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RESUMEN EJECUTIVO

La produccion de plastico en el 2022 alcanz6 los 400.3 toneladas métricas, de los cuales solo el 8.9 por
ciento fue reciclado, mientras que el restante termind en el medio ambiente. El 6.2 por ciento de la
produccidn total del pléstico le pertenece al PET, el cual representa una fuente de contaminacion
preocupante debido al bajo nivel de degradacion y una vida media superior a 2500 afios. Los métodos
de reciclajes convencionales (fisicos y quimicos) provocan una contaminacién secundaria, por lo que
se ha optado por el reciclaje bioldgico (biodegradacién) a través de enzimas. En este estudio, se evalu6
la degradacion del polietileno tereftalato (PET) mediante el uso de la enzima IsPETasa N212A S238Y
a escala de biorreactor. Tras la produccion de la enzima PETasa a escala de biorreactor utilizando suero
de leche como medio de autoinduccion, se combiné 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 degradacion. Después de 48 horas, se observo una cinética de degradacion bifésica. Ademas,
los anélisis de microscopia electrdonica de barrido (SEM) revelaron hendiduras y bordes agrietados en
el polimero. La enzima PETasa N212A S238Y mostro un rendimiento del 2.8 por ciento en la
degradacion de PET comercial (PETc) a escala de biorreactor. Este estudio sugiere una nueva tecnologia

para el reciclaje del PET de forma sustentable.

Palabras clave: Biodegradacion, enzima PETasa, Ideonella sakaiensis, PETc, SEM, autoinduccion,
degradacion bifésica
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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 TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

Los polimeros sintéticos, conocidos comunmente como plasticos, son materiales ampliamente
utilizados por la sociedad moderna, debido a su elevada durabilidad, maleabilidad e impermeabilidad a
liquidos y gases (UN Environment Programme [UNEP], 2023). En 2022, la produccién mundial de
plastico alcanz6 los 400.3 Mt, de las cuales se recicl6 tan solo el 8.9 % (PlasticsEurope, 2023). Las
proyecciones indican que la fabricacion de plésticos podria alcanzar las 30 000 Mt para fines del 2050
(Aer et al., 2022; Li et al., 2022), lo que plantea desafios importantes con miras a reducir su
acumulacion en el ambiente mediante un reciclaje eficiente. Con el 6.2 % de la produccién mundial de
plastico, el polietileno tereftalato (PET) es uno de los plasticos mas importantes en la industria
alimentaria (PlasticsEurope, 2023) y uno de los principales contaminantes ambientales debido a su
elevada resistencia a la biodegradacion (Kushwaha et al., 2023). Se estima que aproximadamente
100 000 animales marinos mueren anualmente por ingestion o estrangulamiento causados por residuos
del PET (Greenpeace Internacional, 2020), y que, incluso, estos residuos podrian afectar a la salud de
los seres humanos tras la ingestion de microplasticos impregnados en diferentes productos alimenticios
(UNEP, 2021).

Actualmente, el PET se recicla principalmente por métodos fisicos y quimicos; sin embargo, hoy se
conoce que los productos de degradacion obtenidos mediante estos métodos son contaminantes
secundarios (Kushwaha et al., 2023). Como resultado, varios estudios sugieren que la degradacion
bioldgica, mediada por microorganismos o sus enzimas, es la estrategia mas apropiada para reciclar el
PET. Recientemente, se identifico 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
introduccion de mutaciones dirigidas a lo largo de su secuencia de aminoacidos, 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 comparacion con la enzima silvestre, incluso a
una temperatura de 45 °C (Gavilanes & Garcia, 2023). Por lo tanto, esta variante mutante es una
excelente candidata para desarrollar estudios de degradacion a mayor escala, con miras a predecir su

desempefio en sistemas industriales de reciclaje del PET.



Considerando los antecedentes expuestos, en el presente proyecto de investigacion se pretende evaluar
la eficiencia de la enzima IsPETasa N212A/S238Y en la degradacion de PET altamente cristalino en
un sistema de biorreaccion de 500 mL. De esta manera, se intenta contribuir al desarrollo de nuevas

tecnologias para el reciclaje del PET de forma sustentable.

