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RESUMEN

El presente trabajo contribuye al estudio de la biosintesis, localizacion y estandarizacién de
la recuperacion, deteccion y determinacion de la composicion de nanomateriales de
biopolimeros en forma de Nanoparticulas de Polihidroxialcanoatos (NPs-PHA), las cuales
fueron sintetizadas por la polimerizacion de monémeros mediante levaduras recombinantes

de Saccharomyces cerevisiae.

En este estudio se emplearon tres cepas de S. cerevisiae, dos transformadas y la cepa
nativa ATCC9763. Ambas cepas recombinantes, mediante sus plasmidos y la induccion
con zeocina, expresan proteinas quiméricas en la superficie de la membrana de sus
vesiculas de secrecion. Estas proteinas les confieren a las cepas la capacidad de
polimerizar metabolitos de tipo (R)-hidroxiacil Coenzima A en la superficie de sus vesiculas
y de esta forma pueden sintetizar polihidroxialcanoatos (PHAs). Las cepas recombinantes
se emplearon para la sintesis NPs-PHA, mientras que la cepa nativa se utilizé como control
negativo ya que esta levadura no produce PHAs de forma natural, ni bajo condiciones de

induccion.

Para contribuir al estudio de la sintesis de nanoparticulas (NPs), se desarrollaron diferentes
protocolos para la recuperacion y determinacion (cualitativa, debido a la precisién de los
equipos y técnicas probadas) de las NPs tanto intracelularmente como extracelularmente y

se comparan los resultados de ambas cepas contra la cepa nativa.

Mediante los resultados del presente trabajo se demostré que; la PHA sintasa Il en la
proteina quimérica es funcional y polimeriza PHAs, la composicion de las NPs-PHAs
sintetizadas (acumuladas y secretadas) por ambos organismos recombinantes a partir de
glucosa es similar, la expresion de proteinas quiméricas funcionales ancladas a vesiculas
de secrecion de proteinas en levaduras se puede dar empleando cualesquiera de los dos
dominios de anclaje SNARE-1 y SNARE-2, la viabilidad del modelo de sintesis de NPs-
PHAs intracelulares via Bottom-up y su secrecion mediante organismos eucariontes que
emplean una enzima recombinante inmovilizada en la superficie de sus vesiculas de

secrecion.




ABSTRACT

This work contributes to the study of the biosynthesis, localization and standardization of the
recovery, detection and composition's determination of nano-biopolymers like
Polyanohydroxyalkanoate Nanoparticles, which were intracellularly synthesized by a

recombinant yeast of Saccharomyces cerevisiae.

This study used three strains of S. cerevisiae, two transformed and the native strain
ATCC9763. Both recombinant strains, through their plasmids and under zeocin induction,
express chimeric proteins at their secretory vesicles’ membrane surface. These proteins
allow the strains to polymerize metabolites such as (R)-hydroxyacyl-Coenzyme A at their
vesicles surface, then they can synthesize polyhydroxyalkanoates (PHAs). Recombinant
strains were used for PHA-nanoparticles synthesis, meanwhile the native strain was used
as a negative control because this yeast does not produce PHAs naturally, either under

induction conditions.

After biopolymer-based nanoparticles (NPs) synthesis, different protocols for their recovery
and determination (qualitative, due to the accuracy of the equipment and techniques tested)
of NPs both intracellularly and extracellularly were developed and the results of both strains

compared against the native strain.

According to our results it was demonstrated that; PHA synthase Il in the chimeric protein is
functional and polymerizes PHAs, the composition of the PHAs NPs synthesized
(accumulated and secreted) by both recombinant organisms from glucose is similar, so it is
viable the expression of functional chimeric proteins anchored to secretory vesicles in yeast
using either of the two SNARE-1 and SNARE-2 domains, the viability of the synthesis model
of intracellular PHAs NPs by Bottom-up process and its secretion by eukaryotic organisms

that employ a recombinant enzymes immobilized on their secretory vesicles surface.




INTRODUCCION

Los biopolimeros son polimeros sintetizados mediante la accion de un organismo, al igual
que los polimeros no bioldgicos, se conforman por unidades estructurales llamadas
monomeros enlazadas covalentemente hasta formar estructuras complejas con un elevado
peso molecular. Algunos biopolimeros tienen ramificaciones (Chandra and Rustgi, 1998;
Kolybaba et al., 2003; Avérous and Pollet, 2012).

Los biopolimeros se clasifican con base en la unidad monomeérica que los conforma;
algunos ejemplos de biopolimeros son: las proteinas formadas por aminoacidos, los
polisacaridos formados por azucares, los acidos nucleicos, los politerpenos formados por
terpenoides y los poliésteres como los polihidroxialcanoatos (PHAs) (Chandra and Rustgi,
1998; Kolybaba et al., 2003; Avérous and Pollet, 2012).

1. POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS)

Los PHAs son poliésteres lineales, la unidad monomérica que los conforma son (R)-
hidroxiacidos [(R)-HA] (Chandra and Rustgi, 1998; Novak, 2015). En la naturaleza su
sintesis es bioldgica, mediante microorganismos procariontes que emplean enzimas de tipo
PHA sintasas (Bugnicourt et al., 2014; Tan et al.,, 2014; Kalia, 2016). Estas enzimas
polimerizan el grupo carboxilo (COOH) de un metabolito de tipo (R)-Hidroxiacil-Coenzima
A [(R)-HA-CoA] con el grupo hidroxilo (-OH) de otro metabolito del mismo tipo, liberando
H20 y Coenzima A (CoA) durante la polimerizacién y generando enlaces de tipo éster entre
los mondmeros de la cadena (Figura 1) (Peters, Becher and Rehm, 2007; Bugnicourt et al.,
2014; Tan et al., 2014; Kalia, 2016).

(R)-HA
PHA —M
0 R sintasa ll 0 R
CoA
E ° \OMOH : m o,
\ v ’ CoA+H,0 “———
[R])-HA-CoA PHA

Figura 1. Sintesis y estructura de los PHAs.




Estos biopolimeros se producen y acumulan intracelularmente en forma de microgranulos
(Bugnicourt et al., 2014; Kalia, 2016), en microrganismos procariontes cuando se
encuentran en condiciones limitantes de fésforo o nitrégeno, pero con carbono en exceso
(Ojumu, Yu and Solomon, 2004; Chandra Kalia, 2016; Li, Yang and Loh, 2016), es decir
que, son sintetizados como material de almacenamiento de carbono y energia bajo
condiciones de estrés para el microorganismo (Gumel, Annuar and Chisti, 2013; Gumel,
Annuar and Heidelberg, 2014; Tan et al., 2014).

Tabla 1. Composicion de los radicales en los monémeros de PHAs a partir de sustratos con seis carbonos.

# de Radical
PHAs Momeros
Carbonos (R)
3-HB - CH3
PHB 4
4-HB -H
3-HV - CH2-CHs
PHV 4-HV 5 - CHs
5-HV -H
3y4-HB - CH2-CHs
PHBV y 4y5 - CHs
3,4y5-HV -H

PHB: Polihidroxibutirato
PHV: Polihidroxivalerato

PHBV: Polihidroxibutirato-valerato

Existe una gran variedad de PHAs debido a que cualquier cadena carbonada o sustituyente
puede ser el radical (R) (Ward and O’Connor, 2005; Jutz and Boker, 2011). Los PHAs se
nombran acorde con la cantidad de carbonos que presenta su monémero (Bugnicourt et al.,
2014; Tan et al., 2014; Kalia, 2016) (Tabla 1) y se clasifican tomando en cuenta si en su
cadena poseen uno o mas tipos de mondémeros diferentes; cuando sélo presentan un tipo

se denominan homopolimeros o monopolimeros y si presentan mas de uno se llaman




heteropolimeros o copolimeros (Chandra and Rustgi, 1998; Tan et al., 2014; Novak et al.,
2015) (Tabla 1).

De los diferentes PHAs que existen el mas abundante, naturalmente producido por
microrganismos, es el homopolimero polihidroxibutirato (PHB), mientras que en cuanto a
copolimeros lo es el polihidroxibutirato-valerato (PHBV) (Tan et al., 2014; Novak et al., 2015;
Kalia, 2016) (Tabla 1).

1.1 PROPIEDADES DE LOS PHAS

Entre las propiedades que poseen los PHAs, independientemente del radical (R) de sus
unidades monoméricas estan, la insolubilidad en agua debido a que no son polares
(Steinbuichel and Valentin, 1995; Peters, Becher and Rehm, 2007) y la biocompatibilidad
debido a que no generan una respuesta inmune (Shi, 2009; Jutz and Boker, 2011; Kwon et
al., 2014).

Adicionalmente, acorde con la composicion del radical (R) de sus mondmeros, las
propiedades termoquimicas de los homopolimeros y copolimeros de PHAs varian (Tabla
2). Esto ha permitido que, mediante estrategias de ingenieria de polimeros y métodos
biotecnoldgicos, sus propiedades se modifiquen para favorecer sus aplicaciones (Sudesh,
Abe and Doi, 2000; Zhang, Carlson and Srienc, 2006; Jutz and Bdker, 2011; Kalia, 2016).

Algunas de las propiedades de los de PHAs que se modifican, mediante la insercion de la
cadenas carbonadas mas largas al radical (R) o de un mayor nimero de monémeros de
diferente longitud en los copolimeros, son, su biocompatibilidad, es decir que atraviesen
membranas de tejidos animales sin ser detectados (Chen and Wu, 2005; Shrivastav, Kim
and Kim, 2013), biodegradabilidad aumentando o disminuyendo el tiempo en que se
degradan al ser expuestas al medio ambiente o accidn bioldgica (Jendrossek, Schirmer and
Schlegel, 1996; Ojumu, Yu and Solomon, 2004; Garcia et al., 2013; Shrivastav, Kim and
Kim, 2013) o termoelasticidad mediante la ampliacion de la diferencia entre las
temperaturas de fusién y degradacion (Chen and Wu, 2005), entre otras de sus propiedades
termoquimicas (Tabla 2) (Chen and Wu, 2005).




