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RESUMEN EJECUTIVO 

 

La producción de plástico en el 2022 alcanzó los 400.3 toneladas métricas, de los cuales solo el 8.9 por 

ciento fue reciclado, mientras que el restante terminó en el medio ambiente. El 6.2 por ciento de la 

producción total del plástico le pertenece al PET, el cual representa una fuente de contaminación 

preocupante debido al bajo nivel de degradación y una vida media superior a 2500 años. Los métodos 

de reciclajes convencionales (físicos y químicos) provocan una contaminación secundaria, por lo que 

se ha optado por el reciclaje biológico (biodegradación) a través de enzimas. En este estudio, se evaluó 

la degradación del polietileno tereftalato (PET) mediante el uso de la enzima IsPETasa N212A S238Y 

a escala de biorreactor. Tras la producción de la enzima PETasa a escala de biorreactor utilizando suero 

de leche como medio de autoinducción, se combinó 5 gramos PET comercial (PETc) micronizado con 

0.67 micromol de PETasa preparada en 200 mililitros de buffer 100 milimolar KPO4 pH 8 para el 

proceso de degradación. Después de 48 horas, se observó una cinética de degradación bifásica. Además, 

los análisis de microscopía electrónica de barrido (SEM) revelaron hendiduras y bordes agrietados en 

el polímero. La enzima PETasa N212A S238Y mostró un rendimiento del 2.8 por ciento en la 

degradación de PET comercial (PETc) a escala de biorreactor. Este estudio sugiere una nueva tecnología 

para el reciclaje del PET de forma sustentable.  

 

Palabras clave: Biodegradación, enzima PETasa, Ideonella sakaiensis, PETc, SEM, autoinducción, 

degradación bifásica 
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ABSTRACT 

 

Plastic production in 2022 reached 400.3 metric tons, of which only 8.9 percent was recycled, while the 

remainder ended up in the environment. PET accounts for 6.2 percent of total plastic production, which 

represents a source of pollution of concern due to its low level of degradation and a half-life of more 

than 2 500 years. Conventional recycling methods (physical and chemical) cause secondary 

contamination, so biological recycling (biodegradation) through enzymes has been chosen. In this 

study, the degradation of polyethylene terephthalate (PET) using the enzyme IsPETase N212A S238Y 

was evaluated at bioreactor scale. After production of PETase enzyme at bioreactor scale using whey 

as autoinduction medium, 5 grams micronized commercial PET (PETc) was combined with 0.67 

micromol of PETase prepared in 200 milliliters of 100 millimolar KPO4 buffer pH 8 for the degradation 

process. After 48 hours, biphasic degradation kinetics was observed. In addition, scanning electron 

microscopy (SEM) analyses revealed cleavages and cracked edges in the polymer. The N212A S238Y 

PETase enzyme PETase showed a 2.8 percent yield in the degradation of commercial PET (PETc) at 

bioreactor scale. This study suggests a new technology for sustainable PET recycling.  

 

Keywords: Biodegradation, PETase enzyme, Ideonella sakaiensis, PETc, SEM, autoinduction, biphasic 

degradation. 
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CAPITULO 1.- MARCO TEÓRICO 

 

1.1.  Antecedentes Investigativos 

 

Los polímeros sintéticos, conocidos comúnmente como plásticos, son materiales ampliamente 

utilizados por la sociedad moderna, debido a su elevada durabilidad, maleabilidad e impermeabilidad a 

líquidos y gases (UN Environment Programme [UNEP], 2023). En 2022, la producción mundial de 

plástico alcanzó los 400.3 Mt, de las cuales se recicló tan solo el 8.9 % (PlasticsEurope, 2023). Las 

proyecciones indican que la fabricación de plásticos podría alcanzar las 30 000 Mt para fines del 2050 

(Aer et al., 2022; Li et al., 2022), lo que plantea desafíos importantes con miras a reducir su 

acumulación en el ambiente mediante un reciclaje eficiente. Con el 6.2 % de la producción mundial de 

plástico, el polietileno tereftalato (PET) es uno de los plásticos más importantes en la industria 

alimentaria (PlasticsEurope, 2023) y uno de los principales contaminantes ambientales debido a su 

elevada resistencia a la biodegradación (Kushwaha et al., 2023). Se estima que aproximadamente     

100 000 animales marinos mueren anualmente por ingestión o estrangulamiento causados por residuos 

del PET (Greenpeace Internacional, 2020), y que, incluso, estos residuos podrían afectar a la salud de 

los seres humanos tras la ingestión de microplásticos impregnados en diferentes productos alimenticios 

(UNEP, 2021). 

 

Actualmente, el PET se recicla principalmente por métodos físicos y químicos; sin embargo, hoy se 

conoce que los productos de degradación obtenidos mediante estos métodos son contaminantes 

secundarios (Kushwaha et al., 2023). Como resultado, varios estudios sugieren que la degradación 

biológica, mediada por microorganismos o sus enzimas, es la estrategia más apropiada para reciclar el 

PET. Recientemente, se identificó que la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis (IsPETasa) posee una 

elevada capacidad para degradar el PET a temperatura ambiente (Yoshida et al., 2016). Se han 

realizado varios intentos de mejorar la actividad y termoestabilidad de la enzima mediante la 

introducción de mutaciones dirigidas a lo largo de su secuencia de aminoácidos, incluyendo su sitio 

activo (Austin et al., 2018; Han et al., 2017; Joo et al., 2018; Liu et al., 2018; Liu et al., 2019; Ma 

et al., 2018). Particularmente, la variante mutante N212A/S238Y de IsPETasa presenta una mayor 

capacidad degradadora de PET altamente cristalino, en comparación con la enzima silvestre, incluso a 

una temperatura de 45 ºC (Gavilanes & García, 2023). Por lo tanto, esta variante mutante es una 

excelente candidata para desarrollar estudios de degradación a mayor escala, con miras a predecir su 

desempeño en sistemas industriales de reciclaje del PET. 
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Considerando los antecedentes expuestos, en el presente proyecto de investigación se pretende evaluar 

la eficiencia de la enzima IsPETasa N212A/S238Y en la degradación de PET altamente cristalino en 

un sistema de biorreacción de 500 mL. De esta manera, se intenta contribuir al desarrollo de nuevas 

tecnologías para el reciclaje del PET de forma sustentable. 

 

1.1.1. Producción mundial del plástico 

 

En 1907, se marca el inicio de la era de los plásticos con la síntesis del primer del polímero sintético. 

Sin embargo, no fue hasta después de la Segunda Guerra Mundial, en 1950, que se observó un rápido 

crecimiento de la producción del plástico producto de su industrialización, y desde ese momento, cada 

año ha aumentado radicalmente su producción (Yang et al., 2023). De 1950 al 2022 la producción 

aumentó de 2 a 400.3 Mt de plástico (PlasticsEurope, 2023), y se estima que para el año 2050 la 

fabricación del plástico alcanzaría los 30 000 Mt. Del total de la producción del plástico el 6.2 % 

pertenece al polietileno tereftalato (PET) (PlasticsEurope, 2022, 2023), un poliéster fabricado por 

primera vez en 1941.  

 

1.1.2. Contaminación por el plástico 

 

Gran parte de los plásticos están diseñados para un solo uso y una reciclabilidad limitada, lo que ha 

aumentado la producción y el consumo global, llevando a la generación de plásticos descontrolada y 

una contaminación plástica invasiva (Walker & Fequet, 2023). La mala gestión del plástico no 

biodegradable ha hecho que sea ubicuo en el medio ambiente, por lo que se considera que se ha entrado 

a una etapa de la historia llamada plastileno, dentro del Antropoceno (Rangel-Buitrago & Neal, 2023). 

Se conoce que el 79 % de los desechos plásticos terminan en vertederos o en el medio ambiente, el       

12 % se incinera y tan solo el 9 % del total de plástico producido y consumido se recicla (Greenpeace 

Internacional, 2020).  

 

La acumulación del plástico en el medio ambiente ha llegado a niveles alarmantes, contaminando 

cuerpos de agua dulce y salada. En 2016, alrededor de 19 y 23 Mt de desechos plástico fueron 

depositados en sistemas acuáticos a nivel global, y se proyecta que esta cifra aumente hasta 53 Mt 

anuales para el 2030 (Walker & Fequet, 2023). Esta acumulación ha ocasionado la creación de islas 

flotantes de plásticos debido a la acción sinérgica de la contaminación antropogénica, las corrientes 

marinas y los fragmentos o desechos plásticos (Nisticò, 2020). Al fraccionarse, del plástico se forman 
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partículas de microplásticos (<5 mm) y macroplásticos (>5 mm), los cuales representan riesgos 

potenciales debido a que pueden acumularse en animales marinos, seres humanos y plantas, afectando 

a la salud humana, ecológica y amenaza la sostenibilidad global.  

