zntA 0.3 -2.1 Sistema de transporte para zinc, cobalto y hierro. 

ibpA 1.6 -2.6 

Pequeña proteína de estrés térmico, la cual se une a 
proteínas agregadas y cuerpos de inclusión formados 
durante la expresión heterólga de proteínas. 
Expresión es inducida por estrés térmico. "inclusion 
body-associated protein". 

ydgU 2.2 -3.5 Proteína de membrana. 
 
 

En la Tabla 19 se muestran los genes cuya expresión fue menor en la cepa K24KP, e igual 

o mayor en la cepa K24K1. En este cluster se encontraron varios genes que codifican para 

chaperonas, siendo su expresión menor en la cepa que expresa PhaP (siempre al comparar 

contra la cepa control), e igual en la cepa productora de PHB (K24K1); como es el caso de ibpA, 

ibpB y hscA. Esta última codifica una chaperona de la familia de las Hsp70. Además, se 

encontró al gen hscB , el cual codifica una co-chaperona que estimula la actividad de HspA. La 

expresión de estos dos genes se encuentra inducida por estrés frío. También se encontró en 

este grupo al gen yfiD. En el caso de los genes ibpA e yfiD, se obtuvieron valores  similares a 

los obtenidos mediante qRT-PCR (Figura 23). En los experimentos de proteómica realizados con 

cepas de E. coli poductoras de PHB (Han et al., 2001), se encontró una mayor concentración de 

YfiD en la cepa productora de PHB. En nuestro caso, no se observaron diferencias en la 

expresión de yfiD en la cepa K24K1, pero si se encontró una disminución en la cepa que 
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produce PhaP (-2.0). La expresión de yfiD se encuentra inducida por estrés ácido, y está 

regulada por S. Se realizaron estudios en donde se vio que YfiD reduce la acumulación de 

productos ácidos en E. coli, en respuesta a cambios en el pH intracelular (Wyborn et al., 2002). 

También se observaron diferencias en los genes phoP y phoQ, los cuales están involucrados con 

la resistencia a estrés ácido y con la homeostasis del Mg2+  (Miyashiro y Goulian, 2007).  

El gen asnC presentó valores de expresión negativos para ambas cepas (-1.0 y -2.5, para 

las cepas K24K1 y K24KP respectivamente). La expresión de este gen se encuentra reprimida 

por Nac, en condiciones limitantes en nitrógeno, lo cual concuerda con los resultados obtenidos 

en la Tabla 16, donde se observa un aumento en la expresión del  regulador nac (7.7 para la 

cepa K24K1 y 8.0 para la cepas K24KP). Además se encontraron dos genes relacionados con la 

síntesis y ensamblado de complejos hierro-azufre (iscX y fdx). Este tipo de complejos son muy 

comunes en proteínas relacionadas con la detección de nivel de oxígeno. Podría ser entonces 

que haya alguna relación entre la presencia de PhaP, y el metabolismo oxidativo en la cepa 

K24KP. 

 
Tabla 20.  Genes cuya expresión fue menor para las cepas K24K1 y K24KP, al comparar 

con la cepa KQ1. Los datos correspondientes a la descripción de cada gen fueron tomados  de 
http:/ /ecocyc.org/  y de Reitzer y Schneider, 2001. 

 

Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1 
Descripción 

purK -2.2 -1.3 
N5-carboxiaminoimidazol ribonucleótido sintasa. En 
biosíntesis inosina-5'-fosfato (precursor para la 
síntesis de novo de purinas) 

purM -2.2 -1.0 

Fosforibosilformilglicinamida ciclo-ligasa. En 
biosíntesis  5-aminoimidazol ribonucleótido 
(precursor para la síntesis de novo de purinas y 
tiamina) 

purC -4.3 -2.1 
Fosforibosilaminoimidazol-succinocarboxamida 
sintasa. En biosíntesis inosina-5'-fosfato (precursor 
para la síntesis de novo de purinas) 

serA -3.4 -1.8 
 α-cetoglutarato reductasa. En biosíntesis serina. 
Expresión reprimida por Nac. 

gadC -3.0 -4.3 
Antiporter de ácido glutámico: GABA. Es parte del 
sistema glutamato dependiente de resistencia a 
estrés ácido (AR2). 

hdeB -1.6 -2.2 
Chaperona de estrés ácido. Ubicada en el 
periplasma. 

ybaS -1.9 -3.4 
Glutaminasa. Su expresión en inducida por estrés 
ácido. 

gadA -2.2 -4.0 
Subunidad de la glutamato descarboxilasa A. Es 
parte del sistema glutamato-dependiente de 
resistencia a estrés ácido (AR2). 
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Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1 
Descripción 

ybaT -1.6 -2.7 
Transportador de aminoácidos y aminas. Su 
expresión aumenta en respuesta estrés ácido. 

slp -2.0 -3.3 
Lipoproteina de hambreado. Se cree forma parte en 
la resistencia estrés ácido. 

ilvC -2.2 -3.7 
Acetohidroxiácido isomeroreductasa. En biosíntesis 
valina e isoleucina. 

yebZ -1.3 -2.0 Sin información. 
hdeD -1.6 -2.5 Proteína de membrana en resistencia a estrés ácido. 

gadB -2.5 -4.2 
Glutamato descarboxilasa B. Es parte del sistema 
glutamato dependiente de resistencia a estrés ácido 
(AR2). 

lysU -2.6 -4.3 
Lisil RNAt sintasa. Expresión es inducida por alta 
temperatura, anaerobiosis, y pH ácido. 

ymdF -4.2 -3.8 Sin información. 
 