Tabla 2. Variacion de algunas de las propiedades termoquimicas del PHB y otros copolimeros. Datos
obtenidos de Chen and Wu (2005).

Temperatura de | Resistencia a ..
Elongacion a

PHAs cristalizacion la traccion
la ruptura [%]
[°C] [MPa]

PHB 177 43 5
PHBV (10%) 150 25 20
PHBV (20%) 135 20 100

PHBHHXx (10%) 127 21 400
PHBHHx (17%) 120 20 850

PHB: Polihidroxibutirato

PHBYV (10%): Polihidroxibutirato (90%) - valerato (10%)
PHBYV (20%): Polihidroxibutirato (80%) - valerato (20%)
PHBHHXx (10%): Polihidroxibutirato (90%) - hexanoato (10%)
PHBHHXx (17%): Polihidroxibutirato (83%) - hexanoato (17%)

1.2 APLICACIONES DE LOS PHAS Y NPs-PHA

Actualmente existen multiples aplicaciones potenciales de las particulas de polimeros y mas
recientemente de las nanoparticulas de biopolimeros. Estas nuevas aplicaciones se deben
a que las NPs presentan una elevada relacion area superficial / volumen en comparacién
con micro y macroparticulas (Bugnicourt et al., 2014; Bouza et al., 2016; Lizarraga-
Valderrama et al., 2016), lo que les permite encontrarse suspendidas o flotando en medios
liquidos (Shi, 2009; Singh, 2016; Umesh et al., 2017).




Debido a que las propiedades de los PHAs se pueden modificar, recientemente se ha
explorado su uso en forma de NPs en areas como: la biomedicina para el desarrollo de,
matrices para crecer tejidos, suturas, tornillos; la entrega de medicamentos (Chen and Wu,
2005; Jutz and Boker, 2011; Huth, 2015; Zhang et al., 2018); las tecnologias de alimentos
para el desarrollo de membranas y matrices (Bouza et al., 2016); la farmacéutica para la
nano encapsulacion y nano emulsion de compuestos activos (Rey, 2012; Joye and
McClements, 2014; Li and Loh, 2017); la ingenieria de polimeros para el desarrollo de
matrices, compositos y dendrimeros (Zhang, Carlson and Srienc, 2006; Lizarraga-
Valderrama et al., 2016).

1.3 PRODUCCION Y OBTENCION DE NPs-PHAS A NIVEL LABORATORIO

Las aplicaciones anteriormente mencionadas han fomentado al desarrollo y estudio de
estrategias para la produccion de NPs de biopolimeros. Actualmente existen dos
estrategias fisico-quimicas para sintetizar NPs, la primera se denomina Top-Down, consiste
en fragmentar un macro material hasta llevarlo a un tamafio nano; la segunda se conoce
como Bottom-Up, consiste en la polimerizacion o agregacién de mondémeros hasta lograr el
tamano nano (Shi, 2009; Sahayaraj and Rajesh, 2011; Brayner and Fiévet, 2013). En ambas

estrategias ya que se adquirieron las NPs se les da su aplicacién final.

Las estrategias Top-Down para producir NPs de polimeros y biopolimeros emplean técnicas
como la sonicacion y ultra sonicacion, la nano y micro emulsificacion, la nanoprecipitacion
o la lisis mecanica, entre otras (Shi, 2009; Joye and McClements, 2014; Kwon et al., 2014;
Arroyo-Maya and McClements, 2015; Huth, 2015).

Para las estrategias Bottom-Up, sus técnicas de sintesis consisten en polimerizar
monomeros o permitir el arreglo o acoplamiento de estructuras, sin embargo, la mayor
limitante durante su produccién, son las dificultades para controlar el tamafo de las NPs
(Joye and McClements, 2014; Bouza et al., 2016).




2. SINTESIS DE PHAS MEDIANTE ORGANISMOS TRANSFORMADOS

Otro reto en la produccion de PHAs mediante organismos bioldgicos es que éstos posean
propiedades termoquimicas diferentes, lo cual se logra mediante la insercion de diferentes
mondmeros a los copolimeros de PHAs (Zhang, Carlson and Srienc, 2006; Tan et al., 2014;
Novak et al., 2015; Kalia, 2016). Para sintetizar los copolimeros de PHAs se han generado
cepas transformadas, capaces de sintetizar copolimeros que posean una mayor cantidad y
variedad de mondmeros, con cadenas carbonadas mas largas (Bugnicourt et al., 2014;
Gumel, Annuar and Heidelberg, 2014; Tan et al., 2014; Novak et al., 2015; Kalia, 2016; Li,
Yang and Loh, 2016).

2.1 ORGANISMOS PROCARIONTES TRANSFORMADOS PARA LA SINTESIS DE PHAS

Para crear nuevos copolimeros de PHAs, se han empleado diversas estrategias en
organismos procariontes las cuales consisten principalmente en sobre expresar o inducir
enzimas y cambiar las fuentes de carbono (Bugnicourt et al., 2014; Gumel, Annuar and
Heidelberg, 2014; Tan et al., 2014; Koller and Rodriguez-Contreras, 2015; Novak et al.,
2015; Kalia, 2016).

En procariontes se han disefiado cepas que, son super productoras de PHAs mediante la
sobrexpresion y/o delecion de enzimas o modificando los criterios de alimentacién y cinética
de crecimiento mediante el uso de herramientas matematicas y bioinformaticas (Peters,
Becher and Rehm, 2007; Atli¢ et al., 2011; Novak et al., 2015), incorporan radicales con
cadenas largas de 6, 8, 10 y 12 carbonos al modificar la fuente de carbono y sobreexpresar
enzimas (Wu, Sheu and Lee, 2003; Simon-Colin et al., 2012; Gumel, Annuar and
Heidelberg, 2014; Novak et al., 2015), incorporen radicales con estructuras no lineales al

cambiar la fuente de carbono (Ward and O’Connor, 2005; Shrivastav, Kim and Kim, 2013).




2.2 ORGANISMOS EUCARIONTES TRASFORMADOS PARA SINTETIZAR PHAS

Recientemente se han empleado organismos eucariontes para la produccion de PHAs, con
el objeto de estudiar los mecanismos de sintesis, la afinidad enzimatica y probar nuevos
mecanismos para incorporar diferentes mondmeros en las cadenas (Zhang, Carlson and
Srienc, 2006; Tan et al., 2014).

En los organismos eucariontes se emplea una de sus principales diferencias frente a los
procariontes como una ventaja para la sintesis de PHAs: su sistema de endomembranas,
es decir que se emplean los organelos que poseen los cuales estan delimitados por una
membrana bifosfolipidica (Zhang, Carlson and Srienc, 2006; Kalia, 2016). Esta diferencia
evolutiva permite a los eucariontes expresar rutas metabodlicas que unicamente ocurren en
ciertos organelos, donde el flujo de ciertos metabolitos (p.e. (R)-HA-CoA) se ve favorecido
(Poirier, Erard and MacDonald-Comber Petétot, 2001a; Zhang, Carlson and Srienc, 2006).

Los estudios para la sintesis de PHAs en levaduras se han centrado en demostrar y mejorar
la produccién de PHB y PHBV en el citosol (Abd-El-Haleem, 2009; Kocharin, Siewers and
Nielsen, 2013; Sandstrdm et al., 2015) o en aumentar la longitud de los radicales al
sintetizarlos en los peroxisomas, donde ocurre la fragmentacion de acidos grasos mediante
la B-oxidacion, lo que favorece el flujo de (R)-HA-CoA de cadenas largas (Poirier, Erard and
MacDonald-Comber Petétot, 2001b; Robert et al., 2005; Zhang, Carlson and Srienc, 2006).

2.3 Saccharomyces cerevisiae COMO MODELO DE ESTUDIO PARA LA
PRODUCCION DE PHAS

Esta levadura se emplea debido a que, es un microorganismo modelo para el estudio de
eucariontes, es de facil transformacion y conservacion del plasmido (Poirier, Erard and
MacDonald-Comber Petétot, 2001a; Muniasamy and Pérez-Guevara, 2014; Kalia, 2016),
su crecimiento es facil y rapido en medio enriquecidos y minerales (Melchy et al., 2000;
Breuer et al., 2002; Ramon-Portugal, Pingaud and Strehaiano, 2004; Kalia, 2016; Palma
Gallardo, 2016), su maquinaria metabdlica y enzimatica han sido y son muy estudiadas y
conocidas (Zhang, Carlson and Srienc, 2006; Christen and Sauer, 2011; Kocharin, Siewers
and Nielsen, 2013; Kajihata et al., 2015), su sistema de endomembranas le permite tener

un mecanismo de movilizacion y secrecion de proteinas mediado por vesiculas (Bennett




and Scheller, 1993; Muniasamy and Pérez-Guevara, 2014), y puede sintetizar metabolitos
de tipo (R)-HA-CoA en su citosol y en peroxisomas (Breuer et al., 2002; Kocharin et al.,
2012; Sandstrém et al., 2015).