1.1.1. Produccion mundial del plastico

En 1907, se marca el inicio de la era de los plasticos con la sintesis del primer del polimero sintético.
Sin embargo, no fue hasta después de la Segunda Guerra Mundial, en 1950, que se observo un rapido
crecimiento de la produccién del plastico producto de su industrializacion, y desde ese momento, cada
afio ha aumentado radicalmente su produccion (Yang et al., 2023). De 1950 al 2022 la produccién
aumentd de 2 a 400.3 Mt de plastico (PlasticsEurope, 2023), y se estima que para el afio 2050 la
fabricacion del plastico alcanzaria los 30 000 Mt. Del total de la produccion del plastico el 6.2 %
pertenece al polietileno tereftalato (PET) (PlasticsEurope, 2022, 2023), un poliéster fabricado por

primera vez en 1941.

1.1.2. Contaminacion por el plastico

Gran parte de los plasticos estan disefiados para un solo uso y una reciclabilidad limitada, lo que ha
aumentado la produccidn y el consumo global, llevando a la generacion de plasticos descontrolada y
una contaminacion plastica invasiva (Walker & Fequet, 2023). La mala gestion del plastico 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 plasticos terminan en vertederos o en el medio ambiente, el
12 % se incinera y tan solo el 9 % del total de plastico producido y consumido se recicla (Greenpeace

Internacional, 2020).

La acumulacion del plastico 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 plastico fueron
depositados en sistemas acuaticos a nivel global, y se proyecta que esta cifra aumente hasta 53 Mt
anuales para el 2030 (Walker & Fequet, 2023). Esta acumulacion ha ocasionado la creacion de islas
flotantes de plésticos debido a la accidn sinérgica de la contaminacion antropogénica, las corrientes

marinas y los fragmentos o desechos plasticos (Nistico, 2020). Al fraccionarse, del plastico se forman



particulas de microplasticos (<5 mm) y macroplasticos (>5 mm), los cuales representan riesgos
potenciales debido a que pueden acumularse en animales marinos, seres humanos y plantas, afectando

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

1.1.3. Polietileno Tereftalato (PET)

El polietileno tereftalato (PET), es un poliéster a base de petréleo producido a partir de la esterificacion
y policondensacion de etilenglicol (EG), acido tereftalico (TPA), con formula quimica C1oHgO4 (Kim
et al., 2022). Segun el grado de cristalinidad, el PET puede ser amorfo (transparente) o semicristalino
(opaco). En su estructura presenta un anillo aromatico y moléculas alifaticas cortas que lo convierte en
una molécula rigida y con gran estabilidad. EI PET cristalino presenta un punto de fusion (Tm) de 255
a 265 °C y una temperatura transicion vitria (Tg) de 67 °C. Por otra parte, la Tg del PET amorfo es
ligeramente superior a la del PET cristalino, con un valor de 80 °C. Por lo tanto, la Tg del PET es muy
importante para comprender el envejecimiento y la degradacion del PET (Dhaka et al., 2022), procesos

en los que puede ocurrir un incremento en la rigidez y fragmentacion en microplasticos y nanoplasticos.

Las excelentes propiedades fisicas y mecanicas del PET, como su flexibilidad durante el procesamiento,
durabilidad, ligereza, impermeabilidad a liquidos y gases y termoestabilidad lo han posicionado como
el cuarto polimero méas 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
fabricacion del 47 % de las botellas plasticas, 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 plasticas, 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 mayoria de sus aplicaciones como material de empaque de
alimentos y bebidas hacen que sea un polimero de un solo uso, lo cual aumenta su volumen produccién
y contribuye a la contaminacion ambiental. Se conoce que el PET puede llegar alcanzar una vida media
de mas de 500 afios en el medio ambiente debido a su elevada resistencia al efecto de agentes biéticos
y abidticos (Kushwaha et al., 2023). Esto plantea un reto importante que demanda acciones urgentes

para encontrar soluciones a la contaminacion pléastica.