 

1.1.3. Polietileno Tereftalato (PET) 

 

El polietileno tereftalato (PET), es un poliéster a base de petróleo producido a partir de la esterificación 

y policondensación de etilenglicol (EG), ácido tereftálico (TPA), con fórmula química C10H8O4 (Kim 

et al., 2022). Según el grado de cristalinidad, el PET puede ser amorfo (transparente) o semicristalino 

(opaco). En su estructura presenta un anillo aromático y moléculas alifáticas cortas que lo convierte en 

una molécula rígida y con gran estabilidad. El PET cristalino presenta un punto de fusión (Tm) de 255 

a 265 ºC y una temperatura transición vitria (Tg) de 67 ºC. Por otra parte, la Tg del PET amorfo es 

ligeramente superior a la del PET cristalino, con un valor de 80 ºC. Por lo tanto, la Tg del PET es muy 

importante para comprender el envejecimiento y la degradación del PET (Dhaka et al., 2022), procesos 

en los que puede ocurrir un incremento en la rigidez y fragmentación en microplásticos y nanoplásticos.  

 

Las excelentes propiedades físicas y mecánicas del PET, como su flexibilidad durante el procesamiento, 

durabilidad, ligereza, impermeabilidad a líquidos y gases y termoestabilidad lo han posicionado como 

el cuarto polímero más producido y consumido a nivel mundial (Han et al., 2024; Oreski et al., 2023). 

El PET se ha convertido en parte fundamental de nuestra vida diaria, ya que es empleado en la 

fabricación del 47 % de las botellas plásticas, 20 % de los envases (bandejas flexibles-fijas) y 33 % del 

volumen total de fibras textiles (Eunomia & Zero Waste Europe, 2022). Su principal consumo es en 

botellas plásticas, y se conoce que el 42 % del PET producido se recicla, el 38 % va al vertedero y el 

20 % se quema (Dhaka et al., 2022). La mayoría de sus aplicaciones como material de empaque de 

alimentos y bebidas hacen que sea un polímero de un solo uso, lo cual aumenta su volumen producción 

y contribuye a la contaminación ambiental. Se conoce que el PET puede llegar alcanzar una vida media 

de más de 500 años en el medio ambiente debido a su elevada resistencia al efecto de agentes bióticos 

y abióticos (Kushwaha et al., 2023). Esto plantea un reto importante que demanda acciones urgentes 

para encontrar soluciones a la contaminación plástica. 
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1.1.4.  Degradación del PET 

 

1.1.4.1. Degradación convencional del PET 

 

Existen diversos métodos para la despolimerización del PET con el fin de reducir gradualmente su 

impacto en el medio ambiente. Los enfoques tradicionales o convencionales se basan en el reciclaje 

mecánico, químico y de recuperación de energía (Chan & Zinchenko, 2023), los cuales presentan 

ciertas limitaciones, como altos costos de procesamiento y contaminación secundaria del suelo y aire 

(Aer et al., 2022). 

 

El reciclaje mecánico involucra el reciclaje primario y secundario, según el tipo de material tratado 

(Bhanderi et al., 2023). El reciclaje primario es un método de reextrusión o reciclaje de circuito 

cerrado, que utiliza el polímero no contaminado para su reintroducción en productos de similar 

composición (Cao et al., 2022). Por otro lado, el reciclaje secundario tiene como fin recuperar desechos 

no modificados para la fabricación de nuevos materiales a través de procesos de clasificación, 

trituración y fusión. Sin embargo, las características físicas y mecánicas del PET se deterioran después 

de su uso, afectando su calidad (Chan & Zinchenko, 2023; Cusano et al., 2023). El reciclado químico 

o terciario, se basa en la despolimeración o trasformación del PET mediante hidrólisis, lo cual produce 

resinas que sirven como materia prima para sintetizar nuevamente el polímero, logrando alcanzar la 

calidad del PET virgen (Bhanderi et al., 2023). EL reciclaje cuaternario corresponde a la recuperación 

de energía por combustión de los productos de degradación del PET obtenidos mediante pirólisis o 

gasificación, debido a que el PET proviene de materias primas derivadas del petróleo (Cao et al., 2022). 

Los procesos antes mencionados generan subproductos peligrosos que deterioran tanto el medio 

ambiente como la salud de los seres humanos, plantas y animales. 

 

1.1.4.2. Biodegradación del PET 

 

En vista de que los métodos de reciclaje convencionales (mecánicos y químicos) generan subproductos 

contaminantes, se ha planteado la necesidad de generar métodos para degradar el PET de forma 

amigable con el medio ambiente. Uno de los enfoques más importantes involucra la utilización de 

arqueas, bacterias, algas y hongos capaces de producir enzimas que degraden el PET, debido a su 

eficiencia, bajo consumo de energía, cero emisiones y formación de subproductos no tóxicos 

(Kushwaha et al., 2023). Hasta la fecha existen más de 50 microorganismos plastívoros que han 

desarrollado enzimas dentro de su estructura para digerir plásticos y utilizarlos como fuente principal 
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de carbono para su supervivencia. Sin embargo, la biodegradación en un procedimiento multifacético 

que depende tanto de los factores bióticos (microorganismos) y abióticos (temperatura, pH, nutrientes, 

etc.), por lo que solo algunas especies han logrado una degradación in situ, mientras que otras solo 

tienen capacidad de degradación en condiciones de laboratorio (Das et al., 2021; Maity et al., 2021). 

 

Se han identificado alrededor de 89 enzimas diferentes capaces de degradar el PET, entre las más 

destacadas están las lipasas, carboxilesterasas, cutinasas, y PET hidrolasas, aisladas de 

microorganismos como Fusarium, Saccharomonospora, Streptomyces, Thermobifida fusca, Ideonella 

sakaiensis., entre otros organismos (Kushwaha et al., 2023). Estas enzimas pueden dividirse de 

acuerdo con sus funciones como: i) enzimas modificadoras de superficie: estas se utilizan para mejorar 

la hidrofilicidad del PET y ii) PET hidrolasas: ayudarán a la hidrólisis de la cadena polimérica de la 

superficie y el bloque interno del PET (Sui et al., 2023).  

 

1.1.5.  PETasa de Ideonella sakaiensis 

 

En el 2016, Yoshida y colaboradores aislaron una cepa bacteriana a partir de residuos de una planta de 

tratamiento de plástico en Japón, la cual fue taxonómicamente clasificada como Ideonella sakaiensis. 

Tras su caracterización, se concluyó que el microorganismo es capaz de utilizar el PET como fuente de 

carbono principal para su supervivencia. El análisis de su genoma reveló que dos enzimas, PETasa y 

MEHTasa, son esenciales para la degradación y metabolismo del PET. La PETasa de Ideonella 

sakaiensis (IsPETasa) es una enzima con actividad hidrolítica, con una estructura tridimensional similar 

a aquella de las cutinasas. IsPETasa muestra una actividad enzimática sobre el PET que es hasta 120 

veces mayor en comparación a otras enzimas reportadas, y que opera a temperaturas de entre 30 y          

40 ºC (Koshti et al., 2018; Shi et al., 2021).  

 

Estudios estructurales han demostrado que IsPETasa posee un pliegue α/β hidrolasa (una lámina β 

retorcida rodeada por seis α – hélices y nueve cadenas β), con aminoácidos en posiciones estratégicas, 

como el W156, que se encuentra encima del dominio de unión al sustrato, lo que proporciona 

flexibilidad y aumenta la eficiencia catalítica en el sitio activo (Graf et al., 2021; Maity et al., 2021). 

En el sitio activo también se encuentran presentes tres residuos S160-H237-D206 que forman una tardía 

catalítico nucleófilo–His–ácida (Carr et al., 2020). Además, se ha comprobado la presencia de una 

“caja de lipasa” G-X1-S-X2-G dentro de su dominio catalítico. Este domino catalítico es visto como un 

surco largo en forma de L, con aminoácidos que crean un ambiente hidrofóbico, lo que ayuda a 

estabilizar la interacción enzima – sustrato. IsPETasa tiene un enlace disulfuro adicional, en 
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comparación a otras cutinasas, que conecta el extremo C-terminal manteniendo unidos ha aminoácidos 

catalíticos (Ejm. N177 e H242) para estabilizarla. Se cree que este puente de disulfuro es la razón por 

la que existe alta actividad degradadora del PET y alta flexibilidad del sitio activo de IsPETasa a 

temperatura ambiente (Buhari et al., 2024; Joo et al., 2018).  