 
En la Tabla 20 se muestran los genes cuya expresión fue menor para ambas cepas en 

estudio. Muchos de los genes de este grupo están relacionados con la resistencia a estrés 

ácido, como es el caso de ybaS, gadA, ybaT y gaB. Las células que sintetizan PHB lo hacen a 

partir de acetil-CoA y utilizan  poder reductor para la síntesis del polímero, por lo que tienen 

menor cantidad de equivalentes de reducción disponibles para la síntesis de otros compuestos 

celulares. Es posible que esto resulte en una menor producción de metabolitos ácidos dentro de 

la célula, lo que explicaría la menor inducción en los sistemas de resistencia a estrés ácido. Sin 

embargo, cuando se midió el pH de los cultivos, no se observaron diferencias apreciables, lo 

cual concuerda con resultados obtenidos en trabajos previos (Han et al., 2001).  

 
 
Tabla 21.  Genes cuya expresión fue menor en la cepa K24K1, e igual en la cepa K24KP, al 

comparar con la cepa KQ1. Los datos correspondientes a la descripción de cada gen fueron 
tomados  de http:/ /ecocyc.org/  y de Reitzer y Schneider, 2001. 

 
 

Gen 
Expresión 

K24K1/ KQ1 
Expresión 

K24KP/ KQ1 
Descripción 

mtr -3.5 -0.1 Transportador de triptofano. 

rplB -2.0 0.3 
Forma parte de la subunidad 50S ribosomal. 
Interactúa con aminoacil-tRNAs. 

rplD -2.6 0.3 
Forma parte de la subunidad 50S ribosomal. 
Regula la expresión del operón S10. 

rplC -2.3 0.5 Forma parte de la subunidad 50S ribosomal. 

rpsJ -2.8 0.5 
Forma parte de la subunidad 30S ribosomal. 
Proteína S10, actúa en la regulación de la 
terminación de la transcripción. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=16397293&dopt=Abstract�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=16397293&dopt=Abstract�
http://ecocyc.org/�


Resultados y discusión – Parte I I  

129 

 
En la Tabla 21 se muestran los genes  cuya expresión fue menor en la cepa K24K1 pero 

igual en la cepa K24KP. La mayoría de los genes de este cluster forman parte de alguna de las 

subunidades del ribosoma. Al analizar los niveles de proteínas solubles totales sobre la biomasa 

para cada una de las cepas, se observó una menor cantidad de poteínas en la cepa productora 

de PHB, y valores similares paras las cepas KQ1 y K24KP (Tabla 14). Esto podría explicar la 

disminución observada en la expresión de genes ribosomales en la cepa K24K1. Una menor 

expresión de las proteínas ribosomales podría resultar en una menor cantidad de ribosomas 

activos disponibles, lo que podría explicar la disminución observada en la cantidad de proteínas 

en la cepa K24K1. 

 

 

3.4 Efecto de la adición de distintos aminoácidos en el  medio de cult ivo sobre  

el crecimiento y acumulación de PHB en E. coli   

 

Para profundizar el estudio del efecto de la producción de PHB en E. coli, y de confirmar 

de manera fisiológica los resultados obtenidos en los arrays, se realizaron ensayos de 

crecimiento y acumulación de PHB para  las cepas KQ1 y K24K1, en medio MYA/glicerol, 

suplementado con distintos aminoácidos (Figura 26). Los aminoácidos elegidos fueron: 

glutamato, glutamina, leucina y metionina. La elección fue hecha teniendo en cuenta que los 

mismos no estuvieran cercanos en la vía biosintetica, y que además tuvieran distintos 

requerimientos en cuanto la cantidad de NADPH necesario para su síntesis.  

Al analizar los perfiles de crecimiento obtenidos para ambas cepas con  la adición de los 

distintos aminoácidos se observa que en el caso de la cepa que no acumula PHB, la misma 

crece de manera similar con la adición de cada uno de los aminoácidos adicionados, o sin 

ninguno. Por el contrario, el crecimiento de la cepa productora de PHB presenta variaciones en 

el crecimiento según el aminoácido adicionado. La máxima acumulación de biomasa en la cepa 

K24K1 se observa con la adición de metionina, el cual requiere 7 moléculas de NADPH para su 

síntesis (Figura 7 Introducción). 
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Figura 26.  Acumulación de biomasa  de cultivos de 48 h de las cepas KQ1 (A) y K24K1 

(B), en medio MYA/glicerol, con la adición de 50 mg/L de distintos aminoácidos. La barra negra 
corresponde al experimento control, sin la adición de aminoácidos al medio. Los resultados 
muestran el valor promedio  desvío estándar, obtenidos a partir de mediciones por duplicado 
en dos cultivos independientes.  

 
 
Al analizar la producción de PHB de la cepa K24K1, se observaron valores similares con 

todos los aminoácidos ensayados (Tabla 22), lo que demuestra que la adición de los distintos 

aminoácidos en las concentraciones empleadas tuvo un efecto promotor del crecimiento en las 

condiciones de crecimiento utilizadas, pero no en la acumulación de PHB. 