1.1.4. Degradacion del PET

1.1.4.1. Degradacion convencional del PET

Existen diversos métodos para la despolimerizacion del PET con el fin de reducir gradualmente su
impacto en el medio ambiente. Los enfoques tradicionales o convencionales se basan en el reciclaje
mecanico, quimico y de recuperacion de energia (Chan & Zinchenko, 2023), los cuales presentan
ciertas limitaciones, como altos costos de procesamiento y contaminacién secundaria del suelo y aire
(Aer et al., 2022).

El reciclaje mecanico involucra el reciclaje primario y secundario, segin el tipo de material tratado
(Bhanderi et al., 2023). El reciclaje primario es un método de reextrusion o reciclaje de circuito
cerrado, que utiliza el polimero no contaminado para su reintroduccion en productos de similar
composicion (Cao et al., 2022). Por otro lado, el reciclaje secundario tiene como fin recuperar desechos
no modificados para la fabricacion de nuevos materiales a través de procesos de clasificacion,
trituracion y fusion. Sin embargo, las caracteristicas fisicas y mecénicas del PET se deterioran después
de su uso, afectando su calidad (Chan & Zinchenko, 2023; Cusano et al., 2023). El reciclado quimico
o terciario, se basa en la despolimeracion o trasformacion del PET mediante hidrolisis, lo cual produce
resinas que sirven como materia prima para sintetizar nuevamente el polimero, logrando alcanzar la
calidad del PET virgen (Bhanderi et al., 2023). EL reciclaje cuaternario corresponde a la recuperacién
de energia por combustion de los productos de degradacion del PET obtenidos mediante pir6lisis o
gasificacion, debido a que el PET proviene de materias primas derivadas del petréleo (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. Biodegradacion del PET

En vista de que los métodos de reciclaje convencionales (mecéanicos y quimicos) 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 mas importantes involucra la utilizacion de
arqueas, bacterias, algas y hongos capaces de producir enzimas que degraden el PET, debido a su
eficiencia, bajo consumo de energia, cero emisiones y formacion de subproductos no téxicos
(Kushwaha et al., 2023). Hasta la fecha existen mas de 50 microorganismos plastivoros que han

desarrollado enzimas dentro de su estructura para digerir plasticos y utilizarlos como fuente principal
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de carbono para su supervivencia. Sin embargo, la biodegradacién en un procedimiento multifacético
gue depende tanto de los factores bidticos (microorganismos) y abioticos (temperatura, pH, nutrientes,
etc.), por lo que solo algunas especies han logrado una degradacién in situ, mientras que otras solo

tienen capacidad de degradacion 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 méas
destacadas estan 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: ayudaran a la hidrdlisis 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 plastico en Japon, la cual fue taxondmicamente clasificada como Ideonella sakaiensis.
Tras su caracterizacion, se concluy6 que el microorganismo es capaz de utilizar el PET como fuente de
carbono principal para su supervivencia. El anélisis de su genoma revelé que dos enzimas, PETasa y
MEHTasa, son esenciales para la degradacién y metabolismo del PET. La PETasa de Ideonella
sakaiensis (IsPETasa) es una enzima con actividad hidrolitica, con una estructura tridimensional similar
a aquella de las cutinasas. ISPETasa muestra una actividad enzimatica sobre el PET que es hasta 120
veces mayor en comparacion a otras enzimas reportadas, y que opera a temperaturas de entre 30 y
40 °C (Koshti et al., 2018; Shi et al., 2021).