 

1.1.5.1. Procesos de degradación del PET  

 

El mecanismo de degradación de PET mediado por IsPETasa empieza con la unión de la superficie del 

PET en el surco ancho y poco profundo de la enzima que consta de dos subsitios (I y II). Cuatro restos 

de tereftalato de monohidroxietilo (MHET) se unen a los subsitios (1 anillo de tereftalato al subsitio I 

y 3 al subsitio II) (Figura 1a). Esta unión esta mediada y estabilizada por las interacciones hidrofóbicas, 

aunque ciertos residuos producen interacciones polares π – π (Carr et al., 2020). Tras la unión, el 

residuo S160 provoca una incisión en el enlace éster formando una mella en el PET, liberando así dos 

cadenas con distintos terminales (TPA e hidroxietilo (HE)) (Figura 1a). Los productos resultantes se 

digieren en monómeros MHET dependiendo de los terminales de cada molécula. La molécula con 

terminal TPA, da la formación TPA y HePETn-1 tras la unión de los restos a los diferentes subsitios, y la 

molécula con terminal HE se van a unir de la misma manera dando como resultado MHET y HePETn-1 

(Figura 1b). Las posteriores reacciones se dan de manera similar a los procesos anteriormente descritos, 

generando una acumulación de monómeros y dímeros del PET, obteniéndose eventualmente MHET, 

TPA, EG y ácido bis (2-hidroxietil) tereftálico (BHET), este último pudiendo degradarse en MHET y 

EG (Joo et al., 2018; Magalhães et al., 2021). 

 

 

Figura 1. Proceso de degradación del PET por IsPETasa. 

Nota: a. Formación de mella. La representación de TPA y EG del polímero se encuentra mediante polígonos de 

color naranja y líneas púrpuras, respectivamente. La enzima PETasa se visualiza a través del diagrama gris oscuro. 
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Los subsitios I y II de IsPETasa se encuentran correctamente etiquetados color naranja y verde, 

proporcionalmente. El residuo catalítico S160 se muestra mediante un rectángulo rojo. b. Digestión terminal. Cada 

paso se visualiza como un diagrama. Los productos escindidos de las reacciones enzimáticas se indican con flechas 

negras. Las líneas de puntos de color verde claro indican el camino que siguen los polímeros del PET para 

posteriores reacciones. Los productos finales de la degradación se encuentran etiquetados en negrita (MHET, 

TPA, EG). Adaptado de Joo et al. (2018). 

 

1.1.5.2. Mutantes de la enzima PETasa 

 

La temperatura de transición vitria (Tg) del PET comercial (PETc) se ubica alrededor de los 60 a 65 ºC, 

temperatura a la que las cadenas del polímero son más flexibles, lo que facilita la interacción enzima-

sustrato. Sin embargo, la forma silvestre de la enzima PETasa de I. sakaiensis (IsPETasaWT) es 

termolábil y sufre un decremento en su actividad a temperaturas superiores a los 37 ºC (Alvina et al., 

2022). Por ello, se han introducido múltiples mutaciones dentro de su cadena de aminoácidos con el fin 

de mejorar su termoestabilidad. Por ejemplo, con la mutación S238F/W159H se consiguió un aumento 

en su actividad de 4.13 % en comparación con la variante silvestre (Austin et al., 2018), otras 

mutaciones dirigidas como W159A, W159H, S214H, R61A, L88F, I158F, Y87A, M161A, W185A, 

I208A, W159A, N241AR280A y W159H también presentaron resultados similares, aumentando su 

actividad enzimática (Han et al., 2017; Joo et al., 2018; Liu et al., 2018; Liu et al., 2019; Ma et al., 

2018). Se conoce que la variante mutante N212A/S238Y de IsPETasa, diseñada y construida por 

(Gavilanes & García, 2023), mostro una mayor degradación del PET altamente cristalino a 

temperaturas de hasta 45 ºC, por lo que es un excelente candidato para el desarrollo de nuevos métodos 

de degradación del PET a escala piloto.  

 

1.1.6.  Degradación de PET comercial a escala de biorreactor  

 

1.1.6.1. Procesos de escalado  

 

Un proceso biotecnológico toma forma dentro de un laboratorio, en donde se pueden producir pequeñas 

cantidades de un producto, gracias a que en este entorno es factible realizar ensayos miniaturizados de 

caracterización estructural y funcional. Sin embargo, a esta escala no es posible satisfacer las 

necesidades locales o globales de la población. Por lo tanto, es necesario evaluar el proceso en sistemas 

de biorreacción de mayor capacidad. Por ejemplo, a escala de biorreactor, el cual permite determinar 

las condiciones iniciales de operación y rendimiento que podrían extrapolarse a aplicaciones 

industriales (Panda, 2011). Dentro de las condiciones iniciales de operación del bioproceso a escala de 

biorreactor, es necesario determinar la velocidad de mezcla, pH del medio, temperatura del reactor, los 
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cambios en la reología del fluido, entre otros factores. Los cuales permitirán optimizar los costos y el 

rendimiento de obtención del producto deseado (Ponnusami & Singh, 2022; Scott & Gazaille, 2019). 

Los resultados obtenidos a escala de laboratorio y planta piloto ayudan el escalado de la producción a 

nivel industrial, adoptando el principio de similitud (Van Heugten & Vromans, 2018). 

 

1.1.6.2. Enzimas a escala industrial  

 

I. sakaiensis secreta naturalmente la enzima PETasa para la degradación del PET en su espacio 

extracelular, debido a que el PET no puede cruzar la bicapa lipídica de los microorganismos 

gramnegativos. Para la expresión de esta enzima, se han utilizado sistemas recombinantes. Sin embargo, 

el alto costo de purificación, baja estabilidad, solubilidad y rendimiento representan una gran desventaja 

para llevar el proceso a una escala mayor a la del laboratorio. Por ello, con el uso del péptido señal       

N-terminal se han planteado varios enfoques prometedores para llevar la producción de estas enzimas 

a una escala industrial (Seo et al., 2019; Zhang et al., 2018).  

 

Una de ellas se basa en el uso de microorganismos, como Escherichia coli, Pichia pastoris, o Yorrowia 

lipolytica, como plataformas para la expresión y presentación de las enzimas PETasa al sustrato, 

mediante sistemas de secreción enzimática al ambiente extracelular (Chen et al., 2022; Seo et al., 2019; 

Wei & Weber, 2022). Por ejemplo, la expresión extracelular de la enzima IsPETasa en E. coli ha 

permitido la secreción constitutiva de la enzima y la continua degradación de PET. Al acoplar este 

sistema con coexpresión de chaperonas y de fusión de etiquetas N-terminales se ha conseguido 

aumentar la sobreexpresión de la enzima hasta en 12,5 y 4,6 veces (Aer et al., 2022). Por otra parte, la 

fijación de la enzima IsPETasa en la membrana celular de P. pastoris ha permitido incrementar la 

eficiencia de biodegradación de PET altamente cristalino en 328 veces con respecto a la actividad que 

muestra la enzima por si sola (Deng et al., 2023).  

 

1.1.6.3. Degradación del PET a escala de biorreactor por PET hidrolasa/depolimerasas  

 

Se pueden diferenciar 3 fases importantes en el escalado del proceso de degradación del PET mediante 

enzimas a escala de biorreactor: pretratamiento de materia prima, despolimerización del PET mediada 

por enzimas y recuperación de productos y coproductos (Tournier et al., 2023). Dentro de ello, la 

cristalinidad del PET y pretratamiento asociado, son factores decisivos, ya que muchas hidrolasas no 

actúan de manera eficiente en PET altamente cristalino, que habitualmente es empleado en el material 
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de empaque. Por lo que es necesario realizar un pretratamiento que cambie la macroestructura del PET 

y lo lleve a su estado amorfo. Otros parámetros, como la superficie de intercambio (entre menos 

diámetro tengan las partículas del PET más rápida será la despolimerización), temperatura de 

despolimerización del PET, temperatura de transición vítrea, de cristalización inducida, 

termoestabilidad (entre más cerca este de la Tg aumenta la movilidad de las cadenas poliméricas), ley 

de Arrhenius, eficiencia catalítica enzimática (para competir con la cinética de cristalización del PET), 

concentración de sustrato, rendimiento de la despolimerización del PET basado en enzimas, 

composición de productos finales y expresabilidad enzimática, son factores importantes con el fin de 

tener un alto rendimiento enzimática y despolimerización del PET (Arnal et al., 2023; Wei et al., 

2022).  

 

Considerando los factores anteriormente mencionados, Tournier et al., (2020) han demostraron que la 

variante mutante de LCC PETasa expresada en E. coli a escala piloto es capaz de despolimerizar el      

90 % de PET altamente cristalino en 10 horas. Además, otro estudio muestra una conversión del 98 % 

del PET después de 24 horas aplicando 1 mgenzima gPET
–1 utilizando la mutación LCCICCG PETasa a 68 

ºC (Arnal et al., 2023).  