 
Tabla 22.  Acumulación de PHB  de cultivos de 48 h de la cepa K24K1 en medio 

MYA/glicerol, con la adición de 50 mg/ l de distintos aminoácidos. Los resultados muestran el 
valor promedio  desvío estándar, obtenidos a partir de mediciones por duplicado en dos 
cultivos independientes.  

 
 Aminoácido suplementado PHB (g · l -1) %  PHB (p/ p)  

ninguno 0.90 ±  0.02 32.5 ±  0.8 
glutamato 0.87 ±  0.01 29.6 ±  0.4 
glutamina 1.04 ±  0.01 31.3 ±  0.3 

leucina 1.05 ±  0.01 31.0 ±  0.2 
metionina 1.09 ±  0.03 30.9 ±  0.8 

 
 
La síntesis de PHB se produce a partir de acetil-CoA y requiere poder reductor para su 

síntesis (ver Introducción), por lo que se ha propuesto que una manera de mejorar los niveles 

de producción del polímero sea mediante el agregado de aminoácidos al medio de cultivo.  

Estudios previos analizaron el efecto de la adición de diferentes aminoácidos sobre la 

acumulación de PHB en E. coli contendiendo los genes pha de C. necator  (Lee et al., 1995c) y 
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los genes pha de Streptomyces aureofaciens (Mahishi et al., 2003). En ambos casos, se observó 

un mayor crecimiento y acumulación de PHB al adicionar la mayoría de los aminoácidos al 

medio, siendo las mayores diferencias observadas luego de la adición de metionina y cisteína. 

Estos aminoácidos son los que necesitan el mayor número de moléculas de NADPH para su 

síntesis (7 y 4 respectivamente) (Figura 7 Introducción).   

Los resultados obtenidos en nuestro caso son similares a los de la literatura, ya que se 

observa un aumento en el crecimiento al adicionar aminoácidos al medio, siendo la mayor 

diferencia la observada mediante la adición de metionina. En nuestro caso, no se observaron 

diferencias en los niveles de acumulación de PHB. Una razón podría ser que los ensayos que se 

encuentran en la literatura fueron realizados en medios de cultivo mínimos, en los cuales la 

concentración de nitrógeno presente en el medio es significativamente menor que en el medio 

MYA, el cual es un medio rico que además contiene casaminoácidos en su composición (ver 

materiales y métodos). 

Los ensayos realizados mediante la adición de distintos aminoácidos al medio de cultivo 

confirman los resultados obtenidos mediante los arrays de DNA, respecto al desbalance en el 

metabolismo del nitrógeno causado por la producción de PHB en E. coli.  Al producirse PHB 

queda menor cantidad de acetil-CoA y de poder reductor disponible para la síntesis de biomasa 

y de otros componentes celulares, como aminoácidos. Debido a esto, la adición de distintos 

aminoácidos compensaría al menos en parte este problema, permitiendo alcanzar mayores 

niveles de crecimiento en la cepa productora de PHB (Figura 26). En particular se observa que 

son mayores la diferencias al adicionar metionina, aminoácido cuya síntesis requiere mucho 

poder reductor. Estos resultados sugieren que una de las principales deficiencias a la que se 

exponen las células de E. coli al producir PHB es una carencia de poder reductor, lo cual  se ve 

reflejado en menores niveles de crecimiento. Sería de gran interés comparar el crecimiento de 

ambas cepas en ensayos en biorreactor, para determinar si en condiciones de crecimiento 

mayores y más controladas se observan diferencias en cuanto a la acumulación de biomasa. 

 
 

4. Conclusiones 
 
 
Se estudió el efecto de la acumulación de PHB  sobre la expresión de diferentes genes 

relacionados con la respuesta a estrés, en especial a estrés térmico, en cepas de E. coli 

productoras de PHB. Se observó un aumento en la expresión de varios genes de estrés al 

comparar su expresión en la cepa control que no acumula PHB, lo que demuestra que la 

expresión del polímero está ejerciendo un estrés en las células, con un efecto similar al de un 
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choque térmico. Al comparar la expresión de estos genes en la cepa productora de PHB y PhaP, 

con los de la cepa control, se observó una disminución en la expresión de estos genes, lo cual 

estaría sugiriendo un efecto protector de la proteína PhaP sobre E. coli.  

A continuación se estudió el efecto de la producción de PHB y PhaP sobre la expresión 

global de genes, mediante arrays de DNA. Se observó un aumento en la expresión de genes 

relacionados al metabolismo del nitrógeno, es decir, genes cuya expresión se encuentra 

inducida en condiciones de hambreado en nitrógeno. Una explicación para este efecto, es que 

la síntesis de PHB requiere poder reductor y acetil-CoA, por lo que los mismos ya no estarían 

disponibles para la síntesis de aminoácidos en la célula. Para corroborar esta hipótesis a nivel 

fisiológico, se realizaron cultivos de estas  mismas cepas, pero agregando distintos aminoácidos 

al medio de cultivo. Se observó un mayor crecimiento solamente en la cepa productora de PHB, 

siendo mayor este efecto al adicionar metionina, aminoácido que tiene un alto requerimiento de 

poder reductor para su síntesis. 
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BB..  EEff eecctt oo  ddee  llaa  pprroott eeíínnaa  PPhhaaPP  ddee  AAzzoott oobbaacctt eerr     sspp..  FFAA88  eenn   EE..  ccooll ii   nnoo  

pprr oodduucctt oorr aa  ddee  PPHHBB  

 
 