Estudios estructurales han demostrado que ISPETasa posee un pliegue o/p hidrolasa (una lamina f3
retorcida rodeada por seis a — hélices y nueve cadenas 3), con aminoacidos en posiciones estratégicas,
como el W156, que se encuentra encima del dominio de unién al sustrato, lo que proporciona
flexibilidad y aumenta la eficiencia catalitica 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 tardia
catalitico nucleofilo—His—-éacida (Carr et al., 2020). Ademas, se ha comprobado la presencia de una
“caja de lipasa” G-X1-S-X2-G dentro de su dominio catalitico. Este domino catalitico es visto como un
surco largo en forma de L, con aminoacidos que crean un ambiente hidrofébico, lo que ayuda a

estabilizar la interaccion enzima — sustrato. ISPETasa tiene un enlace disulfuro adicional, en
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comparacion a otras cutinasas, que conecta el extremo C-terminal manteniendo unidos ha aminoéacidos
cataliticos (Ejm. N177 e H242) para estabilizarla. Se cree que este puente de disulfuro es la raz6n 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 degradacién del PET

El mecanismo de degradacion de PET mediado por ISPETasa empieza con la union de la superficie del
PET en el surco ancho y poco profundo de la enzima que consta de dos subsitios (1 y I1). Cuatro restos
de tereftalato de monohidroxietilo (MHET) se unen a los subsitios (1 anillo de tereftalato al subsitio |
y 3al subsitio Il) (Figura 1a). Esta union esta mediada y estabilizada por las interacciones hidrofébicas,
aunque ciertos residuos producen interacciones polares = — = (Carr et al., 2020). Tras la unién, el
residuo S160 provoca una incision en el enlace éster formando una mella en el PET, liberando asi dos
cadenas con distintos terminales (TPA e hidroxietilo (HE)) (Figura 1a). Los productos resultantes se
digieren en mondémeros MHET dependiendo de los terminales de cada molécula. La molécula con
terminal TPA, da la formacion TPA 'y "PET, tras la unidn 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 "PET 4
(Figura 1b). Las posteriores reacciones se dan de manera similar a los procesos anteriormente descritos,
generando una acumulaciéon de mondmeros y dimeros del PET, obteniéndose eventualmente MHET,
TPA, EG y &cido bis (2-hidroxietil) tereftalico (BHET), este Gltimo pudiendo degradarse en MHET y
EG (Joo et al., 2018; Magalh&es et al., 2021).

8  per " il L 7
o —‘ — — _‘ et i )= 5—3—4_5_6_\7_B>..
PET,, with TPA}-rermnall l PET,_ with HE-terminal

O e e\ e e T

e e 2 e 3 e 8 e B3 4 4

2-HE(MHET), = e Z e F e & e B 04

- ! :—VV’_ -
(MHET), /
b = =D D=4 e BB+«
MHET . w
se w0
BHET

‘ —:fi"z‘i's—"a'—sx--
TPA

Figura 1. Proceso de degradacién del PET por IsPETasa.

Nota: a. Formacién de mella. La representacion de TPA y EG del polimero se encuentra mediante poligonos de
color naranjay lineas purpuras, respectivamente. La enzima PETasa se visualiza a través del diagrama gris oscuro.
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Los subsitios 1 y 1l de IsPETasa se encuentran correctamente etiquetados color naranja y verde,
proporcionalmente. El residuo catalitico S160 se muestra mediante un rectangulo rojo. b. Digestion terminal. Cada
paso se visualiza como un diagrama. Los productos escindidos de las reacciones enzimaticas se indican con flechas
negras. Las lineas de puntos de color verde claro indican el camino que siguen los polimeros del PET para
posteriores reacciones. Los productos finales de la degradacion 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 transicion vitria (Tg) del PET comercial (PETc) se ubica alrededor de los 60 a 65 °C,
temperatura a la que las cadenas del polimero son mas flexibles, lo que facilita la interaccion enzima-
sustrato. Sin embargo, la forma silvestre de la enzima PETasa de |. sakaiensis (IsPETasa"’") es
termolabil y sufre un decremento en su actividad a temperaturas superiores a los 37 °C (Alvina et al.,
2022). Por ello, se han introducido multiples mutaciones dentro de su cadena de aminodacidos con el fin
de mejorar su termoestabilidad. Por ejemplo, con la mutaciéon S238F/W159H se consiguid un aumento
en su actividad de 4.13 % en comparacion con la variante silvestre (Austin et al., 2018), otras
mutaciones dirigidas como W159A, W159H, S214H, R61A, L88F, 1158F, Y87A, M161A, W185A,
1208A, W159A, N241AR280A y W159H también presentaron resultados similares, aumentando su
actividad enzimética (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, disefiada y construida por
(Gavilanes & Garcia, 2023), mostro una mayor degradacion del PET altamente cristalino a
temperaturas de hasta 45 °C, por lo que es un excelente candidato para el desarrollo de nuevos métodos

de degradacion del PET a escala piloto.