 

Recientemente, se construyó la variante mutante N212A/S238Y de la enzima IsPETasa, la cual muestra 

una excelente actividad a escala de laboratorio (Gavilanes & García, 2023). En este sentido, los autores 

han resaltado la necesidad de explorar la cinética de degradación del PET a escala de biorreactor con el 

fin de determinar la factibilidad de emplear la enzima en procesos industriales. Por lo tanto, es necesario 

investigar la actividad de esta variante mutante en diferentes escalas de tiempo/longitud para una mejor 

visión del proceso de hidrólisis del PET, para que las enzimas PET hidrolasas puedan lograr 

sostenibilidad y eficiencia en la despolimerización del PET (Jayasekara et al., 2023; Wei & Weber, 

2022).  
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1.2. Objetivos  

 

1.2.1. Objetivo General 

 

Evaluar la degradación de polietileno tereftalato (PET) mediante el uso de la enzima IsPETasa 

N212A/S238Y a escala de biorreactor. 

 

1.2.2. Objetivos Específicos  

 

• Diseñar un medio de autoinducción para la producción de la enzima PETasa N212A/S238Y. 

• Producir la enzima PETasa N212A/S238Y a escala de biorreactor. 

• Determinar la cinética y eficiencia de degradación de polietileno tereftalato (PET) comercial a 

escala de biorreactor.  
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CAPITULO II.- METODOLOGÍA 

 

2.1. Materiales  

 

El presente trabajo de titulación fue tipo experimental y se llevó a cabo en los laboratorios de 

investigación UODIDE-ICIA de la Facultad de Ciencias e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología de 

la Universidad Técnica de Ambato. En la Tabla 1, se enlistan los reactivos, material fungible y equipos 

que se utilizaron en la presenta investigación.  

 

Tabla 1. Lista de reactivos, material fungible y equipos que se emplearon. 

Reactivos 

- Agua destilada - Agar – Agar  

- Agua desionizada - Alcohol etílico 

- Extracto de levadura - Glucosa 

- Cloruro de sodio (NaCl) - Tris HCl 

- Triptona - EDTA 

- Hidróxido de sodio (NaOH) - SDS 

- Cloranfenicol - Glicerol 

- Imidazol 

- PET comercial 

- Acrilamida 

- Paranitrofenil acetato (p(NP)A) 

- Ampicilina 

- Fosfato monopotásico (KH2PO4) 

- Sulfato de magnesio (MgSO4) 

- Lactosa 

- Fosfato dipotásico (KPO4) 

- Tritón X100 

- Agua tipo II 

- Fosfato disódico (Na2HPO4) 

- Sulfato de amonio ((NH4)2SO4) 

- isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido 

(IPTG) 

 

Líneas celulares 

- E. coli Rosetta (DE3)  

Material fungible 

- Guantes de nitrilo - Gradillas 

- Malla metálica - Frascos de tapa azul 

- Matraz Erlenmeyer - Probetas 

- Micropipetas - Balones de aforo 

- Papel absorbente - Puntas de micropipetas 
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Material fungible 

- Papel filtro - Papel aluminio 

- Papel film - Tubos falcon 

- Pipetas - Hisopos 

- Cajas Petri de vidrio - Mechero 

- Espátulas estériles - Columna Ni – NTA  

 

Equipos 

- Estufa - Micropipetas (2-20 μL, 20-200 μL, 10-

100 μL) 

- Centrífuga - Incubadora 

- Refrigerador - Ultra congelador  

- Cámara de flujo laminar - Autoclave 

- Agitador incubador orbital - FPLC 

- Balanza analítica - Cámara de electroforesis  

- Plancha de agitación  - Plancha de calentamiento 

- pH metro - Vortex 

- Baño termostático con agitación - Nanodrop 

- Biorreactor Winpac  

 

2.2. Métodos  

 

2.2.1. Diseño de un medio de autoinducción para la producción de la enzima PETasa 

N212A/S238Y 

 

2.2.1.1. Formulación de medios 

 

Para el diseño del medio de autoinducción se empleó como referencia el método de Tournier et al. 

(2020). Para ello, el medio YT se modificó con la adición de distintas concentraciones de lactosa (1 y 

2 g/L) y la expresión se evaluó en un volumen de 100 – 500 mL. Según el tratamiento, se obtuvieron 

diferentes niveles de inducción de la expresión de la enzima IsPETasa N212A/S238Y mediante el 

vector pET21b (+) IsPETasa_N212A/S238Y preparado previamente por Gavilanes & García (2023). 

Se estableció un control positivo que consistió en la expresión de la enzima en ausencia de lactosa y 

con la adición de IPTG (0.1 mM) (Gavilanes & García, 2023).  
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 2.2.1.2. Expresión de la proteína IsPETasa 

 

La expresión de la proteína se desarrolló en base a la metodología propuesta por Sevilla & Cerda-

Mejía (2022) con modificaciones. Primero, se incubó la variante mutante N212A/S238Y en E. coli 

Rosetta (DE3) en medio agar LB (Tabla 2) por 24 h a 37 ºC con el fin de obtener colonias aisladas. 

Después, una colonia se transfirió a 10 mL de caldo LB suplementado con antibióticos (cloranfenicol 

(34 μg/mL) y ampicilina (100 μg/mL)) y se incubó por 24 h a 37 ºC con agitación constante de 200 

rpm. Posteriormente, el cultivo se traspasó a un matraz con 50 mL de caldo LB nuevamente 

suplementado con antibióticos y se incubó en idénticas condiciones por 24 h adicionales. Luego, el 

medio de cultivo se trasfirió a 500 mL de medio YT modificado, suplementado con antibióticos, y se 

incubó por 24 h con agitación constante de 200 rpm a temperatura ambiente. Se estableció un control 

positivo que consistió en la expresión de la enzima IsPETasa N212A/S238Y en medio Terrific Broth 

(TB) (Tabla 2) mediante la adición de 0.1 mM IPTG, de acuerdo al protocolo establecido previamente 

(Gavilanes & García, 2023). Pasado el tipo requerido, se centrifugó el cultivo por 10 minutos a 5000 

rpm a 4 ºC para recuperar las células de E. coli. Finalmente, se almacenó la biomasa a -80 ºC.  

 

Tabla 2. Composición de los medios de cultivo Luria Bertani (LB) y Terrific Broth (TB). 

Reactivo LB (g/L) TB (g/L) 

Extracto de levadura 5 24 

Cloruro de sodio (NaCl) 10 - 

Triptona 

Glicerol 

KH2PO4 

10 

- 

- 

12 

5.04 

0.23 

K2HPO4 - 1.26 

Nota: Para preparar medio sólido se agregó 1.5 % de bacto agar. El pH a de los medios LB y TB se ajustó a 7.0 y 

7.2, respectivamente, con NaOH 1M. Los componentes del medio se diluyeron en un volumen total de 1 L de 

agua destilada. Información obtenida de Sigma-Aldrich (2013). 

 

2.2.1.3. Purificación de la enzima PETasa  

 

La purificación de la enzima se realizó mediante el protocolo descrito por Gavilanes & García, (2023). 

Se agregó 6 mL de buffer de lavado (Tampón A) (Tabla 3) por cada gramo de biomasa obtenida y se 

agitó la mezcla hasta conseguir la completa suspensión de las células. Seguido, se agregó 0.3 % de 
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tritón X100 y se realizó la lisis celular por sonicación empleando 10 ciclos de 10 s de sonicación 

constante (frecuencia 40 %) con pausas de 10 s, a 4 ºC. Rápidamente, el extracto celular se centrifugó 

por 10 minutos a 400 rpm y el sobrenadante se clarifico por centrifugación a 21 300 x g por 1 h y a 4 

ºC. 

 

Tabla 3. Buffer de lavado (Tampón A). 

Reactivo Concentración (mM) 

Tris base 25 

NaCl 150 

Imidazol 20 

Nota: El pH de la solución se ajustó a 7.5 ± con ácido clorhídrico (HCl) 1 M. Información obtenida de Sevilla 

& Cerda-Mejía (2022). 

 

Luego, la fracción soluble se cargó a una columna cromatográfica pre-empacada de Ni – NTA (GE, 

HEalth Care), previamente equilibrada con tampón A, mediante un equipo FPLC ÄKTA Start. Después, 

las proteínas no unidas a la columna se removieron con 10 volúmenes de columna de solución tampón 

A. La enzima se liberó de la columna mediante buffer de elución (Tampón B) (Tabla 4). La enzima 

IsPETasa se recolectó en fracciones de 1 mL en tubos eppendorf estériles. Posteriormente, se removió 

el imidazol mediante cromatografía de filtración en gel empleando una columna PD-10 equilibrada con 

tampón de almacenamiento (20 M Tris-HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl). Para analizar la pureza de las 

fracciones que contienen la enzima se realizó por SDS-PAGE (Dermit & Mardakheh, 2021). 

 

Tabla 4. Buffer de elución (Tampón B). 