1. I ntroducción 

 
En la primera parte de esta tesis, se analizó el efecto de una proteína asociada a gránulos 

de PHB, PhaP, sobre el crecimiento y la acumulación del polímero en cepas de E. coli 

productoras de PHB. Se observó que la presencia de PhaP promueve la acumulación del 

polímero y de biomasa, tanto en cultivos en frasco agitado como en biorreactor. Con el fin de 

profundizar el estudio del efecto de la producción de PHB y PhaP sobre E. coli, se analizó la 

expresión de diferentes genes mediante qRT-PCR y arrays de DNA, comparando su expresión 

relativa a la observada en una cepa control que no contiene los genes de síntesis de PHB ni 

PhaP. Cuando se analizó la expresión de genes relacionados al estrés, en particular al estrés 

térmico, se observó que la cepa que acumula PHB y expresa PhaP presentaba valores de 

expresión menores que la cepa control sin PHB ni PhaP, sugiriendo un efecto protector de PhaP 

en E. coli. En particular, se observó una disminución en la expresión de la proteína IbpA, una 

sHsp relacionada al estrés térmico, que actúa como una chaperona uniéndose a cuerpos de 

inclusión. A partir de estos resultados surgió el interés de estudiar el efecto de PhaP sobre E. 

coli en ausencia de PHB, y de comparar su efecto con el producido por la sHsp IbpA.  

 

2. Objetivos 

 

- Construir una cepa de E. coli  que exprese la proteína PhaP de Azotobacter sp. FA8, a 

fin de analizar el efecto de PhaP independientemente de la presencia de PHB. 

- Estudiar el efecto de PhaP sobre el crecimiento y sobre la resistencia a distintos tipos 

de estrés en E. coli. 

- Analizar la expresión del gen ibpA, en ausencia y presencia de PhaP, de manera de  

estudiar si PhaP afecta la expresión de ibpA. 

 

 

 

 

 

 



Resultados y discusión – Parte I I  
 

134 

3.  Resultados y discusión  

 
 
3.1 Efecto de PhaP en E. coli  en condiciones normales de crecimiento 

 
Con el fin de estudiar el efecto de la proteína PhaP de Azotobacter sp. FA8 sobre el 

metabolismo de E. coli, se construyeron las cepas ADA100/pBBR1 y ADA100/pADP. La cepa 

ADA100, la cual ya fue utilizada en ensayos realizados en el capítulo anterior, contiene una 

fusión transcripcional del gen ibpA al gen reportero lacZ, que permite estudiar la expresión de 

este gen mediante la medición de la actividad de la enzima β-galactosidasa (Bianchi y Baneyx, 

1999). 

En primer lugar se realizaron ensayos de crecimiento a 37 ºC, la temperatura de 

crecimiento óptima de E. coli, a fin de estudiar si la expresión de PhaP tenia algún efecto sobre 

el crecimiento de E. coli, como se observa en las cepas que acumulan PHB (Parte I .A. de 

resultados). 

Se realizaron ensayos en medio LB, y se tomaron muestras cada hora, a partir de las 

cuales se realizaron mediciones de DO (Figura 27). Se observaron mayores niveles de 

crecimiento en la cepa que expresa PhaP, a partir de la tercera hora de crecimiento. Las 

velocidades máximas especificas de crecimiento (µmax)  fueron de 0,69 ±  0,05 para la cepa 

ADA100/pBBR1, y de 0,79 ±  0,06 para la cepa que expresa PhaP. Además, la cepa con PhaP 

alcanzó mayores niveles de DO y de biomasa finales, siendo el peso seco final de la cepa con 

PhaP un 38% mayor, en comparación a la cepa sin fasina (3.47 ±  0.12 g · l-1 y 2.50 ±  0.05 g · 

l-1, respectivamente). A partir de estos resultados se puede concluir que la presencia de la 

proteína PhaP de Azotobacter sp. FA8 tiene un efecto positivo en el crecimiento de E. coli, en 

este caso en ausencia de PHB. 
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Figura 27.  Curva de crecimiento de las cepas ADA100/pBBR1 y ADA100/pADP, en medio 

LB a 37ºC, durante las primeras 10 h de crecimiento. Se muestran los valores promedio de 
cultivos realizados por duplicado. Las desviaciones estándar fueron menores al 5% de la media 
en todos los casos.  

 
 
A raíz de los resultados obtenidos en el capitulo anterior de esta tesis, surgió el interés de 

estudiar si el efecto de PhaP sobre la expresión de ibpA se produce también en ausencia de 

PHB. La expresión de ibpA está regulada por RpoH, siendo la misma inducida en condiciones de 

estrés termico y de otros tipos de estrés (Allen et al., 1992; Chuang et al., 1993),  durante la 

producción de proteínas heterólogas y durante la formación de biofilms (Hoffman y Rinas 2004; 

Kuczynska-Wisnik et al., 2010). 