2.3.1 SISTEMA DE SECRECION DE PROTEINAS MEDIANTE VESICULAS EN S.

cerevisiae

Los organismos eucariontes como las levaduras, de forma natural poseen un sistema de
endomembranas, es decir que poseen compartimentos u organelos separados del citosol
por una capa bifosfolipidica. Este sistema posee un mecanismo para el transporte
intracelular, de un organelo con membrana a otro, o la secrecion de materiales (ilustrado
en la Figura 2), empleando vesiculas (Bennett and Scheller, 1993). Estas vesiculas nacen
el aparato de Golgi y viajan hasta la membrana correspondiente de cualquier organelo con
la que se van a fusionar (Sdllner et al., 1993), para dirigir a las vesiculas a la membrana
objetivo y permitir la fusién se requiere de un sistema proteico de senalizacion: las Proteinas
Receptoras de tipo SNAP (SNARE) (Rothman, 1994).
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Figura 2. Sistema de transporte de proteinas al exterior por medio de vesiculas y localizacién de las SNARE.
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Particularmente las vesiculas de secrecion de proteinas se fusionan con la membrana
plasmatica utilizando las proteinas SNARE complementarias v-SNARE (localizadas en las
vesiculas) y las t-SNARE (situadas en la membrana) (Sdllner et al., 1993; Grote et al., 1995),

ilustrado en la fig. 2. Cuando se reconoce el conjunto v-SNARE /t-SNARE ocurre una

10




cascada de acciones proteicas que permiten la fusién de las membranas, liberando el

contenido de la vesicula al exterior de la célula (Grote et al., 1995) (Figura 2).
2.3.2 SiNTESIS DE (R)-HA-COA EN EL CITOSOL DE S. cerevisiae

Las levaduras como S. cerevisiae no sintetizan PHAs de forma natural ni bajo condiciones
limitantes de crecimiento debido a que no poseen enzimas de tipo PHA sintasas, en
contraste con los microorganismos procariontes que los producen (Bugnicourt et al., 2014;
Tan et al., 2014). A pesar de esto, analizando las rutas metabdlicas, S. cerevisiae cuenta
con la maquinaria enzimatica necesaria para producir metabolitos de tipo (R)-HA-COA, los
cuales son precursores para la sintesis enzimatica de PHAs (Robert et al., 2005; Zhang,
Carlson and Srienc, 2006; Kocharin et al., 2012; Sandstrom et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Metabolismo principal de S. cerevisiae cuando crece a partir de glucosa.

Como se ilustra en la Figura 3, la sintesis de los metabolitos de tipo (R)-HA-CoA esta
asociada directamente al crecimiento debido a que éstos se producen después de la
glucolisis (Kocharin et al., 2012; Sandstrém et al., 2015), durante la respiracion celular
(Breuer et al., 2002; Christen and Sauer, 2011) o durante la sintesis y degradacién de acidos
grasos (Poirier, Erard and MacDonald-Comber Petétot, 2001a; Robert et al., 2005).

También podemos observar en la Figura 3 que durante el crecimiento de las levaduras la




sintesis de etanol es activa, lo que se conoce como efecto Crabtree (De Deken, 1966;
Pfeiffer and Morley, 2014; Kajihata et al., 2015).

Partiendo de sustratos con un esqueleto de seis carbonos, como la glucosa, durante el
crecimiento de la levadura se crean metabolitos como el Hidroxibutiril-CoA y el
Hidroxivaleril-CoA en su citosol (Kocharin et al., 2012; Kocharin, Siewers and Nielsen, 2013;
Sandstrom et al., 2015). De esta forma la levadura tiene el potencial de sintetizar PHAs en
el citosol que podrian componerse por mondmeros de HB y HV (Kocharin et al., 2012;

Kocharin, Siewers and Nielsen, 2013; Sandstrom et al., 2015).

3. MODELO DE LA SINTESIS Y SECRECION DE NPs-PHAS MEDIANTE CEPAS
TRANSFORMADAS DE S. cerevisiae

Para sintetizar NPs-PHAs por un proceso Bottom-Up, mediante la polimerizacion de
monomeros, en el trabajo de Muniasamy (2014) se generaron dos cepas recombinantes a
partir de S. cerevisiae ATCC9763, la cepa S. cerevisiae J26 y S. cerevisiae J27 en adelante
J26 y J27 respectivamente, empleando los plasmidos pKmJ26 y pKmJ27 respectivamente

como se explica en la Tabla 3.
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Figura 4. Modelo para la sintesis y secrecion de nanoparticulas mediante S. cerevisiae recombinante.

De esta forma ambas cepas recombinantes, J26 y J27, expresan las enzimas quiméricas
phaC2-SNARE-2 y phaC2-SNARE-1 respectivamente, en la superficie de membrana de

sus vesiculas de secrecién de proteinas con direccion al citosol (Muniasamy and Pérez-
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Guevara, 2014). Estas proteinas recombinantes les confieren a las cepas la capacidad de
polimerizar los metabolitos de tipo (R)-HA-CoA que se encuentren libres en el citosol (Tan
et al., 2014; Sandstrom et al., 2015; Kalia, 2016) en la superficie de sus vesiculas de
secrecion de proteinas (Peters, Becher and Rehm, 2007; Muniasamy and Pérez-Guevara,
2014).

De esta forma las cepas recombinantes, al expresar las enzimas recombinantes, pueden
sintetizar PHAs y debido al transporte de las vesiculas para secretar proteinas (Bennett and
Scheller, 1993; Grote et al., 1995), las particulas de PHA sintetizadas serian de tamafo

nano y serian expulsadas al medio de cultivo, como se ilustra en la fig. 4.

3.1 PROTEINAS RECOMBINANTES PARA LA SINTESIS DE NPS-PHAs EN S.

cerevisiae

Tabla 3. Diferencias en las cepas de Saccharomyces cerevisiae.

ATCC9763 (Wt) J26 J27

DTM de SNARE 2 DTM de SNARE 1

Expresa enzima

. No PhaC2 PhaC2
recombinante

H-H de SNARE 2 H-H de SNARE 1

Plasmido No PKMJ26 PKMJ27
Produce No Si, Si,
biomaterial No Caracterizado No Caracterizado

Marcador de
Seleccioén

Vesicula 3 ; ;
(nanoreactor) X Y —{ Y -

Wt: cepa nativa de S. cerevisiae
J26: recombinante de S. cerevisiae J26
J27: recombinante de S. cerevisiae J27

No Zeocina Zeocina
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Para lograr la sintesis y secrecién de los nanomateriales, estas enzimas quiméricas poseen
3 estructuras o dominios funcionales, en la tabla 3 se ilustran las diferencias de las cepas

desarrolladas en el trabajo de Muniasamy (2014).

El dominio transmembranal (DTM) de anclaje a la membrana de las vesiculas de secrecion
de proteinas, de las proteinas SNARE-1 0 SNARE-2 (Sdllner et al., 1993; Grote et al., 1995).
La secuencia de la enzima PHA sintasa Il, proveniente de Pseudomonas putida, que no ha
sido aun caracterizada debido a que corresponde a un gen homologo putativo (Peters,
Becher and Rehm, 2007; Muniasamy, 2014; Muniasamy and Pérez-Guevara, 2014). Los
dos dominios Helicoidales (H1 y H2) de las SNARE-1 o SNARE-2 asociados al
reconocimiento de membranas para iniciar la uniéon de la vesicula con la membrana
plasmatica (Rothman, 1994; Grote et al., 1995).

3.2 PROCESO BOTTOM-UP PARA LA SIiNTESIS DE NPs-PHAS EN S. cerevisiae

Debido al bajo tiempo y distancia recorridos durante el transporte natural de las vesiculas
desde el aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica (Bennett and Scheller, 1993;
Grote et al., 1995), y a que la sintesis de este biomaterial ocurre mediante la polimerizacién
de mondmeros, las particulas de PHA podrian tener una dimensién nano de forma tal que
este proceso de produccion seria de tipo Bottom-Up mediante un organismo (Figura 4), lo
que representa una novedad con respecto a los procesos actuales para la sintesis de NPs-

PHAs mediante procesos Bottom-Up, que se ilustran en la Tabla 5.

A causa del origen de los (R)-HA-CoA, en estas cepas la produccion de las NPS-PHAs esta
asociada al crecimiento y la longitud de los mondmeros depende unicamente de fuente de
carbono (Robert et al., 2005; Zhang, Carlson and Srienc, 2006; Kalia, 2016). En este
sistema de produccién no se requieren de condiciones limitantes para su formacion
(Muniasamy and Pérez-Guevara, 2014; Palma Gallardo, 2016), en contraste con los

organismos procariontes (Tan et al., 2014; Novak et al., 2015; Kalia, 2016).

Todo esto deriva en tres novedades para la produccion de NPs-PHAs mediante organismos
eucariontes que emplean una enzima recombinante inmovilizada en la superficie de la
vesicula (Muniasamy, 2014; Palma Gallardo, 2016). Primero, la expresion y funcionalidad

de la enzima quimérica anclada a la superficie de una vesicula de secrecion de proteinas

ran




(Muniasamy, 2014; Muniasamy and Pérez-Guevara, 2014). Segundo, un nuevo modelo
para sintetizar NPs por un proceso Bottom-up mediante levaduras recombinantes
(Muniasamy, 2014; Muniasamy and Pérez-Guevara, 2014; Palma Gallardo, 2016). Tercero,
la naturaleza termoquimica de los nanomateriales que son sintetizados, acumulados y

secretados en forma amorfa.
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ANTECEDENTES

1. PRODUCCION DE PHAS MEDIANTE S. cerevisiae

Algunos de los estudios que han demostrado la viabilidad de producir PHAs en S. cerevisiae

se presentan en la Tabla 4, asi como la estrategia empleada para su sintesis.

Tabla 4. Cepas de S. cerevisiae que se han empleado para la sintesis de PHAs.

