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@ Resumen:

La presente invencién consiste en un nuevo mi-
croorganismo (Azotobacter chroococcum cepa PHA,
CEC'% 4435), obtenido mediante mutacién inducida
con N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina, capaz de
acumular durante su crecimiento (sin ninguna limi-
tacién, nutricional) poli-hidroxialcanoatos (PHAs).
La utilizacién de esta bacteria en procesos fermenta-
tivos, utilizando diferentes fuentes de carbono (azu-
cares, alpechin o &acidos alcanoicos), posibilita la
produccién de homopolimeros (poli-3 hidroxibuti-
rato) o copolimeros (poli-3 hidroxibutirato/3 hidro-
xivalerato), siendo la relacién molecular de los co-
polimeros dependiente de la relacién nutricional glu-
cosa/propidnico y glucosa/valérico.
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DESCRIPCION

El objeto de la presente invencién es la de producir polihidroxialcanoatos (PRAs) mediante una cepa
mutante de Azotobacter chroococcum PHA, utilizando para ello una tecnologia fermentativa y una varie-
dad de sustratos carbonados que incremente la rentabilidad del proceso a nivel industrial.

Antecedentes

Bajo condiciones de cultivo balanceado, son muchas las bacterias que acumulan poli - hidroxialcanoa-
tos (PHAs)!. Las condiciones éptimas para la produccién de este polimero, normalmente incluyen un
exceso de la fuente de carbono y una deficiencia de un nutriente como nitrégeno, fésforo u oxigeno?3. Sin
embargo, examinando las vias enziméticas que conducen a la formacién de PHAs, se puede comprobar que
su sintesis se ve controlada por la acetil - Co aciltransferasa y por la relaciéon NADH/NAD, origindndose
en altos niveles de NADH una activacién de la sintesis de PHAs, al asumir este polimero la funcién de
aceptor terminal de electrones?®.

Desde el principio de los afios ochenta, el poli - 8 - hidroxibutirico (PHB) ha sido reconocido como
un poliéster similar al polipropileno y polietileno. Si bien, los plasticos de PHB no superan en ventajas
mecanicas a los pléasticos tradicionales, ellos resultan ser biodegradables y biocompatibles, no originando
alteraciones en el medio ambiente®. Ademéds, copolimeros de hidroxibutirico (HB) e hidroxivalerico (HV)
se estan produciendo en la actualidad por Imperial Chemical Industries Ltd., bajo al denominacién de
Biopol, utilizando una cepa de Alcaligenes eutrophus cultivada sobre glucosa. Esta bacteria, posee un
rendimiento de 0.33 g de PHB por g de glucosa, aunque su desarrollo industrial requiere un doble paso
fermentativo, que dificulta seriamente el proceso, ya que la formacién del copolimero 3HB - 3HV requiere
un segundo crecimiento bacteriano sobre 4cido propiénico®. En la actualidad, estos plésticos, encuentran
buenas perspectivas a escala industrial, como termoplasticos y para la manufactura de materiales, siendo
los copolimeros los que presentan un mayor interés debido a sus caracteristicas de elasticidad y resistencia.

Nuestra aportacion, es la introduccidon a esta tecnologia fermentativa de cepas acapsuladas hiper-
productoras de la especie Azotobacter chroococcum, capaces de desarrollarse sobre un amplio grupo de
sustratos y con la particularidad de poder generar copolimeros plasticos en un unico paso fermentativo,
hecho este que representa una indudable ventaja en la produccién industrial de estos polimeros.

Explicacion de la invencion

La invencién consiste en la hiperproduccién de PHAs (homo y copolimeros) por la cepa mutante A.
chroococcum PHA (CECT 4435), durante su crecimiento exponencial, lo que permite su aplicacién indus-
trial en procesos fermentativos de un solo estadio, con una disminucién de tiempo y coste en relacién a
los procesos descritos para A. eutrophus. Asi el proceso fermentativo, utilizando A. chroococcum PHA,
se hace mas competitivo que las actualmente utilizadas para la produccion de bioplésticos.