1.1.6. Degradacion de PET comercial a escala de biorreactor

1.1.6.1. Procesos de escalado

Un proceso biotecnoldgico toma forma dentro de un laboratorio, en donde se pueden producir pequefias
cantidades de un producto, gracias a que en este entorno es factible realizar ensayos miniaturizados de
caracterizacion estructural y funcional. Sin embargo, a esta escala no es posible satisfacer las
necesidades locales o globales de la poblacion. Por lo tanto, es necesario evaluar el proceso en sistemas
de biorreaccion de mayor capacidad. Por ejemplo, a escala de biorreactor, el cual permite determinar
las condiciones iniciales de operacion y rendimiento que podrian extrapolarse a aplicaciones
industriales (Panda, 2011). Dentro de las condiciones iniciales de operacion del bioproceso a escala de

biorreactor, es necesario determinar la velocidad de mezcla, pH del medio, temperatura del reactor, los



cambios en la reologia del fluido, entre otros factores. Los cuales permitiran optimizar los costos y el
rendimiento de obtencién del producto deseado (Ponnusami & Singh, 2022; Scott & Gazaille, 2019).
Los resultados obtenidos a escala de laboratorio y planta piloto ayudan el escalado de la produccion 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 degradacion del PET en su espacio
extracelular, debido a que el PET no puede cruzar la bicapa lipidica de los microorganismos
gramnegativos. Para la expresion de esta enzima, se han utilizado sistemas recombinantes. Sin embargo,
el alto costo de purificacidn, 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 sefial
N-terminal se han planteado varios enfoques prometedores para llevar la produccién 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 expresion y presentacion de las enzimas PETasa al sustrato,
mediante sistemas de secrecion enzimatica al ambiente extracelular (Chen et al., 2022; Seo et al., 2019;
Wei & Weber, 2022). Por ejemplo, la expresion extracelular de la enzima IsPETasa en E. coli ha
permitido la secrecion constitutiva de la enzima y la continua degradacion de PET. Al acoplar este
sistema con coexpresion de chaperonas y de fusion de etiquetas N-terminales se ha conseguido
aumentar la sobreexpresién de la enzima hasta en 12,5y 4,6 veces (Aer et al., 2022). Por otra parte, la
fijacion de la enzima IsPETasa en la membrana celular de P. pastoris ha permitido incrementar la
eficiencia de biodegradacion 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. Degradacion del PET a escala de biorreactor por PET hidrolasa/depolimerasas

Se pueden diferenciar 3 fases importantes en el escalado del proceso de degradacion del PET mediante
enzimas a escala de biorreactor: pretratamiento de materia prima, despolimerizacion del PET mediada
por enzimas y recuperacion 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

actuan de manera eficiente en PET altamente cristalino, que habitualmente es empleado en el material



de empaque. Por lo que es necesario realizar un pretratamiento que cambie la macroestructura del PET
y lo lleve a su estado amorfo. Otros parametros, como la superficie de intercambio (entre menos
didmetro tengan las particulas del PET mas rapida sera la despolimerizacién), temperatura de
despolimerizacion del PET, temperatura de transicion vitrea, de cristalizacion inducida,
termoestabilidad (entre més cerca este de la Tg aumenta la movilidad de las cadenas poliméricas), ley
de Arrhenius, eficiencia catalitica enzimética (para competir con la cinética de cristalizacion del PET),
concentracion de sustrato, rendimiento de la despolimerizacion del PET basado en enzimas,
composicion de productos finales y expresabilidad enzimatica, son factores importantes con el fin de
tener un alto rendimiento enzimaética y despolimerizacion 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. Ademas, otro estudio muestra una conversion del 98 %
del PET después de 24 horas aplicando 1 Mgenzima grer — utilizando la mutacién LCC'“® PETasa a 68
°C (Arnal et al., 2023).