] Sustrato
Cepa [mgprHa/gx] Genes Expresion
[g/L]
0.2a1 PhbC Alcaligenes ) Galactosa
D603 1 Citosol
x1072 eutrophus [20]
PhaC1 de )
Ac. Oleico
INVSc1 2 43a4.9 Pseudomonas Peroxisoma ]
aeruginosa
D603 3
pex5-3c11 3
YPH499 3 PhaC de (P.
pex5-16-2 3 ) ) _
YPH500 3 oleovorans) - PST1.| Peroxisoma | Ac. Laurico
wt-16-43 | 0.15a 1.3 _
BY4743 3* PhbC (Cupriavidus *Citosol [0.5]
BY4743 -YDR244W 3* necator) - PST1
BY4741-YIL160C 3
PhaA, PhaBy PhaC Glucosa
CEN.PK113-11C 4v5 53a10 Citosol
de C. necator [20]
TMB 4440 © PhaA, PhaB1,y
TMB 4443 ¢ 4.9 PhaC1 de C. Citosol Xilosa [15]
TMB 4444 ¢ necator

1. Leat et al., 1996;

2. Poirier, Erard and MacDonald-Comber Petétot, 2001;
3. Zhang, Carlson and Srienc, 2006;

4. Kocharin et al., 2012;

5. Kocharin, Siewers and Nielsen, 2013;

6. Sandstrom et al., 2015
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Los estudios presentados en la tTabla 4 revelaron que la produccion de PHAs en
organismos eucariontes, como las levaduras es muy baja en comparacion con las cepas
procariontes productoras de PHAs que se emplean a nivel laboratorio. Sin embargo,
también demostraron que es posible incorporar mondmeros de diferentes longitudes a los
PHAs (Poirier, Erard and MacDonald-Comber Petétot, 2001b; Zhang, Carlson and Srienc,
2006; Kocharin et al., 2012; Kocharin, Siewers and Nielsen, 2013; Sandstréom et al., 2015).
Ninguno de estos estudios se enfocé en producir NPs-PHAs o estudiar su distribuciéon de

tamafio o propiedades.

2. EXPRESION DE UNA PROTEINA QUIMERICA ANCLADA A LA SUPERFICIE DE UNA
VESICULA DE S. cerevisiae

En el trabajo de Muniasamy & Pérez Guevara, 2014, se generaron dos 2 cepas
recombinantes, la J26 y la J26-GFP que expresan las proteinas recombinantes SNARE-2-
phaC2 y la SNARE-2-phaC2-GFP respectivamente. La cepa J26-GFP posee el dominio
GFP al final de la proteina, con lo que se verifico que la expresion de las proteinas
recombinantes tiene lugar en la superficie de la vesicula (Muniasamy and Pérez-Guevara,
2014).

Empleando ambas cepas, este estudio demostré que la expresion de proteinas
recombinantes en la superficie de la vesicula de secrecion de proteinas, empleando el
dominio de anclaje de las SNARE-2, es posible sin que exista una modificacion o inhibicion
en el transporte y secrecion de proteinas o en el crecimiento de S. cerevisiae (Muniasamy

and Pérez-Guevara, 2014).

3. NPs-PHAs

Hasta el momento la forma de producir NPs-PHAs es mediante procesos Top-Down (fisicos
0 quimicos) como los que se mencionan en la Tabla 5. Con la informacion presentada en
la Tabla 5y el analisis de los articulos mencionados en ésta, verificamos que hasta la fecha

no hay estudios para producir NPs-PHAs mediante un proceso Bottom-Up biolégico.
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Respecto a la produccién de NPs-PHAs mediante las cepas recombinantes que se
emplearan en este estudio, en las tesis de Muniasamy (2014) y de Palma Gallardo (2016),
se trabajo con la cepa J26, y se observdé que las muestras contienen demasiadas
interferencias para poder analizarlas por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR), Cromatografia Liquida de Alta Presién (HLPC), Resonancia Magnética

Nuclear (RMN) u otras técnicas de caracterizacion de polimeros que requieren un elevado

nivel de pureza.

Tabla 5. Técnicas para la obtencion de NPs-PHAs mediante procesos Top-Down.

Método

Tamano de las NPs [nm]

Referencia

Ultrasonicacion y

280 a 360 Umesh et al., 2017
nanoemulsificacion
Nanofibras 50 a 500 Zhang et al., 2018
Impresion 3D de soportes No dato Zhang et al., 2018
Nanoprecipitacion,
evaporacion de solventes, 43 a 306 Huth, 2015

miniemulsificacion

Estas interferencias posiblemente sean proteinas, sales y otros compuestos organicos
asociados al medio de cultivo (inicia con polipeptona [10 g/L] y extracto de levadura [10 g/L],
ilustrado en la tabla 6) y a los componentes extracelulares de la biomasa. Esto ocasiona

que éste sea el primer estudio de la produccién de NPs-PHAs mediante un proceso Bottom-

Up biolégico, en el que se probaran protocolos para purificar las NPs-PHAs.
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JUSTIFICACION

Al inmovilizar enzimas recombinantes funcionales en la superficie de sus vesiculas es
posible emplear las vesiculas S. cerevisiae como nanoreactores en el interior de la célula,
con el objetivo de sintetizar nanoparticulas (Bottom-Up) aprovechando el transporte natural
de secrecion de proteinas de las levaduras, permitiendo plantear el desarrollo de nuevas

estrategias para la sintesis de NPs mediante la Bionanotecnologia.

HIPOTESIS

Ambas cepas recombinantes, J26 y J27, al expresar una de las proteinas recombinantes
funcionales SNARE-2-PhaC2 o SNARE-1-PhaC2 en la superficie de sus vesiculas de
secrecion de proteinas, sintetizaran, acumularan y secretaran las mismas nanoparticulas

biodegradables de PHAs a partir de glucosa como fuente se sustrato.

En ambos casos, la proteina quimérica la region correspondiente a la PHA sintasa Il sera

funcional y producira PHAs por polimerizacion.

El modelo de sintesis de NPs-PHAs intracelulares via Bottom-up y su secrecién mediante
organismos eucariontes empleando una enzima recombinante inmovilizada en la superficie

de sus vesiculas de secrecion de proteinas es idénticamente funcional en ambas cepas.
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OBJETIVO

GENERAL

Comparar la produccion y recuperacion de Nanoparticulas entre las cepas de S.

cerevisiae, transformadas y silvestre.

ESPECIFICOS

e Localizar las nanoparticulas intracelulares y extracelulares al término de la

fermentacion.

e Desarrollar un protocolo de extraccion y recuperacion de las nanoparticulas

intracelulares.

e Desarrollar un protocolo de recuperacion las nanoparticulas extracelulares.

e Establecer la composicion de las nanoparticulas mediante Cromatografia de

Gases.
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MATERIALES

MICROORGANISMOS

Cepa silvestre (Wt): Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.

Cepas transformadas: Saccharomyces cerevisiae J26 (Muniasamy, 2014; Muniasamy and

Pérez-Guevara, 2014; Palma Gallardo, 2016)

y Saccharomyces cerevisiae J27

(Muniasamy, 2014) que se diferencian por la proteina quimérica que expresan, conforme

se muestra en la Tabla 3.

MEDIOS DE CULTIVO

Tabla 6. Medios de cultivo empleados a nivel matraz.

YPD g/L YPD adicionado con Zeocina g/L
Glucosa 15 Glucosa 15
Extracto de levadura 10 Extracto de levadura 10
Polipeptona 10 Polipeptona 10
pH 7 Zeocina 0.075
pH 7

Como se muestra en la tabla 6, el medio YPD se emple6 para las fermentaciones con la

sepa silvestre S. cerevisiae ATCC 9763 y el medio YPD adicionado con Zeocina se empled

para los cultivos con las cepas transformadas J26 y J27 debido a que la Zeocina es su

marcador de seleccién (Muniasamy, 2014; Muniasamy and Pérez-Guevara, 2014; Palma

Gallardo, 2016).
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TECNICAS

1. DETECCION DE PHAS POR FLUORESCENCIA MEDIANTE MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

El fluorocromo Rojo Nilo, es afin a moléculas lipidicas, permitiendo observar estructuras
como las membranas y a los PHAs mediante microscopia de fluorescencia (Gorenflo et al.,
1999; Wu, Sheu and Lee, 2003; Saranya et al., 2012; Zuriani et al., 2013; Rumin et al.,
2015).

1.1 TINCION cON R0OJO NILO EMPLEANDO DE CEPAS DE S. CEREVISIAE

1) Lavar la biomasa tres veces con solucion salina [0.85%)].

2) Anadir 5 ul de colorante Rojo Nilo (25 mg/ml) a 1 ml [1 g/L] de muestra de biomasa
lavada.

3) Incubar en obscuridad por 10 min.

4) Centrifugar a 12000 rpm,10 min, 4°C, recuperar el pellet y resuspenderlo en solucién

salina al 0.85 %.

La muestra esta lista para observarse en fresco mediante microscopia Optica y de
fluorescencia o para leerse en un fluorometro (Gorenflo et al., 1999; Spiekermann et al.,
1999; Wu, Sheu and Lee, 2003; Zuriani et al., 2013).

1.2 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La muestra tefiida (Tincion con Rojo Nilo) se coloca sobre un portaobjetos limpio y se le
coloca un cubreobjetos, es necesario encender la lampara de fluorescencia 15 min antes
de observarlas. Se procede a enfocar las levaduras por microscopia optica (Microscopio
Vertical Nikon, ECLIPSE Ci — S), una vez enfocadas a 40x, se cierra el paso de la luz, se
coloca el filtro rojo (576-644 nm) y se abre el paso del haz de luz Ultravioleta (UV). Ahora
se pueden observar las estructuras lipidicas (membranas y PHAs) que fluorezcan (Gorenflo
et al., 1999; Spiekermann et al., 1999; Wu, Sheu and Lee, 2003; Saranya et al., 2012), si
las muestras poseen mucha fluorescencia es necesario utilizar los filtros de atenuacion de

luz UV (ND), para disminuir el paso del haz de luz y observar las muestras mejor.
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1.2.1 TOMA DE FOTOGRAFIAS DE LAS MUESTRAS TENIDAS CON R0OJO NILO

Una vez enfocadas las muestras en el microscopio se empleo el programa Imagepro ® para
tomar la fotografia de las muestras, con la camara (Evolution VF, cooled colors de
MediaCybernetics ®) acoplada al microscopio, y colocar las barras de medicién. Hay que
poner el filtro ND apropiado segun la intensidad de la fluorescencia, estos filtros nos
permiten que pase menos luz a la muestra permitiendo que se observe por mayor tiempo

la fluorescencia emitida por el Rojo Nilo (Gorenflo et al., 1999; Spiekermann et al., 1999).