A partir de las muestras obtenidas de la curva de crecimiento, se estudió la expresión del 

gen ibpA, a través de la medición de la actividad β-galactosidasa, la cual fue expresada como 

unidades Miller (Figura 28). Se observó un pico en la expresión de ibpA en la cepa 

ADA100/pBBR1, pero no en la cepa que expresa PhaP. Este pico se detectó a la hora 3 de 

crecimiento, es decir, a la misma hora en donde se comienzan a observar diferencias en las 

curvas de crecimiento entre las dos cepas (Figura 27). Una posible explicación para la aparición 

del pico en la expresión de ibpA a las 3 h de crecimiento podría ser que recién en esa etapa del 

crecimiento se alcanza un nivel de acumulación de proteínas mal plegadas que requieran la 

acción de chaperonas para su correcto plegado, provocando la inducción de ibpA.  
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Figura 28.  Análisis de la expresión de ibpA en presencia y ausencia de PhaP. Se analizó la 

expresión del gen ibpA en la cepa que contiene una fusión ibpA-lacZ, mediante medición de 
actividad β-galactosidasa (expresada como unidades Miller), en medio LB a  37ºC. Las 
mediciones de la actividad β-galactosidasa fueron  realizadas por triplicado para cada cepa. Se 
muestran los valores promedio obtenidos ±  desvío estándar de dos experimentos 
independientes. 

 
 

En conjunto, estos resultados sugieren que la proteína de unión a gránulos PhaP de 

Azotobacter sp. FA8, podría ejercer un efecto protector en E. coli aún en ausencia de PHB. PhaP 

podría estar actuando de manera análoga a la chaperona IbpA, y como consecuencia la 

expresión de la misma disminuye en presencia de PhaP. 

 

La relación entre PhaP y la sHsp IbpA ya había sido sugerida en un trabajo anterior, donde 

se observó a IbpA unida a gránulos de PHB, en cepas de E. coli productoras del polímero que 

no expresan PhaP (Tessmer et al., 2007). Al analizar los gránulos en las cepas que  expresan la 

fasina, se observó que la misma se unía a los gránulos, en lugar de IbpA. Los autores sugirieron 

que IbpA estaría actuando como una fasina, evitando la fusión de los gránulos entre sí, y la  

unión de proteínas citosólicas de manera inespecífica a los mismos. En C. necator , se observó 

la presencia de Hsp unidas a los gránulos de PHB en cepas que no producen PhaP, (Pötter et 

al., 2004), pero no en la cepa que expresa PhaP. En otro trabajo también se analizaron las 

proteínas unidas a gránulos de PHB en E. coli, encontrándose a IbpA e IbpB unidas a los 

gránulos del polímero, en ausencia de PhaP (Han et al., 2006). A partir de estos trabajos surgió 
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la pregunta de si IbpA es desplazada de los gránulos de PHB por una mayor afinidad de PhaP al 

polímero, o si la presencia de PhaP tiene algún efecto sobre la expresión de ibpA, y sobre otros 

genes relacionados al estrés térmico en E. coli. 

Esta es la primera vez que se analiza la expresión de la proteína de unión a gránulos de 

PHB, PhaP, en cepas de E. coli que no acumulan el polímero. Los resultados obtenidos en esta 

parte de la tesis permitieron observar en E. coli un efecto protector de PhaP, cuya presencia 

favoreció el crecimiento de las cepas. Además, el análisis de la transcripción de ibpA reveló una 

disminución en la expresión de este gen en presencia de PhaP en las condiciones de cultivo 

analizadas. Nuestra hipótesis es que PhaP estaría actuando de manera análoga a la chaperona 

IbpA. De esta manera, la presencia de PhaP reduciría la señal que dispara la síntesis de ibpA, lo 

que se refleja en una menor transcripción del gen en presencia de PhaP. 

 

3.2 Efecto de PhaP en E. coli , bajo condiciones de estrés 

 
La proteína IbpA es una proteína de la familia de las “heat shock proteins”, es decir, que 

su expresión se ve inducida durante estrés térmico, así como también durante otros tipos de 

estrés (ver Introducción). Trabajos previos analizaron el efecto de las sHsp IbpA e IbpB sobre la 

resistencia a distintos tipos de estrés en E. coli (Kitagawa et al., 2000). Se observó que 

deleciones en estos genes no tenían efecto en la resistencia a los tipos de estrés analizados 

(térmico, oxidativo por agua oxigenada, por paraquat, y etanol), en cultivos en medio mínimo. 

Por el contrario, al sobreexpresar IbpA y/o IbpB, se observó una mayor supervivencia a estrés 

térmico (diferencias mayores a un orden de magnitud). Además se observó una mayor 

supervivencia a estrés por paraquat y a etanol, aunque en estos casos las diferencias fueron 

menores. 