Las cepas acapsuladas obtenidas mediante mutagénesis inducida de cepas salvajes de A. chroococcum,
se cultivan y acumulan altas cantidades de PHASs en los siguientes substratos: azucares simples, almidén,
alpechin y mezclas de estos sustratos con acido valérico y propiénico. Esta versatilidad de sustratos
es una de las grandes ventajas que este microorganismo posee sobre otros actualmente utilizados. La
cepa A. chroococcum PHA es capaz de acumular tanto homopolimeros de 3HB (3 hidroxibutirico) como
copolimeros 3HB - 3HV (3 hidroxibutirico - 3 hidroxivalérico) lo que incrementa su interés industrial.

La produccién de homopolimeros se origina en procesos fermentativos con fuentes de carbono hidro-
carbonado (glucosa, sacarosa, almidén y manitol) alcanzdndose producciones de 9095del peso seco celular
como PHB. La produccién de copolimeros 3HB - 3HV, se alcanza en procesos fermentativos utilizando
azucar - propiénico o azicar - valérico como fuente de carbono.

Los procesos fermentativos, se realizan en fermentadores de 20 1 de capacidad a 28°C, pH 7.2 y tasa
de aireacion de 0,1 volumen de aire por volumen de medio en el fermentador por minuto. Los medios
de cultivo se preparan sobre una base mineral simple, utilizdndose No o acetato amoénico como fuente
de nitrégeno. La cepa hiperproductora se desarrolla sobre las distintas fuentes de carbono en periodos
de 18 - 24 horas, alcanzéndose los rendimientos méximos de produccién de PHA en periodos de tiempo
comprendidos entre 48 y 72 horas.
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Descripcion de la invenciéon
Descripcion de la cepa

El microorganismo origen de esta invencién es Azotobacter chroococcum cepa PHA. Esta bacteria ha
sido depositada en la Coleccién Espafnola de Cultivos Tipo siéndole atribuido por la Autoridad Interna-
cional de Depésitos el nimero de orden CECT 4435. Se adjunta fotocopia del Certificado de Depdsito.

A. chroococcum CECT 4435 es una cepa mutante acapsulada, obtenida mediante mutagénesis indu-
cida con N - metil - N’ - nitro - nitrosoguanidina de la cepa salvaje A. chroococcum H23 de acuerdo con
la metodologia descrita por Page y Sadoff’. Esta cepa salvaje fué aislada por M.V. Martinez Toledo en
1985 de la rafz de Zea mays®.

Las colonias de este microorganismo en medios sin nitrégeno son semitransparentes a las 24 horas de
cultivo, transformandose en marrén oscuro tras 48 horas de incubacién a 28 °C en aerobiosis.

Las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de esta bacteria son las siguientes: es un bacilo Gram
negativo con extremos redondeados y un tamano de 1, 1 por 3,7 um durante la fase exponencial de
crecimiento, es movil por flagelos peritricos, hidroliza el almidén y da positiva la prueba del manitol, no
utilizando la ramnosa. Este microorganismo produce quistes en medios libres de nitrégeno adicionados
de N - Butanol. Esta cepa es capaz de fijar nitrégeno atmosferico en aerobiosis, siendo sus maérgenes
de pH de 6,4 a 9. Este microorganismo ha sido clasificado segin el Bergey Manual of determinative
Bacteriology como A. chroococcum.

El cultivo de A. chroococcum CECT 4435 se realiza en medios quimicamente definidos en base a la
siguiente composicion:

Glucosa ............ 50¢g
Ko HPOy .......... 0,64 g
KHoPOy oo 0,16 g
NaCl............... 02¢g
MgSO47H20 ....... 0,2 g
CaSO4 2H20 ....... 0,05 g
NaMoO42H-0...... 0,01g
FeSO4.nvvvnnnnn. . 0,003 g

H>O destilada—. csp. 1000 ml

El pH se ajusta a 7. 0 y las condiciones de incubacién se realizan en aerobiosis a 28 - 30 °C durante
48 h. Los medios de cultivo pueden ser adicionados de 0,1 - 0,3% de NH4CL en el caso de desear el
crecimiento adiazotréfico del microorganismo. obviamente, el medio de cultivo se puede transformar en
s6lido mediante la adicién de 15 g/1 de agar.

La cepa mutante A. chroococcurmn PHA produce durante su crecimiento logaritmico PHB o PHAs,
utilizando una amplia variedad de fuentes de carbono, que pueden ser especificadas en los siguientes
ejemplos.