En este trabajo se emplearon los filtros ND8 (pasa el 50% de la luz) con 50 ms de tiempo
de exposicion para la cepa nativa y el ND16 (pasa el 25% de la luz) con 100 ms de tiempo

de exposicion para las recombinantes.
1.3 INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE LAS MUESTRAS TENIDAS CON RoJo NiLO

En las muestras tefiidas con Rojo Nilo se puede cuantificar la fluorescencia empleado un
fluorometro y realizando un barrido de emision [450-550 nm] y excitacion [550-650 nm] para
encontrar las senales o el pico de la asociacién del Rojo Nilo con los PHAs (Gorenflo et al.,
1999; Wu et al. 2003; Saranya et al., 2012; Zuriani et al., 2013).
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2. DETECCION DE NPs POR DISPERSION DE LUz DINAMICA (DLS)

La técnica de DLS permite determinar el tamano de NPs en suspension mediante el uso de
un haz de luz (Krahn, Schweiger and Lucas, 1983; Block and Scheffold, 2010; Malvern
Instruments, 2013; MALVERN, 2014). Esta técnica unicamente es cualitativa (Berry and
Cotts, 1999; Malvern Instruments, 2013).

Se emplearon las siguientes condiciones en el programa del equipo Malvern SZ (Krahn,

Schweiger and Lucas, 1983; Berry and Cotts, 1999; Malvern Instruments, 2013):

e Medio dispersante (RI): 1.331

¢ Viscosidad del medio dispersante [cP]: 0.97
e Material (RI): 1.59

e Absorcién del material: 0.01

e TI[°C]: 25

Se colocan 1.5 ml de la muestra en las celdas del SZ sizer, Malvern Panalytical®, se le

indica al programa que realice las mediciones por triplicado y se procede con la lectura.

Los resultados que se obtienen son los siguientes: @ de particula, % de intensidad de la

sefal y desviacidon estandar de la lectura.
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3. DETECCION DE NPS CON RECUBRIMIENTO DE NPS DE CARBONO POR
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO (FE-SEM)

Esta técnica nos permite observar estructuras micro y nanométricas, como las levaduras a
y NPs; las muestras se observaron mediante un FE-SEM (AURIGA 316 con columna
GEMINI) a 0.7 kV posterior a un recubrimiento con NPs de carbono (Agnihotri et al., 2009;
Rimmer and Wang, 2010) .

3.1 PREPARACION DE LA SUPERFICIE PARA FIJAR LAS MUESTRAS

1) Cortar cuadros de aluminio de 0.5 cm de lado.
2) Lavar tres veces con H20 bidestilada y tres veces con etanol al 90 %.

3) Dejar secar en un horno a 50°C por 24 h.

Para fijar la muestra de interés colocar 5 ul de muestra en el centro del aluminio y dejar
secar en una caja Petri cerrada a temperatura ambiente por 24 h (Agnihotri et al., 2009;
Rimmer and Wang, 2010; Singh, 2016).

3.2 RECUBRIMIENTO CON NPS DE CARBONO

1) Colocar las muestras fijadas en el aluminio en la camara de vacio de equipo SPI-
MODULE™ Control de SPI® supplies, a una distancia de una pulgada del electrodo
de carbono.

2) Abrir el vacio y esperar 1 min, purgar con argén y repetir el procedimiento 4 veces.

3) Una vez purgado el sistema, regular vacio a 0.1 torr.

4) Pasar corriente constante a 5v en el filamento de carbono durante 2 min, se empled
el equipo SPI-MODULE™ Carbon Coater de SPI® supplies.

5) Dar un pulso a 8v hasta que reviente el filamento.

Las muestras se encuentran listas para ser observadas por SEM o FE-SEM.
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4. CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES (MILLER, 1959)

4.1 PREPARACION DEL REACTIVO DNS

Mezclar los siguientes reactivos en un total de 1416 ml de H-O:

12.8 g de NaOH

10.6 g de 3-5 dinitrosalicilico

7.6 g de fenol fundido

306 g de tartrato doble de sodio y potasio

8 g de metabisulfito de sodio

Todas las muestras para determinacion de azucares reductores con DNS se deben realizar

por triplicado.

1)
2)
3)

1)
2)

3)

1)
2)
3)
4)

4.2 CURVA TIPO

Pesar 5 g de glucosa y secar en el desecador por 1 dia.

Pesar 1 g de glucosa y diluirla en 1 litro de agua bidestilada.

Realizar diluciones para obtener 5 concentraciones para la curva tipo (1, 0.8, 0.6,
0.4y0.2g/L).

4.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Centrifugar 1 ml de muestra en un tubo de1.5 ml a 7,000 rpom durante 10 min a 4°C.
Diluir con agua bidestilada el sobrenadante de acuerdo con la concentracion de
azucares esperada.

Colocar 1 ml de la dilucién en tubos con tapon de rosca y un blanco con H,O
bidestilada.

4.4 PREPARACION DE* LAS MUESTRAS PARA SU LECTURA

Agregar 1.5 ml de DNS a cada uno en los tubos, problema, curva tipo y blanco.
Colocar en bafio maria con agua en ebullicion durante 10 min.
Enfriar a 25 °C y afiadir 7.5 ml de H,O bidestilada.

Leer la absorbancia en el espectrofotometro a 535 nm.
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5. CUANTIFICACION DE BIOMASA POR PESO SECO Y DENSIDAD OPTICA

5.1 PESO Seco

Se numeran y secan placas de vidrio durante un dia en un desecador. Al término de este

tiempo se pesan.

Se utiliza el volumen necesario de muestra dependiendo de la etapa del cultivo (minimo 5

ml) y a partir de estos:

1) Centrifugar en tubos cénicos de 15 ml a 7500 rpm a 4°C durante 15 min.

2) Recuperar el sobrenadante para hacer otras determinaciones, el pellet se
resuspende y lava 3 veces con solucién salina al 0.85%.

3) Transferir el pellet resuspendido a la placa de vidrio y se deja secar en un horno a
50°C durante 24 h.

4) Pesar las placas con biomasa.

La biomasa se determina por diferencia de peso (Kocharin et al., 2012; Kocharin, Siewers
and Nielsen, 2013; Baek et al., 2016), y se divide entre el volumen inicial de la muestra,

para reportar los gramos de biomasas por litro de medio de cultivo [g/L].
5.2 DENSIDAD OPTICA

A partir de 1 ml de muestra:

1) Centrifugar a 7500 rpm a 4 °C durante 15 min.

2) Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet solucion salina al 0.85%, repetir
este paso tres veces.

3) Medir absorbancia en el espectrofotémetro a 600 nm, empleando solucion salina al
0.85% como blanco (Baek et al., 2016; Thermo Scientific, 2016).
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6. CUANTIFICACION DE ETANOL POR CROMATOGRAFIA DE GASES

El cromatografo de gases (Gas Chromatograph SRI 8610C, marca: SRI®) con la columna
empacada (CHROMOSORB W-AW 80/100) se opera isotérmicamente a 171 °C durante 15

min con un Detector de Flama lonizante (FID).

La curva tipo y las muestras se analizan por triplicado, se inyectan 0.2 yL de muestra para

su lectura en el cromatografo.
6.1 CURVA TIPO

1) Realizar diluciones para obtener 5 puntos en la curva tipo a 2.5, 2, 1.5,1 y 0.5 g/L
de etanol, en 1 ml.

2) Adicionar Isobutanol a 1 g/L, como estandar interno.
6.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PROBLEMA

1) Centrifugar 1 ml de muestra en un tubo de1.5 mla 7,000 rpm durante 10 min a 4°C.
2) Diluir el sobrenadante, con H>O, de acuerdo con la concentracion de etanol

esperada.
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7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR ABSORBANCIA

Las proteinas de pueden determinar mediante el programa “proteinas 205” del Nanodrop
One C® (Thermo Scientific, 2016). Se emplea el pedestal para medir la concentracion de

proteinas, a partir de 2 pL de muestra, todas las muestras se deben trabajar por triplicado.
7.1 CURVA ESTANDAR

1) Pesar 0.05 g de Albumina de Suero Bovino (BSA).
2) Adicionar a 500 ml de agua bidestilada hasta que se disuelvan bien, la
concentracién final sera de 100 mg de BSA /L.

3) Preparar las diluciones para la curva estandar segun la Tabla 7.

Tabla 7 Dilucién de BSA para la curva estandar.

Volumen de agua Volumen de stock de Concentracion final
bidestilada [mL] solucion de BSA [mL] [mg/L]

10 0 0

8 2 20

6 4 40

4 6 60

2 8 80

0 10 100

7.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PROBLEMA
1) Centrifugar el medio de cultivo y recuperar el sobrenadante.
7.3PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SU LECTURA

Empelando el pedestal, blanquear con 2 pL H20 bidestilada. Tomar 2 uL de muestra
problema o para la curva tipo y colocarlas en el pedestal para su lectura.
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8. CUANTIFICACION DE PHB POR UV-ViIs

Esta técnica se basa en el principio de que cuando se realiza la digestion con H>SO4 del
PHB, éste se fragmenta en sus mondmeros y libera H2O, transformandose en acido
crotonico el cual posee un doble enlace que se puede detectar entre 220 y 245 nm
(Slepecky and Law, 1960; LAW and SLEPECKY, 1961; Poindexter and Eley, 1983). Para
nuestros experimentos se encontré que la longitud maxima de emisién se encuentra a 210
nm, se empled el Nanodrop One C® para leer en UV-Vis. Las muestras se determinan por

triplicado.
8.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

1) Pesar 100 mg de la muestra problema en un tubo Hach® con tapa de rosca y empaque.
2) Adicionar 1 ml de H>SO4 concentrado y calentar a 100 °C durante 1 h.

3) Posterior a la digestiéon adicionar 9 ml de H.SO. 14 mM.
8.2 CURVA TIPO

1) Pesar 50 mg de PHB en un tubo Hach® con tapa de rosca y empaque.

2) Adicionar 1 ml de H.SO4 concentrado y calentar a 100 °C durante 1 h.

3) Posterior a la digestion adicionar 9 ml de H,SO4 14 mM.

4) Tomar 1 ml de la solucion y aforar a 100 ml para obtener un stock a 50 pg/ml.