Reactivo Concentración (mM) 

Tris base 25 

NaCl 150 

Imidazol 500 

Nota: El pH debe permanecer en 7.5 ± 0.2 que puede ser ajustado con ácido clorhídrico (HCl) 1 M. Información 

obtenida de Sevilla & Cerda-Mejía (2022). 
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2.2.1. 4. Cuantificación de proteínas  

 

La cuantificación de proteínas se realizó mediante la prueba de Biuret descrito por Janairo et al. (2011). 

Para el control, se añadió 40 μL de agua tipo II y 160 μL de reactivo Biuret en un posillo de una placa 

de Elisa, seguidamente, en otro posillo se agregó 40 μL de la muestra de proteína a 160 μL de reactivo 

Biuret. Después, se incubaron las soluciones por 10 minutos y se determinó las absorbancias de las 

muestras a 540 nm utilizando un espectrofotómetro UV-Vis. Finalmente, la concentración de proteína 

se determinó por comparación con una curva estándar empleando distintas concentraciones de albúmina 

de suero bovino (BSA) obtenida por el método antes descrito.  

 

2.2.2. Producción de la enzima PETasa N212A/S238Y a escala de biorreactor 

 

La metodología del escalado de la producción y purificación de la enzima PETasa N212A/S238Y es la 

misma que la sección 2.2.1. pero en esta etapa se empleó el medio YT suplementado con la cantidad 

óptima de lactosa para la expresión de la enzima en E. coli Rosetta a un volumen de 5 L empleando un 

vaso de borosilicato acoplado con 3 impulsores Rushton, sensores de oxígeno, pH y temperatura, y 

operado por una unidad de control Winpac, modelo FS-02.  

 

2.2.3. Determinación de la cinética y eficiencia de la degradación de PET comercial a escala de 

biorreactor 

 

2.2.3.1. Evaluación de la actividad enzimática a diferentes temperaturas. 

 

La actividad de IsPETasa N212A/S238Y se determinó a partir de la metodología propuesta por Yoshida 

et al. (2021). Se utilizó paranitrofenil acetato (p(NP)A) como sustrato modelo y buffer KPO4 pH 8. Para 

la preparación del sustrato, de diluyó acetonitrilo (ACN) y p(NP)A hasta alcanzar una concentración de 

100 mM. De igual manera, la enzima se diluyó en buffer KPO4 pH 8 hasta alcanzar una concentración 

de 250 nM. Se ensayó la actividad de la enzima a temperaturas de 25 a 50 ºC, con intervalos de 5 ºC. 

Las reacciones se realizaron en placas de 96 pocillos, que contuvieron 100 mM de buffer KPO4 pH 8, 

250 nM IsPETasa y 100 mM p(NP)A en un volumen reacción de 250 μL. La hidrólisis del sustrato se 

determinó mediante espectrofotometría a 540 nm, durante 5 minutos.  
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2.2.3.2. Ensayo de degradación del PETc  

 

La evaluación de la degradación de PET comercial (PETc) se realizó mediante el método descrito por 

Tournier et al. (2020) con modificaciones. Se combinó 0.67 µmol de proteína purificada preparada en 

200 ml de buffer 100 mM KPO4 pH 8 con 5 g de PETc (pulverizado) en un vaso de borosilicato de 500 

mL acoplado a una unidad de control Winpac, modelo FS-02. La temperatura de reacción se reguló 

mediante un baño termostatizado y una manta de calentamiento. La solución se agitó constantemente a 

250 rpm. El pH de la solución se equilibró a 8.0 mediante la adición de una solución de NaOH 6N 

utilizando el sistema biocontrolador.  

 

2.2.3.3. Cinética de despolimerización 

 

Para seguir la cinética de la despolimerización del PETc se evaluó el cambio de pH con respecto al 

tiempo correlacionándola con la concentración de protones mediante la ecuación 1 (Arnal et al., 2023). 

El rendimiento final de la despolimerización del PETc se determinó mediante el peso del PETc residual. 

Posteriormente, se calculó la velocidad de la despolimerización del PETc a partir de la sección lineal 

del cambio de pH. Seguidamente, se filtró el PETc residual a través de un filtro de 12 µm, y se dejó 

secar a temperatura ambiente. Finalmente, se realizó un análisis de la morfología del PET por 

microscopía electrónica de barrido (SEM) y cristalinidad mediante difracción de rayos X (XRD) 

(Sevilla et al., 2023). El índice de cristalinidad se determinó por el método de Segal et al. (1959), 

mediante la ecuación 2. 

 

[𝐻+] = 1 × 10−𝑝𝐻𝑀                                                                                                                          (1) 

 

𝐼𝐶% =
𝐼002−𝐼𝐴𝑀

𝐼𝐴𝑀
∗ 100                                                                                                                           (2) 

 

Donde:  

IC %= porcentaje del grado de cristalinidad. 

I002 = intensidad máxima (en unidades arbitrarias) de la difracción reticular 002. 

IAM = intensidad de difracción en las mismas unidades a 2θ = 18º. 
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CAPITULO III.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Análisis y discusión de los resultados  

 

3.1.1 Autoinducción mediante lactosa en el operón lac  

 

El promotor lac forma parte de un sistema regulatorio (operón lac) que codifica la maquinaria celular 

para transportar y metabolizar lactosa mediada por el represor lac (LacI). En bacterias como E. coli, el 

operón se expresa en presencia de lactosa y bajos niveles de glucosa (Pinto et al., 2021). Este operón 

posee tres genes estructurales, LacY que importa lactosa a la célula, donde LacZ quien codifica para 

una β-galactosidasa que degrada lactosa en glucosa y galactosa. Finalmente, el gen LacA, que produce 

una tiogalactósido transacetilasa de lactosa que facilita el proceso de degradación de la lactosa para 

utilizarla como fuente de carbono y energía. El mecanismo de regulación del operón lac permite la 

represión o activación de la transcripción mediante la asociación del represor LacI al operador, ubicado 

aguas abajo con respecto al promotor lac, en ausencia o presencia de lactosa o inductores artificiales, 

como el IPTG. La lactosa induce la liberación de LacI del ADN permitiendo la trascripción 

(retroalimentación positiva) (Aggarwal & Narang, 2022; Gatti-Lafranconi et al., 2013; Phillips et 

al., 2019). De esta forma, este mecanismo ofrece un sistema de inducción controlada de la transcripción, 

por lo cual ha sido empleado en la construcción de varios vectores para la expresión de proteínas 

recombinantes. 

 

El IPTG, al ser un análogo de la lactosa, es el inductor artificial más utilizado para la expresión genética 

en huésped microbianos. De acuerdo con diferentes estudios el IPTG es transportado hacía en interior 

de la célula mediante la permeasa de lactosa por difusión pasiva (en pequeñas concentraciones) y 

entrada independiente sin ayuda del transportador de lactosa (a concentraciones altas) (Marbach & 

Bettenbrock, 2012). Se conoce que el IPTG también puede ingresar por la influencia del transportador 

de lactosa (Fernández-Castané et al., 2012), lo que hace que este compuesto sea menos susceptible a 

la exclusión por la glucosa y otros azúcares. Este al poseer en su estructura un átomo de azufre, crea un 

enlace no hidrolizable impidiendo ser metabolizado por la célula lo que asegura que la inducción 

permanezca constante (Donovan et al., 1996). Tras el ingreso al citoplasma, el IPTG se une al dominio 

aloestérico del represor LacI, lo que provoca un cambio conformacional significativo en la estructura 

de LacI. Este cambio reduce la afinidad del represor LacI por el operador, facilitando su disociación y 

permitiendo así que la ARN polimerasa se una al promotor lac iniciando la transcripción de los genes 

lacZ, lacY y lacA. A partir de ello se produce ARNm que codifica para las enzimas β-galactosidasa, 

permeasa de lactosa y transcetilasa, codificadas por los genes lacZ, lacY y lacA, respectivamente, y en 
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caso de establecer un gen de interés clonado bajo el control del operón lac su transcripción también va 

a iniciar (Simas et al., 2023; Wong et al., 1997).  

 

Su aplicación a escala industrial es limitada debido a los altos costos y la alta concentración necesaria 

para la expresión. Además, altas concentraciones de IPTG pueden ser tóxicas para el huésped y generar 

un elevado estrés metabólico, junto a elevadas tasas de traducción que podrían generar agregados 

protéicos de proteína mal plegada. Por otra parte, una concentración baja puede ser insuficiente para 

inducir la liberación de LacI, lo cual se traduce en bajos rendimientos de proteína (Mobayed et al., 

2021; Zhao et al., 2018).  