Con el fin de continuar los estudios acerca del efecto de  PhaP sobre E. coli se sometieron  

las células a distintos tipos de estrés, en presencia o ausencia de PhaP. En primer lugar se 

estudió la supervivencia de las cepas ADA100/pBBR1 y ADA100/pADP luego de ser sometidas a 

estrés térmico (30 min a 52ºC) (Figura 29). Se observó una mayor resistencia en la cepa que 

expresa phaP,  lo cual demuestra que la proteína tiene un efecto protector sobre E. coli durante 

estrés térmico.  
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Figura 29.  Resistencia a estrés térmico en las cepas ADA100/pBBR1 y ADA100/pADP, en 

medio LB. Las células fueron crecidas hasta DO de 0.5 a 30ºC, y luego fueron expuestas a 52ºC 
durante 30 min. Los resultados muestran el valor promedio  desvío estándar, obtenidos a 
partir de mediciones por duplicado de dos experimentos independientes.  

 

También se analizó la expresión del gen ibpA, mediante medición de la actividad β-

galactosidasa. Se observó una mayor expresión de ibpA en la cepa que no expresa PhaP en las 

etapas iniciales (Figura 30). A los 30 minutos de exposición al estrés térmico, ambas cepas 

mostraron valores similares en la expresión de ibpA, lo que podría deberse a que la acción que 

ejerce PhaP no fue suficiente para contrarrestar los efectos del estrés térmico, por lo que 

también se ve inducida ibpA. 
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Figura 30.  Análisis de la expresión de ibpA en presencia y ausencia de PhaP, durante un 
estrés térmico. Se analizó la expresión del gen ibpA en la cepa que contiene una fusión ibpA-
lacZ, mediante medición de la actividad β-galactosidasa (expresada como unidades Miller), en 
medio LB a 52ºC. Los resultados muestran el valor promedio obtenido  desvío estándar, 
obtenidos a partir de mediciones por triplicado de dos experimentos independientes.  

 

También se realizaron ensayos de estrés con 30 % de agua oxigenada, determinando la 

sensibilidad mediante la medición de los diámetros de halos de inhibición en placa. En este 

caso, se obtuvieron valores similares para ambas cepas: 1.70  0.06 cm de diámetro para 

ADA100/pBBR1 y 1.77  0.05 cm en el caso de ADA100/pADP. Estos resultados indicarían que 

la presencia de PhaP no protege a las células contra el estrés oxidativo producido por agua 

oxigenada.  

Al comparar los resultados obtenidos entre la resistencia a estrés mediada por la expresión 

de PhaP, y la sobreexpresión de IbpA/B, se puede concluir que los efectos son muy similares, 

ya que en ambos casos, se observa una protección a estrés termico, pero no a estrés oxidativo 

por agua oxigenada (Kitagawa et al., 2000).  

 

El rol de PhaP, tanto en bacterias productoras naturales como en E. coli recombinante, 

siempre fue estudiado ligado a la producción de PHB (Pötter et al., 2004) (York et al., 2001a, 

2001b, 2002) (Tessmer et al., 2007). Hasta el momento nunca se había analizado si la misma 

podría tener algún otro efecto en el metabolismo bacteriano. De acuerdo a los resultados 

obtenidos en este capítulo se puede concluir que la proteína PhaP de Azotobacter sp FA8 tiene 

en E. coli un efecto similar al de una sHsp como IbpA/B. En primer lugar, tiene un efecto 
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promotor del crecimiento a 37ºC. Esta temperatura es la óptima para el crecimiento de E. coli, 

pero aún a esta temperatura la célula necesita de varias chaperonas para el correcto plegado 

de las proteínas (Gross, 1996). Además, se observó que la expresión de ibpA es menor en 

presencia de PhaP, tanto en condiciones de crecimiento a 37°C, como en un estrés térmico. 

Finalmente, la expresión de PhaP protege a las células al ser sometidas a un estrés térmico, de 

una manera análoga a la observada en estudios donde se sobreexpesa a IbpA/B (Kitagawa et 

al., 2000).  

 

Existen diferentes líneas de evidencia que permiten relacionar a PhaP con la chaperona 

IbpA: 

 

1. En trabajos anteriores se observó que en ausencia de PhaP, IbpA se une a los 

gránulos de PHB, y que es desplazada en presencia de PhaP. Esto podría indicar que existe una 

similitud en la afinidad de ambas proteínas por un sustrato común: la supercficie de los 

gránulos de PHB 

2. En segundo lugar, se observaron efectos similares en las células que expresan phaP o 

sobreexpresan ibpA, en cuanto a su resistencia a distintos tipos de estrés, lo que indicaría que 

podrían tener funciones análogas, probablemente relacionadas con el plegado de proteínas   

3. Al analizar la expresión de ibpA se observó que era menor en presencia de PhaP, 

sugiriendo que esta última podría estar evitando la aparición de las señales que inducen la 

expresión de ibpA, como la presencia de proteínas mal plegadas en el citoplasma celular. 

 

4.  Conclusiones 
 
Se estudió el efecto de la proteína de unión a gránulos de PHB, PhaP, de Azotobacter sp. 