Recientemente, se construyd la variante mutante N212A/S238Y de la enzima ISPETasa, la cual muestra
una excelente actividad a escala de laboratorio (Gavilanes & Garcia, 2023). En este sentido, los autores
han resaltado la necesidad de explorar la cinética de degradacién 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
vision del proceso de hidrdlisis del PET, para que las enzimas PET hidrolasas puedan lograr
sostenibilidad y eficiencia en la despolimerizacion del PET (Jayasekara et al., 2023; Wei & Weber,
2022).



1.2.Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la degradacién de polietileno tereftalato (PET) mediante el uso de la enzima ISPETasa

N212A/S238Y a escala de biorreactor.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Disefiar un medio de autoinduccion para la produccion de la enzima PETasa N212A/S238Y.
e Producir la enzima PETasa N212A/S238Y a escala de biorreactor.
e Determinar la cinética y eficiencia de degradacién de polietileno tereftalato (PET) comercial a

escala de biorreactor.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1. Materiales

El presente trabajo de titulacion fue tipo experimental y se llevé a cabo en los laboratorios de
investigacion UODIDE-ICIA de la Facultad de Ciencias e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de
la Universidad Técnica de Ambato. En la Tabla 1, se enlistan los reactivos, material fungible y equipos

gue se utilizaron en la presenta investigacion.

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

Reactivos
- Agua destilada - Agar— Agar
- Agua desionizada - Alcohol etilico
- Extracto de levadura - Glucosa
- Cloruro de sodio (NaCl) - TrisHCI
- Triptona - EDTA
- Hidroxido de sodio (NaOH) - SDS
- Cloranfenicol - Glicerol
- Imidazol - Acrilamida

- PET comercial

- Ampicilina

- Fosfato monopotasico (KH2PO.)
- Sulfato de magnesio (MgSQy,)

- Lactosa

- Fosfato dipotasico (KPOs)

- Tritén X100

Paranitrofenil acetato (p(NP)A)
Aguatipo Il

Fosfato disodico (Na;HPO,)
Sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
isopropil
(IPTG)

B-D-1-tiogalactopiransido

Lineas celulares

- E. coli Rosetta (DE3)

Material fungible

- Guantes de nitrilo
- Malla metélica

- Matraz Erlenmeyer
- Micropipetas

- Papel absorbente

Gradillas

Frascos de tapa azul
Probetas

Balones de aforo

Puntas de micropipetas
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Material fungible

- Papel filtro - Papel aluminio

- Papel film - Tubos falcon

- Pipetas - Hisopos

- Cajas Petri de vidrio - Mechero

- Espatulas estériles - Columna Ni — NTA

Equipos

- Estufa - Micropipetas (2-20 uL, 20-200 pL, 10-
100 pL)

- Centrifuga - Incubadora

- Refrigerador - Ultra congelador

- Camara de flujo laminar - Autoclave

- Agitador incubador orbital - FPLC

- Balanza analitica - Cémara de electroforesis

- Plancha de agitacion - Plancha de calentamiento

- pH metro - Vortex

- Bafio termostatico con agitacion - Nanodrop

- Biorreactor Winpac

2.2. Métodos

2.2.1. Disefio de un medio de autoinduccién para la produccion de la enzima PETasa
N212A/S238Y

2.2.1.1. Formulacion de medios

Para el disefio del medio de autoinduccion se emple6 como referencia el método de Tournier et al.
(2020). Para ello, el medio YT se modificd con la adicion de distintas concentraciones de lactosa (1 'y
2 g/L) y la expresion se evalud en un volumen de 100 — 500 mL. Segun el tratamiento, se obtuvieron
diferentes niveles de induccion de la expresion de la enzima IsPETasa N212A/S238Y mediante el
vector pET21b (+) IsPETasa_N212A/S238Y preparado previamente por Gavilanes & Garcia (2023).
Se establecié un control positivo que consistié en la expresion de la enzima en ausencia de lactosa y
con la adicién de IPTG (0.1 mM) (Gavilanes & Garcia, 2023).