 

Desde el estudio presentado por Studier (2005), la autoinducción de proteínas en E. coli por lactosa ha 

ofrecido varias ventajas por sobre el IPTG, debido a que este es un método más eficiente y una forma 

menos costosa para expresiones de alto rendimiento debido a las desventajas que presenta el IPTG. A 

diferencia del IPTG la lactosa no puede penetrar en la pared celular por lo que necesita la ayuda de un 

transporte activo codificada por el gen LacY (Khlebnikov & Keasling, 2002). Una vez dentro es 

convertida en alolactosa mediante β-galactosidasa (codificada por el gen lacZ), la cual, como se 

mencionó anteriormente, se une a LacI y activa la transcripción de genes de interés alojados en 

plásmidos de expresión (Laksmi et al., 2023; Wong et al., 1997). La lactosa es un inductor natural, 

por lo que puede ser metabolizado por la célula descomponiéndola en glucosa y galactosa para poder 

ser utilizadas como fuentes de carbono y energía. De esta forma, la expresión de la proteína de interés 

ocurre a una menor velocidad, disminuyendo la posibilidad de causar estrés metabólico y la formación 

de agregados proteicos. 

 

Después de los procesos de pre-inóculos e inóculos en medios YT modificados con lactosa, y utilizando 

la inducción con IPTG como control positivo, se analizó la presencia y concentración de le enzima 

IsPETasa mediante SDS-PAGE al 10 % (Figura 2). La pureza, calidad y concentración de la proteína 

se evaluó mediante la intensidad y presencia de bandas en el gel. Se compararon los precipitados (P) y 

sobrenadantes (S) obtenidos tras la lisis celular, así como las fracciones 4, 5 y 6 resultantes de la 

purificación de la enzima mediante cromatografía de afinidad (IMAC).  
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Figura 2. SDS-PAGE de la enzima PETasa N212A/S238Y inducción con IPTG y lactosa. 

Nota: (A)Inducción con IPTG 0.1 mM. (B) Inducción con lactosa en medio YT. Análisis SDS-PAGE donde MW 

representa el marcador de peso molecular, P el precipitado, S el sobrenadante y Fr 4, 5, y 6 representan las 

facciones recolectadas en la purificación de la enzima. Cada muestra (20 μL) se diluyó en 10 μL de buffer de 

caraga 3X, a excepción del marcador de peso molecular y se cargó directamente en cada pocillo. Seguidamente, 

se visualizó las proteínas tras tinción con azul de Coomassie.  

 

En el precipitado obtenido con IPTG como inductor (Figura 2A), se observó una mayor cantidad y 

diversidad de enzimas en comparación con las obtenidas mediante la inducción con lactosa. Esto se 

atribuye a que los cultivos inducidos con lactosa pueden producir mayor cantidad de proteína soluble, 

la cual se encuentran en el sobrenadante (carril S, Figura 2B). Además, las proteínas observadas en el 

precipitado tras la lisis celular podrían provenir de la membrana celular, componentes intracelulares 

grandes, ribosomas, etc., y la mayoría se encuentran en forma de cuerpos de inclusión y no son activas 

(Cho, 2016). En las fracciones 4 de la inducción con lactosa, se observaron otros tipos de enzimas, pero 

no la PETasa, al igual que la inducción con IPTG, dado que esta debe tener un peso molecular de 31.31 

kDa (Gavilanes & García, 2023). Sin embargo, en los carriles de la elución 5 y 6 se observó la 

presencia de PETasa al comparar la banda de 34 kDa del marcador de peso molecular (carril MW). De 

Souza et al. (2021) investigaron la inducción con lactosa comercial, lactosa suero de leche 
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desproteinizado e IPTG para la expresión de la enzima L-AI recombinante de Enterococcus faecium. 

Sus resultados revelaron que la expresión enzimática fue dos veces mayor cuando se utilizó suero de 

leche y lactosa comercial en comparación con el uso de IPTG. Sin embargo, las células mostraron una 

reacción más lenta a la inducción con lactosa residual de suero de leche. Esto se atribuye a que el suero 

de leche contiene impurezas y otros nutrientes, lo que impide alcanzar una pureza total de lactosa y 

afecta a la eficiencia de la inducción. 

 

El análisis de pureza y calidad de la proteína IsPETasa observada mediante SDS-PAGE con IPTG 

(Figura 2A) indicaron un nivel de pureza más bajo en comparación con el análisis SDS-PAGE con 

lactosa (Figura 2B). Esto se debe a que la inducción natural con lactosa permite controlar mejor la 

expresión de proteínas, a diferencia del IPTG, que, al no ser metabolizable, lleva a una sobreexpresión 

de la proteína. Esta sobreexpresión promueve la formación de cuerpos de inclusión y evita el 

plegamiento adecuado de la enzima IsPETasa, reduciendo así el nivel de pureza (Yuan et al., 2010). 

Se ha documentado que los sustratos derivados de la leche contienen micronutrientes, vitaminas, 

cofactores y osmolitos (betaína y colina) que favorecen la aptitud celular. No obstante, estos osmolitos 

contrarrestan la formación de cuerpos de inclusión durante la producción recombinante de proteínas 

(Zhao et al., 2021). Por lo tanto, el uso de permeado de suero de queso, suero de leche, permeado de 

leche, etc., que contienen altos contenidos de lactosa previene la formación de cuerpo de inclusión, lo 

cual se refleja en la menor cantidad de bandas observadas en el análisis SDS-PAGE.  

 

Los tratamientos de la expresión enzimática a concentraciones distintas de lactosa muestran que con C1 

de lactosa se obtuvo una mayor expresión de la proteína en comparación con C2 de acuerdo con el 

grosor de la banda y al nivel de pureza observados. Esto podría deberse a que a concentraciones mayores 

de lactosa se produjo una muerte celular y, además, muchas células perdieron el plásmido de expresión 

(Studier, 2005). Resultados similares se observaron en el estudio de Mobayed et al. (2021), quienes 

utilizaron permeado de suero de queso y obtuvieron una mayor expresión a concentraciones más bajas 

de sustrato. Ellos sugirieron que una mayor concentración de macrocompuestos de suero de queso, 

como proteínas y lípidos, podría afectar el metabolismo celular, provocando cambios en la producción 

de proteínas recombinantes. 
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3.1.2 Producción de enzimas PETasa N212A/S238Y a escala de biorreactor  

 

La producción de enzimas solubles a escala de biorreactor es un proceso complejo que requiere la 

optimización de varios factores. Uno de estos factores clave es la composición del medio para la 

autoinducción, desarrollada previamente en el inicio de este estudio. Basándose en ensayos de expresión 

realizados en matraces de agitación, se decidió utilizar lactosa a una concentración de C1 para la 

expresión de la proteína, dado el alto rendimiento observado. La inducción del cultivo se llevó a cabo 

tras preparar los preinóculos necesarios para el crecimiento bacteriano. Como resultado, la biomasa 

obtenida en el biorreactor fue diez veces mayor en comparación a la obtenida en los ensayos en matraces 

de agitación.  

 

La enzima PETasa tiene su extremo C-terminal una cola de histidina, lo que confiere afinidad por los 

iones metálicos divalentes. Por esta razón, durante su purificación mediante una columna de Ni-NTA, 

la enzima se une a los iones Ni2+ que se encuentran inmovilizados en la matriz por el ligando quelante 

ácido nitrotriacético (NTA). Este sitio de quelación previene la lixiviación de los iones de níquel, 

proporcionando así una mejor capacidad de unión y rendimiento (IBA Solutions For Life Sciences, 

2021). Es importante destacar que esta fuerte interacción entre la proteína y el ión Ni2+ se debe a que el 

residuo de histidina contiene un anillo de imidazol, el cual actúa como un grupo donante de electrones 

y facilita la formación de enlaces coordinados con los iones de metales de transición. Durante la elución 

de la proteína diana, esta interacción se revierte ajustando la concentración de imidazol en el buffer de 

elución o modificando el pH del mismo (Dutta & Bose, 2022).  

 

En la Figura 3 se muestra el cromatograma y el análisis SDS-PAGE la proteína purificada del cultivo 

de biorreactor, realizado 24 horas después de la inducción. El cromatograma (Figura 4A) presenta un 

pico de elución (fecha roja), cuyo tamaño, altura y área bajo la curva están relacionados con la 

concentración de la proteína presente en la muestra (Roe, 2001). La concentración de la proteína se 

determinó mediante el método de Biuret, obteniéndose concentración de 2.08, 40.86 y 5.70 mg/mL de 

las fracciones 4, 5 y 6 respectivamente, siendo la fracción 5 la que presentó la mayor concentración.  
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Figura 3. Purificación de la enzima PETasa N212A/S238Y por autoinducción producida en 

biorreactor. 

Nota: (A) Cromatograma de purificación de la enzima PETasa N212A/S238Y, en donde el pico de elución de la 

PETasa se encuentra marcado con una flecha roja. (B) Análisis SDS-PAGE de purificación de la enzima PETasa 

producida a escala de biorreactor, donde MW representa el marcador de peso molecular, P el precipitado, S el 

sobrenadante y Fr 4, 5, y 6 representan las facciones recolectadas en la purificación de la enzima. Cada muestra 

(20 μL) se diluyó en 10 μL de buffer de caraga 3X, a excepción del marcador de peso molecular y se cargó en 

cada posillo 15 μL de muestra en el gel 10 % SDS-PAGE. Seguidamente, se visualizó las proteínas tras el 

tratamiento con azul de Coomassie. 