FA8, sobre E. coli. Se observó que la presencia de PhaP promovió el crecimiento en E. coli, al 

realizar cultivos a 37°C, en medio LB. Adem ás, se estudió la expresión de la sHsp ibpA, en 

presencia y ausencia de PhaP, la cual solo se vió inducida en la cepa sin phaP. Al someter a las 

células a un estrés térmico, se encontró que la cepa con PhaP tenía una mayor superviviencia 

que la cepa control. Estos resultados demuestran que la proteína PhaP de Azotobacter sp. FA8 

ejerce un efecto protector en E. coli, el cual podría estar relacionado al efecto de la sHsp IbpA. 
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El poli(3-hidroxibutirato) (PHB) es un polímero de reserva sintetizado por varios géneros 

bacterianos, pero ausente en E. coli. Su importancia biotecnológica radica en que presenta 

propiedades físicas similares a las de plásticos derivados del petróleo, es  producido a partir de 

sustratos renovables, y es totalmente biodegradable. Los gránulos de PHB, en las bacterias 

productoras naturales, se encuentran rodeados principalmente por fasinas (PhaP), proteínas de 

bajo peso molecular, que tienen un efecto promotor sobre la acumulación del polímero. 

E. coli es una bacteria utilizada para la producción de una gran cantidad y variedad de 

compuestos y proteínas heterólogas, por lo que resulta de gran interés estudiar los cambios 

que se producen en su metabolismo, con el fin de optimizar la producción de los mismos. En el 

presente trabajo se estudió el efecto de la producción de PHB y de la proteína PhaP sobre el 

metabolismo y expresión génica en E. coli.   

 

En la parte I .A, se expresó y purificó la proteína PhaP de Azotobacter sp. FA8, a partir de 

la cual se sintetizaron anticuerpos específicos, que permitieron verificar la correcta expresión de 

la proteína. Se construyó una cepa de E. coli productora de PHB y PhaP (K24KP), a partir de la 

cual se realizaron varios ensayos de crecimiento y acumulación del polímero, tanto en frasco 

agitado como en biorreactor, utilizando glucosa y glicerol como sustratos. En todas las 

condiciones estudiadas se observó una mayor acumulación de PHB y de biomasa en la cepa que 

expresa PhaP, al compararla con la cepa K24K1, la cual produce PHB pero no tiene el gen phaP.  

A part ir de estos resultados se concluyó que la exp resión de PhaP de Azotobacter  sp. 

FA8 en E. coli resulta beneficiosa, no sólo por el incremento en l a producción del 

polímero, sino también por el aumento observado en el crecimiento bacteriano. 

 

Existen numerosos ensayos acerca de la  producción de PHB en E. coli, pero en la mayoría 

de ellos se utilizan sustratos como glucosa o lactosa, las cuales son moléculas que presentan un 

grado de oxidación mayor al del glicerol. La utilización de glicerol como sustrato es una 

alternativa muy atractiva actualmente, ya que el mismo es un desecho de la creciente industria 

del biodiesel. Dado que el estado de oxidación de las células tiene un efecto importante sobre la 

síntesis de PHB, un compuesto reducido, se esperaba que los distintos sustratos analizados 

generaran diferencias en la acumulación del polímero y en el perfil metabólico de las 

recombinantes. En la parte I .B., se estudió la acumulación de PHB en la cepa K24KP bajo 

diferentes condiciones de aireación, utilizando como sustrato glucosa o glicerol. Al utilizar 

glucosa, se obtuvieron resultados coincidentes con los descriptos en la literatura, ya que se 

observó que los cultivos más aireados acumularon mayores cantidades de polímero. Los 
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resultados fueron muy diferentes al utilizar glicerol, ya que la mayor acumulación de PHB 

utilizando este sustrato se obtuvo en condiciones de aireación relativamente bajas. Al analizar la 

producción de varios metabolitos celulares, también se obtuvo una alta concentración de etanol 

en estas condiciones. A part ir de los resultados obtenidos se concluye qu e la 

producción de PHB en E. coli a partir de glucosa o glicerol varía dependiendo de  las 

condiciones de aireación utilizadas, siendo la óptima para el glicerol una condición 

intermedia, como la utilizada en estos ensayos (125  rpm) .  

Los resultados obtenidos en esta parte de la tesis resultan, por un lado, de interés básico, 

ya que permiten mejorar la comprensión de los mecanismos de control metabólico del flujo de 

carbono y energía en diferentes condiciones redox. Por otro lado, también son interesantes 

desde el punto de vista biotecnológico, ya que durante la producción a gran escala del polímero 

los costos asociados a la aireación del cultivo pueden llegar a ser muy elevados, por lo que 

resulta muy beneficiosa la utilización de glicerol bajo condiciones de aireación intermedias para 

la producción de PHB en E. coli. 

 

Con el fin de estudiar los cambios que se producen en E. coli productora de PHB se estudió 

el efecto de la producción de PHB y PhaP sobre la expresión global de genes mediante 

microarrays de DNA (Parte I I .B). Se comparó la expresión de genes de la cepa productora de 

PHB (K24K1) y de la cepa que produce PHB y PhaP (K24KP) con una cepa control no 

productora (KQ1), en un medio rico con glicerol (MYA/glicerol). En ambos casos se observó una 

mayor expresión de genes involucrados en la regulación del metabolismo del nitrógeno, 

transportadores de aminoácidos, y genes involucrados en la biosíntesis de aminoácidos y 

poliaminas. Esto indica que cuando las células sintetizan PHB s e produce un fuerte 

aumento en la expresión de genes relaci onados con el hambreado en nitrógeno.  El 

medio de cultivo utilizado es un medio rico en nitrógeno, por lo que una explicación posible 

para estos resultados es que, debido a la producción de PHB, haya una menor cantidad de 

acetil-CoA y poder reductor disponible para la síntesis de compuestos nitrogenados. Para 

confirmar estos resultados, se realizaron ensayos sobre la acumulación de PHB y biomasa en las 

cepas K24K1 y KQ1, en medio MYA/glicerol mediante la adición de distintos aminoácidos al 

medio de cultivo. En la cepa productora de PHB se observaron mayores niveles de crecimiento 

que en la cepa control, aunque no hubo diferencias en los niveles de acumulación del polímero. 