Ejemplo 1

Las condiciones de cultivo seleccionadas para el proceso fermentativo fueron:

Glucosa............. 50g
KoHPOy .ol 0,64 g
KHoPOy .ol 0,16 g
NaCl................ 02¢g
MgSO47H20 ........ 0,2 g
CaSO42H20 ........ 0,05 g
NaMoO42H50 . ..... 0,0l g
Citrato Férrico. ..... 60 microM

H50 destilada.... csp. 1000 ml
La temperatura de incubaciéon fue de 30 °C y el pH de 7.0.
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Bajo estas condiciones de cultivo se realizaron dos grupos de experiencias, una de ellas con la adicién
de 15 mM de acetato aménico y otra sin la adicién de NHJ, determindndose en cada caso crecimiento
bacteriano, produccién de biomasa y % de produccién de PHB. Los resultados se encuentran en la Tabla
1.

TABLA 1.

Crecimiento y produccion de PHB por la cepa A. chroococcum PHA y A. chroococcum H23 en medios de
cultivo adicionados de 0,5% de glucosa.

A. chroococcum PHA A. chroococcum H23
Tiempo (h) Tiempo (h)

24 48 72 24 48 72
Con 15 mM Acet. NH,
Peso seco cel. g/l 2.1 2.4 2.7 2.2 2.6 2.8
Contenido en PHB % 78 86 78 26 29 31
Sin acetato NHy
Peso seco cel. g/l 0.7 2.2 2.7 0.8 2.3 2.6
Contenido en PHB % 60 95 76 12 19 23

Los medios se inocularon con cultivos de A. chroococcum PHA y A. chroococcum H23 y el proceso
fermentativo se realizé aerébicamente y en sistema en batch.

Como se indica en la Tabla 1, la cepa mutante hiperproductora PHA, alcanzé porcentajes de pro-
duccidén superiores a la cepa salvaje, alcanzdndose indices de rentabilidad carbono consumido/PHB pro-
ducido muy satisfactorios. La presencia o no de NHJ en el medio no parece afectar significativamente la
produccién de PHB.

Ejemplo 2

El procedimiento del Ejemplo 1 se utilizdé en este caso sustituyendo la glucosa por almidén. Los
resultados en este proceso se detallan en la Tabla 2.

TABLA 2

Crecimiento y produccion de PHB por la cepa A. chroococcum PHA y A. vinelandii ATCC 53799, en
medios de cultivo adicionados con 0,5% de almiddn.

A. chroococcum PHA A. vinelandii ATCC 53799
Tiempo (h) Tiempo (h)

24 48 72 120 24 48 72 120
Con 15 mM Acet. NH,
Peso seco cel.g/1 0.5 1.9 2.4 1.7 0.5 0.5 0.5 7.0
Contenido en PHB% 40 80 94 74 40 49 56 05
Sin acetato NHy
Peso seco cel.g/1 0.3 0.3 0.4 0.6 0.4 0.3 0.5 9.0
Contenido en PHB% 1.8 86 82 33 47 74 51 64
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Bajo estas condiciones de cultivo la presencia de 15 mM de acetato aménico determina un mayor cre-
cimiento y produccién de la cepa PHA, cuando se compara con la cepa ATCC 53799, la cual se desarrolla
pobremente sobre almidén.

La cepa PHA a las 72 horas de cultivo en almidén presenta densidades celulares anédlogas a las obser-
vadas con glucosa, siendo su produccién de PHB del 94%.

La cepa A. vinelandii ATCC 53799 ha sido descrita como hiperproductora de PHB por Page y Knosp*
Resulta, no obstante, evidente su menor capacidad de produccién en relacién a la cepa PHA.

Ejemplo 3
El procedimiento del Ejemplo 1 se utilizé en este caso sustituyendo la glucosa por 12% de alpechin

y 15 mM de acetato amoénico como condiciones para el cultivo. Los microorganismos utilizados en estos
procesos informativos fueron: A. vinelandii ATCC 53799 y A. chroococcum PHA.

TABLA 3

Crecimiento y produccion de PHB por la cepa A. chroococcum PHA y A. vinelandii ATCC 53799 en
medios de cultivo adicionados con 12% de alpechin.