 

Tras el análisis visual SDS-PAGE (Figura 3B) de la purificación de la proteína IsPETasa, se observa 

que existen concentraciones similares de enzimas tanto en el precipitado (P) como en el sobrenadante 

(S). Se obtuvo una menor cantidad de proteínas solubles en comparación con los matraces de agitación, 

a pesar de haber utilizado un medio de inducción con la misma composición en ambos cultivos. Esta 

diferencia de producción podría estar relacionada con los cambios en el grado de aireación, que pueden 

influenciar en la producción de proteínas a escala de biorreactor (Tahara et al., 2021).  

 

Además, de Andrade et al. (2019) señalaron que la temperatura también podría ser un factor 

determinante, ya que a temperaturas inferiores a 37 ºC se puede reducir la absorción de nutrientes y la 

tasa de crecimiento, disminuyendo la formación de subproductos tóxicos y la generación de calor 

metálico. También, Krause et al. (2010) informaron previamente sobre la producción de proteínas 

solubles utilizando un sistema de cultivo en lotes alimentados, logrando una producción de 6,7 mg de 

proteína pura por litro. En su estudio, la temperatura fue un factor crítico: aunque obtuvieron proteínas 

de alto rendimiento a 37 ºC, optaron por una temperatura de 30 ºC para mejorar la solubilidad de oxígeno 

y reducir la evaporización.  
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A pesar de estos factores, se obtuvo una alta concentración de proteína soluble en las fracciones 

recolectadas, posiblemente debido al prolongado período de síntesis de proteínas (24 h) en condiciones 

favorables.  

 

3.1.3 Análisis de la degradación del PETc a escala de biorreator 

 

3.1.3.1 Ensayos de la actividad enzimática a diferentes temperaturas 

 

La PETasa es una enzima con la capacidad de catalizar la hidrólisis de enlaces éster, similar a las 

esterasas y lipasas. Debido a esto, es posible utilizar la hidrólisis de diferentes compuestos ésteres para 

llevar a cabo un cribado de alto rendimiento de la variante de la enzima (Wang et al., 2024). En este 

estudio, se empleó un ensayo colorimétrico con éster p(NP)A para evaluar a la temperatura óptima de 

actividad de la PETasa. Al utilizar p(NP)A, se evita la lenta descomposición del PETc, logrando así 

resultados rápidos y eficaces para el cribado y la caracterización de la variante de la enzima a las 

diferentes temperaturas evaluadas.  

 

Como se puede observar en el histograma (Figura 4), la PETasa mostró una actividad óptima a 30 ºC, 

con una absorbancia máxima de 0.4. Esta absorbancia se correlaciona con la cantidad de p-NP liberado, 

reflejando una alta actividad hidrolítica de la enzima. Al evaluar la activad a temperaturas más altas 

(35, 40, 45 y 50 ºC), se observó un rápido descenso en la actividad enzimática, lo que puede indicar una 

posible inactivación térmica (desnaturalización) de la IsPETasa, o que al aumentar la temperatura se 

aceleró la tasa catalítica reduciendo su rendimiento (Meng et al., 2021). Además, es importante 

considerar que a temperaturas cercanas a la Tg del PET (>70 ºC) puede ocurrir una rápida 

recristalización del PET, lo cual es perjudicial (Tournier et al., 2020).  
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Figura 4: Actividad de la enzima PETasa N212A/S338Y utilizando p(NP)A como sustrato. 

Nota. Histograma del efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima PETasa. La actividad enzimática 

se representa en relación con el valor máximo de absorbancia. 

 

Sin embargo, en estudios como el de Wang et al. (2024) reportan una alta actividad a 50 ºC con la 

enzima mutante IsPETasa, denominada HotPETasa (HP). Esta diferencia se debe principalmente a los 

sitios de mutaciones en su cadena de aminoácidos. No obstante, también podría ser que, a temperaturas 

cercanas a la Tg del PET en solución acuosa, la enzima puede acceder a la fracción amorfa móvil del 

polímero PET. Esta acción convierte el PET en productos solubles, lo que resulta en un aumento de la 

actividad enzimática (Pirillo et al., 2023).  

 

3.1.3.2 Ensayo de despolimerización del PETc en biorreactor Winpac 

 

La PETasa se caracteriza por tener una hendidura poco profunda y larga en forma de L con una 

superficie hidrofóbica en su estructura. Este sitio activo ese más amplio en comparación a otras cutinas, 

lo que facilita una mejor interacción del sustrato (PETc) con la enzima, otorgándole una excelente 

capacidad para hidrolizarlo. Además, presenta una mayor flexibilidad controlada por el enlace disulfuro 

2, lo que mejora la interacción enzima-sustrato (Han et al., 2017).  

 

Para el proceso de degradación del PETc a escala de biorreactor, se combinó 0.69 μmol de enzima 

IsPETasa N212A/S238Y purificada con 230 mL de buffer 100 mM KPO4 pH 8 y 20 g de PET 

micronizado en un vaso de borosilicato de 500 mL, operado por el sistema de control Winpac. Durante 
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el proceso de degradación, la enzima sufrió de precipitación, impidiendo alcanzar resultados favorables. 

Aun así, se recolecto el PET al finalizar el proceso y se midió el rendimiento mediante peso seco; sin 

embargo, se obtuvo un peso de 20.68 g. Este resultado confirmó que no existió actividad de la enzima 

y que lo recolectado, además del PET, fue el precipitado de la enzima, incrementando el peso.  

 

Para evitar problemas de precipitación, se decidió realizar la despolimerización del PETc utilizando la 

enzima no purificada. Tras su expresión, se llevó a cabo una lisis celular para romper las membranas 

celulares de E. coli. Luego, mediante centrifugación se logró separar el precipitando del sobrenadante, 

utilizándose este último en los ensayos, ya que este contenía la mayor cantidad de proteínas solubles 

(PETasa). Mediante el análisis SDS-PAGE (Figura 6), se pudo comprobar la presencia de IsPETasa 

(cuadro rojo), la cual se encontraba en concentración de 0.67 μmol, determinada a través de la prueba 

de Biuret y el software ImageJ.  

 

 

Figura 5. SDS-PAGE del extracto celular E. coli. 

Nota: Análisis SDS-PAGE donde MW representa el marcador de peso molecular, P el precipitado, S el 

sobrenadante y 1:40, 1:30, 1:20, 1:10 y 1:5 representan las diferentes diluciones realizadas para encontrar la 

enzima. Cada muestra (20 μL) se diluyó en 10 μL de buffer de caraga 3X, a excepción del marcador de peso 

molecular y se cargó en cada posillo 15 μL de muestra en el gel 10 % SDS-PAGE. Seguidamente, se visualizó las 

proteínas tras el tratamiento con azul de Coomassie.  

 

Al igual que el primer ensayo de degradación, se mezcló 200 ml de buffer 100 mM KPO4 pH 8, 0.67 

μmol de PETasa y 5 g de PETc micronizado en un vaso de borosilicato de 500 ml, manteniendo una 
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agitación constante de 200 rpm. De acuerdo con los ensayos de temperatura, la enzima alcanza una 

actividad específica a 30 ºC, sin embargo, para no tener problemas de degradación dentro del 

biorreactor, la temperatura se mantuvo a 25 ºC aproximadamente. Después de 48 horas, la enzima al 

alcanzar su rendimiento final y al no existir cambio en el pH (estabilización), el proceso se detuvo. Para 

comprobar si la degradación de PET tuvo éxito, se midió el rendimiento de despolimerización a través 

de la cinética de despolimerización por la disminución del pH, variación de peso seco y análisis de SEM 

y XRD. 

 

3.1.3.3 Cinética de despolimerización del PET 

 

El curso temporal de la degradación enzimática fue de 48 h, y se muestra en la Figura 6, basado en la 

evolución de la concentración de protones (H+). En esta progresión se identifican dos fases distintas. En 

la primera fase (0-16 horas) (Figura 6B) se observa una reacción lenta, con velocidad inicial (Vo) de 

0.018 nM [H]/min y una actividad específica (SA) de 1.709x10-7 μmol [H]/min (Tabla 5). Esto sugiere 

que la enzima empezó a interactuar con el PET y permaneció en un proceso de estabilización y 

activación con el buffer. Según Pfaff et al. (2022) en la etapa inicial, la enzima busca mantener una 

correlación positiva con el buffer. En la segunda fase (23-26 horas) (Figura 6C), se observa un aumento 

mucho más pronunciado en la concentración de H+, con una velocidad de despolimerización que 

aumenta considerablemente hasta 0.217 nM [H]/min y una actividad específica de 2.06345x10-6 μmol 

[H]/min. Este incremento puede estar asociado a que los productos intermedios catalíticos actúan como 

catalizadores (Schubert et al., 2024) o la enzima encontró una superficie disponible más grande para 

actuar (Ronkvist et al., 2009).  