12



2.2.1.2. Expresion de la proteina IsPETasa

La expresion de la proteina se desarrollo en base a la metodologia propuesta por Sevilla & Cerda-
Mejia (2022) con modificaciones. Primero, se incubd la variante mutante N212A/S238Y en E. coli
Rosetta (DE3) en medio agar LB (Tabla 2) por 24 h a 37 °C con el fin de obtener colonias aisladas.
Después, una colonia se transfirié a 10 mL de caldo LB suplementado con antibiéticos (cloranfenicol
(34 pg/mL) y ampicilina (100 pg/mL)) y se incubd por 24 h a 37 °C con agitacion constante de 200
rpm. Posteriormente, el cultivo se traspasé a un matraz con 50 mL de caldo LB nuevamente
suplementado con antibidticos y se incub6 en idénticas condiciones por 24 h adicionales. Luego, el
medio de cultivo se trasfirio a 500 mL de medio YT modificado, suplementado con antibi6ticos, y se
incubd por 24 h con agitacion constante de 200 rpm a temperatura ambiente. Se estableci6 un control
positivo que consistio en la expresion de la enzima IsPETasa N212A/S238Y en medio Terrific Broth
(TB) (Tabla 2) mediante la adicién de 0.1 mM IPTG, de acuerdo al protocolo establecido previamente
(Gavilanes & Garcia, 2023). Pasado el tipo requerido, se centrifugé el cultivo por 10 minutos a 5000

rpm a 4 °C para recuperar las células de E. coli. Finalmente, se almacend la biomasa a -80 °C.

Tabla 2. Composicion 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 (NacCl) 10 -
Triptona 10 12
Glicerol - 5.04
KH,PO4 - 0.23
K2HPO, - 1.26

Nota: Para preparar medio sélido se agreg6 1.5 % de bacto agar. El pH a de los medios LBy TB se ajusté a 7.0y
7.2, respectivamente, con NaOH 1M. Los componentes del medio se diluyeron en un volumen total de 1 L de
agua destilada. Informacién obtenida de Sigma-Aldrich (2013).

2.2.1.3. Purificacion de la enzima PETasa

La purificacion de la enzima se realizé mediante el protocolo descrito por Gavilanes & Garcia, (2023).
Se agregd 6 mL de buffer de lavado (Tampon A) (Tabla 3) por cada gramo de biomasa obtenida y se

agito la mezcla hasta conseguir la completa suspension de las células. Seguido, se agreg6 0.3 % de
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tritdbn X100 y se realizé la lisis celular por sonicacion empleando 10 ciclos de 10 s de sonicacién
constante (frecuencia 40 %) con pausas de 10 s, a 4 °C. Rapidamente, el extracto celular se centrifugo
por 10 minutos a 400 rpm Yy el sobrenadante se clarifico por centrifugaciéon a21 300 xgporlhya4
°C.

Tabla 3. Buffer de lavado (Tamp6n A).

Reactivo Concentracion (mM)
Tris base 25
NaCl 150
Imidazol 20

Nota: El pH de la solucién se ajusté a 7.5 + con &cido clorhidrico (HCI) 1 M. Informacion obtenida de Sevilla
& Cerda-Mejia (2022).

Luego, la fraccion soluble se cargd a una columna cromatogréafica pre-empacada de Ni — NTA (GE,
HEalth Care), previamente equilibrada con tampon A, mediante un equipo FPLC AKTA Start. Después,
las proteinas no unidas a la columna se removieron con 10 volimenes de columna de solucion tampén
A. La enzima se liberd de la columna mediante buffer de elucion (Tampdn B) (Tabla 4). La enzima
IsPETasa se recolect6 en fracciones de 1 mL en tubos eppendorf estériles. Posteriormente, se removié
el imidazol mediante cromatografia de filtracion en gel empleando una columna PD-10 equilibrada con
tampon de almacenamiento (20 M Tris-HCI, pH 8.0, 300 mM NaCl). Para analizar la pureza de las

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

Tabla 4. Buffer de elucion (Tampén B).