5) Realizar diluciones para obtener los cinco puntos como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8. Diluciones para curva tipo de PHB por UV-Vis.

Volumen de Volumen de stock de solucién Concentracion final de
H2S04 14 mM [ml] de PHB digerido [ml] PHB digerido [ug/ml]
8.6 1.4 6
9 1 4
9.4 0.6 2
9.6 0.4 1
9.8 0.2 0.5

8.3 LECTURA DE LAS MUESTRAS

1) Diluir las muestras con H,SO4 14 mM segun la concentracion de PHB esperada.

2) En el espectrofotometro de luz UV-Vis, medir a 210 y 235 nm
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9. CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE PHA POR CROMATOGRAFIA DE
GASES (PROPANOLISIS ACIDA)

El principio de esta técnica es que al realizar una digestion con propanol acido de los PHAs,
éstos se fragmentan liberando los mondmeros a los cuales se les insertara el grupo propil
en el externo carbonilo, obteniendo estructuras de tipo (R)-HA-propil las cuales se pueden
detectar por CG-FID (Gas Chromatograph SRI 8610C, marca: SRI®) con la columna
(CHROMOSORB W-AW 80/100) isotérmicamente a 171°C, empleando acido benzoico

como estandar interno (Riis and Mai, 1988; Tan et al., 2014; Koller and Rodriguez-

Contreras, 2015; Abbondanzi et al., 2017).

9.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PROBLEMA

Pesar 100 mg de la muestra problema en un tubo Hach® con tapa de rosca y empaque y

adicionar 0.5 ml de cloroformo.

9.2 CURVA TIPO

1) Pesar 50 mg de PHBV (12%) y disolver en 10 ml de cloroformo.

2) Tomar 1 ml de la solucién y aforar a 100 ml para obtener una solucion stock a 50 ug/ml.

3) Realizar diluciones para obtener los cinco puntos como se indica en la Tabla 9.

Tabla 9. Diluciones para curva tipo de PHB por cromatografia de gases.

Cloroformo | Stock de PHBV PHBV (12%)
PHB [pg/ml] PHV [ug/ml]
[ml] (12%) [ml] [ng/ml]
0 10 50 44 6
2 8 40 35.2 4.8
4 6 30 26.4 3.6
6 4 20 17.6 24
8 2 10 8.8 1.2
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1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

9.3 DIGESTION Y LECTURA DE LAS MUESTRAS

A 0.5 ml de muestra, adicionar 0.5 ml de propanol acido al 20 % y 10 ul de &cido
benzoico (estandar interno).

Calentar las muestras a 100 °C durante 4 h.

Enfriar las muestras a temperatura ambiente.

Anadir 5 ml H20 bidestilada.

Mezclar la muestra en un vortex.

Esperar a que las dos fases de las muestras se separen.

Si las muestras siguen muy turbias repetir tres veces los pasos 4, 5y 6.

Recuperar la fase organica (inferior).

Inyectar 1 yl de muestra (fase organica), tanto de la curva tipo como de las muestras

problema.
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10. Lisis MECANICA

Esta técnica se emplea para romper a las levaduras y liberar su contenido intracelular para

su analisis. La lisis celular se verifica mediante microscopia en campo claro.
10.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Adicionar en un tubo estéril de 15 ml.

e 3 ml de perlas de vidrio de 0.5 mm @ estériles.

e 10 mldelevaduraa5 g/L.
10. 2 OPERACION DEL EQUIPO

Introducir los tubos con muestra en el Fast Prep (MP Biomedicals®), operar a 4 ciclos de

60s a 6 m/s con pausas de 30s.
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11. DECANTACION POR SUCCION

Para recuperar las fracciones mediante una decantacién por succién, se monta el sistema

que se procede a describir:

e Colocar una pipeta de 1 ml con una manguera en el extremo superior, estériles,
hasta el fondo de un frasco Schott ® de 1 L.
e Acoplar la manguera a una bomba peristaltica.

o Elotro extremo de la manguera (final) se emplea para recuperar el medio de cultivo.

11.1 OPERACION DEL EQUIPO

La bomba peristaltica se opera a un flujo de 10 ml/min.

Se recupera el medio de cultivo en tubos cénicos de 50 ml, obteniendo 20 fracciones de
45 ml.
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METODOS

El proyecto consto de tres etapas principales, las primeras dos se realizaron al término de

una fermentacion o etapa 0.

*In6culo
*Fermentacion
1. Recuperacion y *NPs-PHAs intracelulares
deteccion *NPs-PHAs extracelulares
2. Purificacién, *NPs-PHAs intracelulares

cuantificacion y
determinacion

*NPs-PHAs extracelulares

3. Comparacion *Wtvs J26 y J27

ETAPA 0. INOCULO Y FERMENTACION A NIVEL MATRAZ

El dia previo a cada fermentacion se inoculd una azada de la cepa correspondiente (J26,
J27 o Wt) en medio YPD sodlido, adicionado con Zeocina a 75 ul/ml para las cepas

recombinantes, y se incubaron durante 48 h a 30°C.

Las fermentaciones se realizaron en matraces de 1L con 330 ml de medio YPD, se
incubaron con 250 rpm de agitacién a 30 °C durante 48 h. La cepa nativa se retiré de la
incubadora a las 24 h, debido a que termina su crecimiento por glucosa, se analizé de igual

forma que las cepas recombinantes. Todos los cultivos se realizaron por triplicado.

Al final de cada fermentacion de las diferentes cepas, se analizé la glucosa residual, la
biomasa y la formacién de etanol, usando las técnicas, de Miller, peso seco y densidad

optica, y la Cromatografia de gases, respectivamente.
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ETAPA 1. RECUPERACION Y DETECCION

La primera etapa consistio en determinar la presencia de las particulas de PHA, intra y
extracelulares al término de las fermentaciones. Para la recuperacion de las NPs al final de
cada fermentacion, el medio de cultivo agotado con biomasa se centrifugd a 7000 rpm a
4°C durante 15 min, permitiendo que se separaran y analizaran independientemente la

biomasa y el medio de cultivo agotado (figs. 5y 6).

En la biomasa se buscaron las particulas de PHA Intracelulares mediante microscopia de

fluorescencia y cuantificando la intensidad de la fluorescencia. Simbologia © en la fig. 5.

En el medio de cultivo agotado se buscaron las particulas de PHA Extracelulares,

empleando técnicas como la FE-SEM. Simbologia © y la DLS Simbologia < en la fig.6.

ETAPA 2. DETERMINACION Y CUANTIFICACION

La segunda etapa consistio en probar diferentes protocolos para extraer y purificar las NPs-
PHAs. Estos estudios se realizaron posterior a la deteccién de las NPs empleando las

técnicas mencionadas en la etapa anterior.

Las operaciones unitarias empleadas en esta etapa son, la centrifugacion a 7000 rpm a 4°C
durante 15 min, la liofilizacion durante 9 h a -43°C y 0.2 torr, la propandlisis acida y lectura
mediante CG, la lisis mecanica que consistié en 4 ciclos de 60s a 6 m/s con pausas de 30s,
el lavado del medio de cultivo adicionando 2 volumenes de H»O y la separacion de
fracciones del medio de cultivo agotado mediante una decantacién por succion (esta

unicamente se probd con las cepas recombinantes).

NPs-PHAS INTRACELULARES

Se emplearon tres protocolos para la extraccion y cuantificacion de NPs intracelulares, que
se representan en la fig. 5. Las corrientes empleadas en esta etapa inician con la biomasa
lavada 3 veces con solucién salina [0.85 %], el pellet de cada cepa se recupero en la primera

centrifugacion.
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Figura 5. Diagrama de flujo del protocolo de recuperacioén de NPs intracelulares

La simbologia empleada en la fig. 5 es:
Biomasa Biomasa con NPs ' @ NPs . Sales A

Proteinas . Material Propanolizado # Restos celulares Etanol I:I

Para el caso de la primera corriente (parte superior de la Figura 5, corriente CG B) el pellet
(biomasa) lavado se liofilizé y una vez seca la biomasa se sometid a la digestion con

propanol acido y se analizé por CG, y a la digestion con H.SO. y se analizé por UV-Vis.

El segundo y tercer protocolos (corrientes intermedia e inferior de la Figura 5) son el
resultado de la lisis mecanica, una vez realizado el ciclo se separaron dos corrientes (CG
S y SGD de la fig. 6) mediante una centrifugacion a 7500 rpm a 4°C durante 15 min. La
corriente CG S de la Figura 6 es el sobrenadante, éste se recuperé6 mediante decantacion.

La otra corriente CG D de la Figura 6 contenia las perlas de vidrio, las cuales se lavan 3
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veces con 10 ml de solucion salina al 8.5% de NaCl, de la solucidén de lavado se obtiene el

debris celular.

Posterior a la lisis mecanica y a la separacién mencionada en el parrafo anterior, las
corrientes CG S y CG D de la fig. 6 (segundo y tercer protocolos) se liofilizaron. Una vez

secas las muestras se sometieron a una propandlisis 4cida para leerlas por CG.

NPs-PHAS EXTRACELULARES

Para las NPs extracelulares, se probaron los tres protocolos mostrados en la fig. 6. Las
corrientes de esta etapa inician con el medio de cultivo agotado recuperado de la primera

centrifugacion.
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Figura 6. Diagrama de flujo del protocolo de recuperacién de NPs extracelulares
La simbologia empleada en la fig. 5 es la misma que en la fig. 6.

En el primer protocolo (corriente CG M, parte superior de la fig. 6), el medio de cultivo

agotado se liofilizé y sometié a propandlisis acida.
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Del segundo protocolo (corriente intermedia en la Figura 6) se trabajé con dos tratamientos
del medio lavado, con y sin filtrado (con una membrana de nylon de 0.22 pm).
Posteriormente cada tratamiento se lavéd (tres veces) con dos volumenes de H>O
bidestilada, centrifugando y recuperando un volumen (superficial) por decantacién. Ambos
tratamientos se analizaron por DLS, después de realizar este analisis, el medio no filtrado

se liofilizd y sometié a la digestion con propanol acido y se analizé por CG.