 

Estas dos fases conformaron una cinética de despolimerización bifásica. La posible causa de esta 

bifasicidad puede deberse, a la falta de purificación de la enzima, ya que solo se rompió la membrana 

celular de E. coli. Esto pudo haber provocado que la enzima no se plegue completamente o se precipite 

dentro de la célula, resultando una despolimerización lenta. Probablemente, después de un cierto tiempo 

de incubación y agitación, la enzima adoptó una forma activa funcional, continuando la 

despolimerización en lo que se considera una segunda fase.  
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Figura 6. Despolimerización del PETc en relación con el cambio del pH (consumo de protones). 

Nota: (A) Cinética de despolimerización general en relación con el cambio en (H+) a lo largo del tiempo. (B) 

Primera fase de degradación del PET en relación con el cambio de (H+). (C) Segunda fase de degradación del PET 

en relación en relación con el cambio de (H+).  

 

Se encontró un cambio sustancial en el peso del PET tratado al finalizar el proceso de 

despolimerización, ya que de un peso inicial de 5 g de PET se obtuvo un peso final de 4.86 g. Este 

proceso de hidrólisis del PET es considerado endotipo (Eberl et al., 2009) debido a que se espera la 

disminución de peso. Kawai et al. (2022) en su estudio sugiere que la hidrólisis del PET ocurre en 

capas y que al aumentar el área superficial se promueve aún más la degradación enzimática. Una de las 

formas de aumentar el área superficial fue micronizar el polímero, esto causa un desordenen local de 

las cadenas poliméricas. Con este proceso, se consiguió un 2.8 % de degradación (Tabla 5), esto sugiere 

que el calor de fricción generado durante el proceso de micronizado del PET debe haber causado un 

envejecimiento físico en la superficie (Wei et al., 2019). Para evitar este problema, Kawai et al., (2022) 

sugiere realizar una precongelación.  

 

Tabla 5. Parámetros medidos en la degradación del PETc. 

Parámetros Cantidad 

[E] (g/L) 0.383 

V enzima (L) 0.055 
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Parámetros Cantidad 

V reactor (L) 0.2 

[E] reactor (μM) 3.364 

[E] reactor (μmol) 0.673 

PET inicial (g) 5 

PET final (g) 4.86 

mg E/g PET (g) 4.213  

% degradación 2.8 

Vo fase 1 (nM [H]/min) 0.018 

Vo fase 2 (nM [H]/min) 0.217 

SA fase 1 (μM [H]/min) 1.709E-07 

SA fase 2 (μM [H]/min) 2.06345E-06 

Temp. promedio (ºC) 23.8 

Nota: Donde [E] representa la concentración de la enzima, (V) el volumen de la enzima y el volumen del reactor, 

mg E/g PET la actividad enzimática, Vo las velocidades iniciales en las distintas fases de reacción, SA la actividad 

específica en cada fase y finalmente Temp. promedio indica la temperatura en la que actuó la enzima.  

 

3.1.3.4 Cambios de la microestructura de las muestras de PET durante la degradación enzimática 

 

3.1.3.4.1 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

Para comprobar el resultado de la degradación del PET a nivel cualitativo, se realizaron micrografías 

de microscopía electrónica de barrido (SEM) de las muestras de PET tratado y PET no tratado tras el 

proceso de despolimerización con la mutación IsPETasa N212A/S238Y. Este análisis permite observar 

a una escala nanométrica el tamaño y forma de partícula, la mecánica de fracturas y dispersión de la 

matriz polimérica (Guise et al., 2011). 

 

En la micrografía del PET no tratado (Figura 7A), se observa un polímero bastante uniforme con bordes 

lisos. Sin embargo, la muestra sometida a la enzima PETasa (Figura 7B) presenta daños significativos 

en la superficie. Esta micrografía muestra numerosas hendiduras con bordes agrietados, lo que sugiere 

que la enzima actúa principalmente en las áreas más expuestas. Las micrografías también revelan la 

heterogeneidad espacial del tratamiento enzimático, evidenciada por la presencia de áreas no afectadas 

como degradadas después de 48 horas de tratamiento. El tiempo de exposición al tratamiento enzimático 

es un factor crucial, ya que estudios previos, como en el estudio de Kim et al. (2020) han demostrado 
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que el tratamiento del PET suele requerir varios días de incubación. En dicho estudio, las películas de 

PET fueron incubadas durante 4 semanas, mostrando solo cambios ligeros. Las micrografías obtenidas 

por estos autores indican la ausencia de grietas visibles, aunque aún se pueden observar numerosas 

depresiones y cavidades muy pequeñas a un aumento de 2 μm. 

 

 

Figura 7: Microscopía electrónica de barrido (SEM) del PET. 

Nota. Análisis de la despolimerización del PET en biorreactor mediante SEM. (A) PET tratado. (B) PET no 

tratado. Visión general con un aumento de 2 μm. 

 

3.1.3.4.2 Difracción de rayos X (XRD) 

 

A pesar de que el aumento de la superficie es crucial para mejorar la degradación del polímero, su efecto 

en la hidrólisis es menor en comparación con la cristalinidad. Esto se debe a que a una menor 

cristalinidad incrementa el movimiento de las cadenas poliméricas y la accesibilidad de la enzima al 

sustrato (Puspitasari et al., 2021). Además, la cristalinidad está estrechamente relacionada con la 

hidrólisis enzimática (Bai et al., 2018). Los patrones XRD (Figura 8) muestran una disminución de la 

cristalinidad (aprox. 8 %) después de la degradación enzimática, la cual fue de 50 % para el PET no 

tratado y 42 % para el PET tratado. Al comparar la intensidad de la difracción de ambas muestras se 

puede observar que el PET no tratado muestra una marcada reducción en el rango de los 17 a 22 en 2 

 (flechas azules en la Figura 8). La diferencia en el área es muy pequeña; esto puede deberse a que la 

cristalinidad del PETc fue alta, lo que resultó en una degradación lenta con la enzima IsPETasa 

N212A/S238Y. Sin embargo, la fracción cristalina del PET fue susceptible a los ataques enzimáticos.  



 

30 

 

 

 

Figura 8: Difracción de rayos X (XRD) del PET. 

Nota. Superposiciones de gráficas del análisis del grado de cristalinidad del PET. Donde, la gráfica de color negro 

indica la cristalinidad del PET no tratado y la gráfica de color rojo evidencia la cristalinidad del PET tratado.  
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CAPITULO IV.- CONLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

4.1 Conclusiones 

 

• Se diseño un medio de autoinducción para la expresión de la enzima IsPETasa N212A/S238Y 

utilizando una combinación de medio YT y lactosa. Este método mostró una mayor eficiencia 

de expresión y pureza en comparación con el uso de IPTG. Sin embargo, se observó que a 

mayor concentración de lactosa afectada negativamente la expresión de la enzima.  

 

• Se logró producir altos rendimiento de la enzima IsPETasa N212A/S238Y a escala de 

biorreactor utilizando E. coli como organismos huésped. Tras el proceso de purificación, se 

obtuvieron concentraciones de 2.08, 40.86 y 5.70 mg/mL en las fracciones 4, 5 y 6 

respectivamente. 

 

• Se identificó una cinética bifásica en la despolimerización del PET utilizando la enzima 

IsPETasa mutante N212A/S238Y, debido a que se evidenció dos fases distintas de 

despolimerización. Durante la primera fase, la despolimerización alcanzó una velocidad inicial 

de 0.018 U /mgenzima y una actividad específica de 1.709x10-7 μmol [H]/min. Sin embargo, en 

la segunda fase, la despolimerización aumentó considerablemente alcanzando una velocidad de 

0.217 U/mgenzima con una actividad específica de 2.06345x10-6 μmol [H]/min.  

 

• La consiguió una degradación del 2.8 % del PET a escala de biorreactor. Considerando que la 

enzima no fue purificada, la cinética de despolimerización mostró un rendimiento 

significativamente alto. Además, las micrografías revelan hendiduras en la superficie y bordes 

agrietados. Las gráficas del análisis XRD evidencian la degradación del PET, ya que muestran 

una disminución de intensidad del pico de difracción. 
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4.2 Recomendaciones  

 

• Se recomienda precongelar el polímero previo al proceso de micronizado, con el fin de no 

provocar un envegecimiento físico en la superficie debido al calor de fricción generado.  

 

• Utilizar una menor cantidad de PET y una mayor concentración de la enzima PETasa para los 

ensayos de degradación con el fin evitar precipitaciones de la enzima y aumentar la eficiencia 

de la misma.  
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