A. chroococcum PHA A. vinelandii ATCC 53799
Tiempo incubac.(h) 48 72 120 48 72 120
Peso seco cel.g/1 2.3 1.8 1.4 1.2 1.4 1.4
% PHB 19 52 51 10 22 29

La cepa A. chroococcum PHA alcanza rendimientos superiores al 50% de PHB de la masa celular, lo
que representa valores analogos a cepas de A. eutrophus desarrolladas a nivel industrial sobre sustratos
convencionales (glucosa y fructosa).

Ejemplo 4

Después de 18 - 24 horas de incubacién de la cepa A. chroococcum PHA en el medio descrito en
el Ejemplo 1 con 15 mM de acetato amonico se adicionaron a las mismas 10 mm de acido propidnico,
valérico o nonanoico. Transcurridas 24, 48, 72 y 120 horas de proceso fermentativo, se determiné el peso
seco celular, el porcentaje de PHA y la composicién 3HB - 3HV de los polimeros producidos, siendo no
obstante maxima la concentracién de PHA a las 48 horas. Todos estos anélisis se encuentran en la Tabla
4.

TABLA 4

Formacién de copolimeros 3HB - SHV por la cepa A. chroococcum PHA en medios con glucosa
conteniendo n - alkanos a las 48 horas de incubacion.

Alkano Peso seco g/1 | % PHA | Contenido | Contenido
% HV % HB
Ninguno 2.7 86 0 100
Propionato 2.4 59 5 95
Valerato 2.7 99 10 90
Nonanoato 2.6 71 0 100
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TABLA 5

La adicién de los alkanos es coincidente con el comienzo intensivo de la sintesis de PHA, al mismo
tiempo que comienza en el sistema una limitacién de glucosa. Solo la adicién del propionato y valerato
determina la aparicién de copolimeros.

Hemos determinado, como distintas concentraciones de propionato y de valerato modifican la relacién
3HB - 3HV. Estas experiencias se muestran en las Tablas 5 y 6.

Formacidn de copolimeros SHB - S3HV por la cepa A. chroococcum PHA en medios de cultivo

conteniendo 0.50% de glucosa y propionato.

Propionato | Peso seco | % PHA | Contenido | Contenido
en mM g/l % HV % HB
0 2.7 86 0 100
10 24 59 5 95
20 2.8 54 6 94
30 3.0 53 5 95
40 2.7 47 5 95
50 2.1 50 4 96
TABLA 6

Formacidn de copolimeros SHB - S3HV por la cepa A. chroococcum PHA en medios de cultivo

conteniendo 0.50% de glucosa y valerato.

Valerato | Peso seco | % PHA | Contenido | Contenido
en mM g/l % HV % HB

0 2.7 86 0 100

10 2.7 99 10 90

20 3.1 95 12 88

30 3.4 95 19 81

40 3.0 95 18 82

50 2.7 95 17 83

Las Tablas 5 y 6, muestran como se producen copolimeros plasticos 3HV - 3HB por A. chroococcum
PHA en relaciones desde 4 - 96 a 19 - 81, simplemente adicionando, a un medio glucosado, propiénico o
valérico a distintas concentraciones. Esta distinta proporcién 3HV - 3HB, modifica de forma significativa
propiedades fisicas tan importantes como punto de fusion y la elasticidad de los plasticos generados y en
consecuencia la aplicabilidad de los mismos.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, asi como la manera de ponerlo en practica, se hace
constar, que todo cuanto no altere, cambie o modifique su principio fundamental, puede quedar sometido
a variaciones de detalle.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento microbiolégico para la produccién de polihidroxi - alcanoatos. Tanto homopolimeros
(3HB, 3 hidroxibutirico) como copolimeros (3HB - 3HV, 3 hidroxibutirico - 3 hidroxivalérico), caracte-
rizado porque como microorganismo se utiliza la cepa mutante Azotobacter chroococcuin PHA (CECT
4435).

2. cultivo biolégicamente puro de un mutante de Azotobacter chroococcum contramarcado con las
siglas CECT 4435, caracterizado por producir tanto homopolimeros (3HB) como copolimeros (3HB -
3HV).

3. Procedimiento microbiolégico para la produccién de polihidroxi - alcanoatos, tanto homopolimeros
(3HB) como copolimeros (3HB - 3HV), caracterizado por la utilizacién de alpechin como sustrato
carbonado.
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