En particular, las mayores diferencias se observaron al agregar al medio metionina, aminoácido 

cuya síntesis requiere de 7 moléculas de NADPH. Los resultados obtenidos permitieron 

caracterizar los efectos producidos por la síntesis  del polímero en E. coli , 
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información esencial para poder realizar un diseño eficiente y racional de cepas para 

la producción de PHB, y para optimizar las condicio nes de cult ivo.  

 

Trabajos anteriores sugirieron que la producción de PHB en E. coli recombinante estaría 

causando un estrés en las células, similar a un estrés por choque térmico, en base a ensayos de 

proteómica.  Por otra parte, se observó que en cepas de E. coli productoras de PHB que no 

expresan PhaP, una sHsp llamada IbpA, una chaperona que se une a cuerpos de inclusión, se 

encontraba unida a los gránulos del polímero. A partir de estos resultados, decidimos estudiar el 

efecto de la acumulación de PHB y PhaP sobre la expresión de distintos genes de estrés, y en 

particular sobre la expresión de ibpA. Se compararon los niveles de expresión de diferentes 

genes, entre las cepas K24K1 y KQ1 por un lado, y K24KP y KQ1 por el otro, en este caso 

mediante qRT-PCR (Parte I I .A.). Se observó un leve aumento en varios genes relacionados al 

estrés térmico, como es el caso de algunas chaperonas, en la cepa productora de PHB. 

Sorprendentemente, los valores de expresión de estos genes en la cepa K24KP (al comparar 

con la cepa control no productora del polímero), fueron mucho menores, siendo la mayor 

disminución la observada en la expresión de ibpA. Estos resultados sugieren que la 

proteína PhaP estaría tenien do un efecto protector en E. coli , inclusive en ausencia 

de PHB. 

Con el fin de probar esta hipótesis se construyó una cepa de E. coli que expresa PhaP, en 

ausencia de PHB (Parte I I .B.). Además, esta cepa tiene una fusión transcripcional del promotor 

de ibpA al gen reportero lacZ, lo que permite medir su expresión mediante la actividad de la 

enzima -galactosidasa. Al realizar ensayos de crecimiento a 37ºC, se observó que la cepa que 

expresa PhaP crecía más que la cepa control. También se estudió la expresión de ibpA, la cual 

fue menor en la cepa con PhaP. A continuación se realizaron ensayos de resistencia a distintos 

tipos de estrés, incluyendo resistencia a estrés térmico. Se observó una mayor viabilidad en la 

cepa que expresa PhaP, y además, se encontró que la expresión de ibpA también fue menor en 

esta cepa. Estos resultados confirmarían la hipó tesis acerca del efector protector de 

PhaP de Azotobacter  sp. FA8 en E. coli , la cual podría estar actuando de manera 

análoga a I bpA.  Este hallazgo abre la posibilidad de utilizar a la proteína PhaP en otros 

sistemas que involucran expresión de compuestos heterólogos en E. coli. 

 

 

 

 

 



Conlcusiones y perspectivas 

145 

 

Perspectivas 

 

Los estudios planteados en esta tesis contribuyeron a aumentar el conocimiento acerca del 

comportamiento de E. coli productora de compuestos heterólogos, en particular de PHB. 

Además, se estudió el efecto de la proteína PhaP, tanto sobre el metabolismo como sobre la 

expresión génica de E. coli, y los mecanismos mediante los cuales estos efectos se producen. 

A partir de este trabajo surgen dos líneas de trabajo futuras. En primer lugar, la 

profundización de estos estudios permitiría la optimización de cepas recombinantes de E. coli 

para la producción de PHB, teniendo en cuenta los efectos que produce la síntesis del polímero. 

Para ello se podrían realizar más estudios relacionando los cambios en el metabolismo del 

nitrógeno con la producción de PHB, o con otros genes que mostraron cambios en su expresión 

en los ensayos de arrays, con el fin de diseñar cepas que acumulen mayores cantidades del 

polímero. 

La segunda línea de trabajo involucra continuar con los estudios del efecto de PhaP en E. 

coli, en ausencia de PHB. En primer lugar sería de gran utilidad estudiar si PhaP se une a 

cuerpos de inclusión como lo hace IbpA, y si PhaP actúa como una chaperona, ayudando en el 

plegado de proteínas, o si protege a enzimas de inactivación por calor o por algunos oxidantes, 

como se observó previamente para IbpA. Finalmente, se podrían evaluar posibles aplicaciones 

biotecnológicas  de PhaP. En particular se quiere estudiar el rol de PhaP sobre la producción de 

distintos productos en E. coli, como es el caso de proteínas heterólogas que forman cuerpos de 

inclusión, lo que abriría interesantes perspectivas para la utilización de PhaP en sistemas de 

expresión en E. coli. 
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