Para el tercer protocolo (parte inferior de la Figura 6) se aproveché que las fermentaciones
se realizaron por triplicado, recuperandose 0.9 L de medio de cultivo agotado, de cada cepa
recombinante, en frascos de 1L y se refrigeré por 24 h. Posteriormente se realizé la
separacion del medio de cultivo agotado, de las cepas recombinantes, en fracciones. Para
la cepa J26 se estudiaron 10 fracciones (juntando dos fracciones consecutivas), mientras
que para J27 se analizaron las 20 fracciones. A cada fraccion se les determind la

concentracion de proteinas, se liofilizé y se propanolizé para su analisis por GC.

ETAPA 3. COMPARACION

En esta etapa se procedio con el analisis de los resultados obtenidos anteriormente, con la
finalidad de determinar las similitudes y diferencias entre las cepas recombinantes contra
la cepa Wt. En este trabajo la cepa Wt es un control negativo ya que no produce PHAs

normalmente ni bajo condiciones de estrés.

También se analizaron los protocolos de purificacion planteados (corriente CG ML y CG F),
fundamentados en las propiedades fisicas esperadas de las NPs-PHAs, ya que permitiran
evitar el uso excesivo de solventes para recuperar las NPs-PHAs en su forma nativa (estado

amorfo).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se dividiran en dos secciones; primero se explicaran los resultados para
detectar y determinar las particulas de PHA intracelulares, posteriormente se procedera a
analizar y discutir los resultados para detectar y determinar las particulas de PHA

extracelulares.
DETECCION Y DETERMINACION DE PARTICULAS INTRACELULARES DE PHA

Al término de cada fermentacion las muestras se tifieron con Rojo Nilo, y se tomaron
fotografias donde se detecté la presencia de PHAs (Figura 5). Una vez enfocada las
muestras en el microscopio, que emiten fluorescencia, ésta s6lo se pudo observar durante
400 ms aproximadamente con el filiro ND 16. Esto se determiné mediante un video en el
cual se tomaron fotos cada 45s con el filtro ND 16 (resultados no mostrados). Con esto se
establecieron las condiciones mencionadas anteriormente para adquirir las fotografias

mostradas en las figs. 7 y 8.

7

40X, 50 fs I, 50 . 20pm 40X, 50 ms

b)) F)

40X, 100 ms, ND8 20um 40X, 50 ms,; ND16 20um 40X, 50 ms, ND16

Figura 7. Fotografias de las cepas de S. cerevisiae (Ay D es Wt, By E es J26, C y F es J27) en microscopia

optica (hilera superior) y con una tincion con Rojo Nilo en Microscopia de Fluorescencia (hilera inferior).

Tras realizar la tincion se observaron las diferentes levaduras mediante microscopia de
fluorescencia; en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se encontré que

las morfologias de las tres cepas son similares, pero las recombinantes (imagenes B y C)
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son ligeramente mas grandes que la cepa Wt (imagen A). Adicionalmente en la fig. 7 se
observa que ambas cepas recombinantes presentaron una mayor fluorescencia en sus
vesiculas (imagenes E y F), observandose éstas con mayor nitidez e intensidad,
requiriéendose un menor tiempo de exposicidén para fotografiarlas (50 ms en lugar de 100

ms), a diferencia de la cepa nativa en la cual su sefial fue escasa (imagen D).

Posteriormente se realizé la lisis celular, se tifieron los restos celulares con Rojo Nilo y se
observaron mediante microscopia de fluorescencia (fig. 5). En la Figura 8 se observa que
la lisis celular se realizé exitosamente, ya que se obtuvieron restos celulares y células rotas,

para las 3 cepas (imagenes A, By C).

.

| 40X, 100 ms ‘t}g - 40X, 100 ms

D) E)

40X, 100 ms, ND8 40X, 100 ms, ND8 40X, 100 ms, ND8

Figura 8. Fotografias de las cepas de S. cerevisiae (Ay D es Wt, By Ees J26 y C Y F es J27) después de
realizar la lisis celular, en microscopia optica (hilera superior) y con una tincién con Rojo Nilo en Microscopia

de Fluorescencia (hilera inferior).

En la fig. 8 también se observé que la mayoria de las levaduras, de ambas cepas
recombinantes (imagenes E y F), perdieron el compuesto que hacia resaltar sus vesiculas
en la fig. 7, es decir que ambas cepas recombinantes produjeron un biomaterial que se
liberd al realizar la lisis celular, lo cual coincide con lo esperado (sintetizar PHAs en la
superficie de las vesiculas); asi mismo se observd que al liberarse dicho compuesto la
fluorescencia de las cepas recombinantes es equiparable con la de la cepa Wt (imagen D).

Respecto a la cuantificacion de PHAs por fluorescencia, se encontré6 una mayor

fluorescencia a una emisién de 530 nm y excitacién ente 550-650 nm, en las levaduras
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transformadas contra la cepa nativa (resultados no mostrados), lo que coincide con lo que
se observo en la microscopia de florescencia (fig. 7). Sin embargo, no fue posible emplear
la fluorescencia para cuantificar PHAs como mencionan en los trabajos de Gorenflo (1999)
y de Zuriani et al. (2013), lo que puede deberse a dos razones. Primero, nuestro estudio
empled levaduras (las cuales poseen organelos intracelulares ademas de ser 10 veces mas
grandes que las bacterias) mientras que ellos emplearon bacterias (las cuales poseen sélo
la membrana y pared celular). Segundo, la cantidad de PHAs que contienen nuestras
muestras es muy bajo (aun no se ha cuantificado) mientras que sus cepas acumulaban
hasta un 85 % de PHAs. Ambas diferencias ocasionan efectos en la medicion de la

intensidad de la fluorescencia.

Al comparar los resultados de las figs. 7 y 8 con los resultados de los cromatogramas
presentados en los incisos A y D de la Figura 9, podemos observar que la cepa nativa con
y sin lisis mecanica muestra las sefales correspondientes a propil-lactato, propil-propionato,
una sefal no identificada (N.l.), 2-propil-succinato y ac. Benzoico (estandar interno). La
diferencia de las sefiales encontradas (figs. 7, y 9) radico en que la intensidad de las sefales
del propil-lactato, el propil-propionato, la senal no identificada (N.l.) y el 2-propil-succinato
obtenidas cuando se realiz6 la lisis mecanica es menor. Esta muestra nos permitié conocer
algunos de los metabolitos presentes en el cultivo, que pueden o no estar asociados a la

transformacion.

Para las cepas recombinantes (Incisos B, C, E y F de la fig. 9), con y sin lisis mecanica se
presentaron las mismas sefales que en la cepa nativa. De igual forma que en la Wt, en las
recombinantes las muestras con lisis mostraron sefales con menor intensidad.
Adicionalmente las recombinantes con y sin lisis presentaron una sefal correspondiente al
tiempo de retencion de propil-HV (Figura. 9), y cuando se realizé la lisis se también se
observo la senal de propil-HB. Sin embargo, a pesar de que se observo la sefal, esta se

encontré en una concentracién tan baja que no permitié su cuantificacion.
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Figura 9. Cromatogramas para determinar la composicién de las particulas intracelulares de las cepas de S.

cerevisiae (AyDes Wt, By Ees J26y C Y F es J27) al término de la cinética (corriente CG B) y al sobrenadante
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después de realizar la lisis celular (corriente CG S) después de realizarles la digestiébn con propanol acido.

En las muestras, sin lisis, que se sometieron a la digestion con H>SO; (fig.) se encontraron
interferencias en el espectro UV donde se encuentra la sefal del ac. croténico (A= 200-240

nm). Estas interferencias impidieron la cuantificacion del &c. crotonico, por esta razén esta

técnica no se empled en los estudios posteriores.
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DETECCION Y DETERMINACION DE PARTICULAS EXTRACELULARES

Debido a que se encontré que las cepas recombinantes produjeron y acumularon particulas
de PHAs en la superficie de sus vesiculas (fig. 7, 9 y 10), se procedid con la localizacion de
las NPs-PHAs secretadas por las levaduras recombinantes, siguiendo los protocolos de la
Figura 6.

EHT= 070K/  SignalA=InLens Pixel Size = 9.304 nm ] ! EHT= 080KV  SignalA=Inlens Pixel Size = 9.687 nm %
WD=34mm  Mag= 1200KX _ Apetture Size = 30.00 ym WD=35mm  Mag= 1153KX  Aperture Size =30.00 ym  FU

EHT = 070KV Signal A=InLens  Pixel Size = 7443 nm @2 N EHT= 0.70kV Signal A=InLens  Pixel Size = 11.17 nm % ! EHT= 0.70kV Signal A= InLens.

T pn
WD = 34 mm Mag = 15.00 KX Aperture Size = 30.00 ym S WD = 34 mm Mag= 10.00KX  Aperture Size = 30.00 um ¥ WD = 34 mm Mag= 1000KX  Aperture Size =30.00ym %

Figura 10. Fotografias tomadas mediante FE-SEM de las cepas de S. cerevisiae (A es Wt, Bes J26 y C es
J27) y de sus medios de cultivo al término de la fermentacion (D es Wt, E es J26 y F es J27), en circulos

negros se resaltan las particulas encontradas.

En la Figura 10 podemos observar la presencia de particulas (encerradas en circulos
negros) para el caso de las cepas recombinantes (imagenes B y C) y en sus medios de
cultivo agotados (imagenes E y F). Estas fotografias demostraron que las levaduras
recombinantes secretaron particulas del biopolimero en contraste con la cepa nativa
(imagenes A y D). Las particulas observadas en los medios de cultivo de las cepas
recombinantes (imagenes E y F de las fig. 11) parecen aglomeraciones que poseen
tamanos de 270 hasta 500 nm de longitud y no se encontraron estructuras similares en el
medio de cultivo de la cepa nativa (imagen D de la fig. 11), indicandonos que la presencia

de las particulas esta asociada a la transformacion.

Considerando que los PHAs son insolubles en H,O (Gorenflo et al., 1999; Peters, Becher

and Rehm, 2007) y se encuentran en forma de NPs (Bouza et al., 2016; Singh, 2016), las
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NPs-PHAs podrian encontrarse suspendidas en las capas superficiales del medio de cultivo
agotado, lo que permitiria recuperarlas mediante decantacion. Por esta razén se montaron
los siguientes dos experimentos con la finalidad de establecer si las NPs-PHAs se
encuentran suspendidas en las capas superficiales (corriente CG F de la fig. 6) y existe la

posibilidad de purificarlas mediante decantacién y lavados (corriente CG ML de la fig. 6).
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Figura 11. Cromatogramas de las fracciones 2 (A), 7(B), 10 (C) y 20 (D) del medio de cultivo agotados de J27,

en un rectangulo rojo se muestra la sefal correspondiente al propil-HB.

Del analisis de las fracciones de los medios de cultivo agotados de las cepas recombinantes
(corriente inferior de la Figura 6), ambas cepas presentaron impurezas proteicas [11.5 + 1
g/L] distribuidas homogéneamente en el medio de cultivo agotado. La diferencia entre el
peso del material liofilizado y de las proteinas determinadas [3 + 1 g/L] posiblemente se
conformé tanto de otras impurezas del medio de cultivo (posiblemente sales y restos

celulares), como del polimero producido por las cepas recombinantes.

En los cromatogramas de las diferentes fracciones se encontraron sefiales de propil-HB
distribuidas homogéneamente y algunas de propil-HV que no se alcanzaron a identificar
adecuadamente debido a su baja concentracién y a su cercania con la sefal anterior, esto

se ilustra en la Figura 11 donde se muestran algunas de las fracciones del medio de cultivo
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agotado de J27. Nuevamente la concentracion de las sefales de interés fue muy baja para

cuantificarla.
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Figura 12. Cromatogramas del medio de cultivo inicial (A) y de los medios de cultivos agotados de las cepas de

S. cerevisiae Wt (B), J26 (C) y J27 (D), en un rectangulo rojo se muestra la sefial correspondiente al propil-HV.

Dado que no se observaron diferencias de las sefiales en las fracciones, se concluyé que
las NPs-PHAs no se encuentran suspendidas en las capas superficiales del medio de
cultivo agotado, mas bien se encuentran distribuidas de manera homogénea. Por esto, en
la corriente CG F (fig. 6) sélo se analiz6 la fraccion superior (100 ml) de cada medio de

cultivo agotado.

En la Figura 12 podemos observar, en el medio de cultivo inicial, las mismas sefales
encontradas en la biomasa, con y sin lisis, de la cepa Wt (fig. 9), estas sefiales también se
presentaron en el medio agotado de Wt y de las recombinantes. Sin embargo, el medio
agotado de las cepas recombinantes presentd una sefial en el tiempo de retencién del
propil-HV, que no fue cuantificable, la cual no aparecié el medio de cultivo inicial ni en el

medio agotado de la cepa WHt.

Los analisis con DLS (
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Figura 13), de la corriente intermediaria de la Figura 6, muestran que todos los medios de
cultivo (agotados e inicial) sin filtrar, presentaron dos grupos de particulas, uno entre 100 y
600 nm vy otro alrededor de 5000 nm. Después de que se filtrd, la sefal principal disminuyé
su distribucion entre 80 y 300 nm, pero siguio apareciendo la seial de 5000 nm. Esta senal
a 5000 nm es atribuible a una posible aglomeracién de proteinas (Krahn, Schweiger and
Lucas, 1983; Berry and Cotts, 1999; Malvern Instruments, 2013).

12 : 10
10 A) : 8
£ : z
o 8 . 5]
s : § 6
8 : s
= : >
2 : 2 4
24 : £
: 2
2 :
0 + 0
0.1 1 10 o
14 : : . : : 8
12 B) : : N 7
£ 10 : : fooenfnn} : g6
H 5
8 85
e 8 g,
=
g g
5 53
£ s =,
2 A I
0 : - s e 0
01 1 10 100 1000 10000 0.
20 : : . : . 16
C) : : N : "
=15 : ; A : o2
z g
g 8 10
s s
o o
10 =8
£ 3
§ g °
E g = 4
A
0 0

0.1 1 10 100 1000 10000 0.1
Size (d.nm) Size (d.nm)

Figura 13. DLS de los medios de cultivos agotados (A es Wt, B es J26, C es J27) y al filtrar con 0.22 um (C es
Wt, D es J26 y E es J27)

Asi mismo se encontr6 que después de que se realizaron los lavados (corriente
intermediaria de la fig. 6), las senales de propil-HV o propil-HB obtenidas en los
cromatogramas desaparecieron (resultados no mostrados). Lo analisis de los medios de
cultivo lavados por DLS (fig. 14) mostraron que las sefales disminuian su amplitud
conforme se lava la muestra (cada columna es una cepa y hacia abajo se muestran los
lavados). Debido a que no se aislé una sola sefial la purificacion por decantacion y lavados

no es eficiente.
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Figura 14. DLS de los medios agotados (Wt es A J26 es D y J27es G), con el primer lavado (Wt es B, J26 es
E y J27 es H), con el segundo lavado (Wtes C, J26 es Fy J27 es |)

Los resultados obtenidos en las Figura 11, 12, 13 y 14, nos confirmaron que las particulas
de PHAs no estan suspendidas (flotando) en la parte superficial de los medios agotados
como esperabamos, por lo que es necesario probar otras técnicas para concentrar, purificar

y recuperar las particulas de PHAs.
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COMPARACION Y ANALISIS GLOBAL DE LOS RESULTADOS

Al comparar los cromatogramas de las figs. 9, 11y 12, podemos observar que las sefiales
de propil-lactato, propil-propionato, dos no identificadas (a los tiempos 5.9+ 0.2y 7.9+ 0.2
min respectivamente) y propil-succinato, se encuentran tanto en el medio de cultivo como
en la biomasa de la cepa silvestre. Estas sefiales posiblemente provengan de componentes

presentes en el medio de cultivo inicial (extracto de levadura) y asociados al crecimiento.

Como se plante6 en la hipétesis, en ambas cepas recombinantes se encontraron PHAs
compuestos por monémeros de HB o HV, debido a que se emple6 como fuente de carbono
la glucosa. A pesar de que los analisis de las NPs intracelulares siempre mostraron sefal
de propil-HV, en ocasiones se encontrd que las particulas secretadas también presentaron

sefiales de propil-HB.

Al analizar los resultados de las cromatografias (fFigura 12) en conjunto con los obtenidos
por microscopia de fluorescencia (figs. 7 y 8) y por FE-SEM (fFigura 10) consideramos que
las particulas observables en las imagenes de la fig. 10, correspondientes a J26 y J27 y a
sus respectivos medios de cultivos agotados, son particulas de PHAs secretadas por las

levaduras recombinantes.

También se esperaba que los PHAs se acumularon y secretaran en forma de NPs, al
comparar y analizar los resultados de DLS (figs. 13 y 14) con los de la microscopia de
fluorescencia (figs. 7 y 8) y los del FE-SEM (fFigura 10), se encontré que las particulas de

PHAs pueden estar aglomeradas o no, en tamafos desde micro hasta nano particulas.

Sin embargo, a pesar de los resultados obtenidos, consideramos que es necesario mejorar
las técnicas de recuperacion y purificacion, para determinar apropiadamente tanto la

composicion, como el tamafo de las particulas producidas por las cepas recombinantes.
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CONCLUSIONES

e Ambas cepas recombinantes, J26 y J27, sintetizan y acumulan un compuesto que
fluérese cuando se tifien con Rojo Nilo, observable por microscopia de

fluorescencia, que se libera cuando se realiza la lisis celular.

¢ Mediante digestiéon con propandlisis acida se determind que las cepas
recombinantes, J26 y J27, sintetizan, acumulan y secretan particulas, a partir de

glucosa, compuestas de HV segun el tiempo de retencion por CG.

e Lainduccién con el antibidtico Zeocina de los plasmidos empleados en las levaduras
recombinantes (pkmJ26 y pkamj27) permiten expresar proteinas quiméricas
funcionales ancladas a las vesiculas de las cepas recombinantes J26 y J27

respectivamente.

e Se pueden emplear vesiculas como nanoreactores para la sintesis de particulas via

Bottom-up en organismos eucariontes como S. cerevisiae.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

Es necesario realizar mas experimentos para obtener una interpretacion adecuada de los

resultados de este trabajo, para lo que se proponen dos estrategias de estudio.

La primera consistiria en probar otros protocolos para concentrar, extraer y purificar las

NPs-PHAs, por ejemplo:

Usar otros solventes para su extraccién, como en los trabajos de Shi (2009) y Tan
et al. (2014).

Precipitar las proteinas con sulfato de amonio del medio de cultivo agotado o al
realizar la lisis celular para disminuir la cantidad de impurezas proteicas.

Emplear una cromatografia de permeacion en gel para separar las fracciones por

sus pesos moleculares.

La otra estrategia estaria enfocada en determinar la composicién y cuantificar al PHA

sintetizado como, por ejemplo:

Analizar las muestras propanolizadas por Cromatografia de Gases acoplada a
Masas, como se realiz6 en los trabajos de Poirier, Erard and Petétot (2001) y Zhang,
Carlson and Srienc (2006).

Realizar una digestion con H.SO4 y analizar los resultados mediante Cromatografia
de Liquidos de Alta Resolucién, como se efectud en los trabajos de Kocharin et al.
(2012); Kocharin, Siewers and Nielsen(2013); y Sandstrom et al. (2015).

Emplear la Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier para buscar la
sefnal correspondiente a los enlaces de tipo éster, como se empled en los trabajos
de Abd-El-Haleem (2009) y Umesh, et al. (2017) o como mencionan en el trabajo
de Tan et al.,(2014).
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