Reactivo Concentracion (mM)
Tris base 25
NaCl 150
Imidazol 500

Nota: El pH debe permanecer en 7.5 + 0.2 que puede ser ajustado con &cido clorhidrico (HCI) 1 M. Informacion
obtenida de Sevilla & Cerda-Mejia (2022).
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2.2.1. 4. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante la prueba de Biuret descrito por Janairo et al. (2011).
Para el control, se afiadié 40 uL de agua tipo II y 160 uL de reactivo Biuret en un posillo de una placa
de Elisa, seguidamente, en otro posillo se agrego 40 uL de la muestra de proteina a 160 uL de reactivo
Biuret. Después, se incubaron las soluciones por 10 minutos y se determiné las absorbancias de las
muestras a 540 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis. Finalmente, la concentracion de proteina
se determind por comparacidn con una curva estandar empleando distintas concentraciones de albumina

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

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

La metodologia del escalado de la produccién y purificacion de la enzima PETasa N212A/S238Y es la
misma que la seccion 2.2.1. pero en esta etapa se emple6 el medio YT suplementado con la cantidad
Optima de lactosa para la expresion 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 oxigeno, pH y temperatura, y

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

2.2.3. Determinacién de la cinética y eficiencia de la degradacion de PET comercial a escala de

biorreactor

2.2.3.1. Evaluacion de la actividad enzimatica a diferentes temperaturas.

La actividad de IsPETasa N212A/S238Y se determind a partir de la metodologia propuesta por Yoshida
etal. (2021). Se utilizé paranitrofenil acetato (p(NP)A) como sustrato modelo y buffer KPO, pH 8. Para
la preparacién del sustrato, de diluy6 acetonitrilo (ACN) y p(NP)A hasta alcanzar una concentracion de
100 mM. De igual manera, la enzima se diluyd en buffer KPO,4 pH 8 hasta alcanzar una concentracion
de 250 nM. Se ensay6 la actividad de la enzima a temperaturas de 25 a 50 °C, con intervalos de 5 °C.
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 reaccion de 250 pL. La hidrolisis del sustrato se

determind mediante espectrofotometria a 540 nm, durante 5 minutos.
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2.2.3.2. Ensayo de degradacion del PETc

La evaluacién de la degradacion de PET comercial (PETc) se realizé mediante el método descrito por
Tournier et al. (2020) con modificaciones. Se combino 0.67 pumol de proteina purificada preparada en
200 ml de buffer 200 mM KPO, 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 reaccion se reguld
mediante un bafio termostatizado y una manta de calentamiento. La solucion se agité constantemente a
250 rpm. El pH de la solucién se equilibré a 8.0 mediante la adicién de una solucién de NaOH 6N

utilizando el sistema biocontrolador.

2.2.3.3. Cinética de despolimerizacion

Para seguir la cinética de la despolimerizacion del PETc se evalu6 el cambio de pH con respecto al
tiempo correlacionandola con la concentracién de protones mediante la ecuacion 1 (Arnal et al., 2023).
El rendimiento final de la despolimerizacion del PETc se determind mediante el peso del PETc residual.
Posteriormente, se calculd la velocidad de la despolimerizacion del PETc a partir de la seccion lineal
del cambio de pH. Seguidamente, se filtré el PETc residual a través de un filtro de 12 um, y se dejé
secar a temperatura ambiente. Finalmente, se realiz6 un analisis de la morfologia del PET por
microscopia electrénica de barrido (SEM) vy cristalinidad mediante difraccion de rayos X (XRD)
(Sevilla et al., 2023). El indice de cristalinidad se determin6 por el método de Segal et al. (1959),

mediante la ecuacion 2.

[H*] =1x 107PHM (1)
1c% = 22" . 100 )
Donde:

IC %= porcentaje del grado de cristalinidad.
1002 = intensidad méxima (en unidades arbitrarias) de la difraccion reticular 002.

IAM = intensidad de difraccion en las mismas unidades a 26 = 18°.
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CAPITULO Ill.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Anélisis y discusion de los resultados

3.1.1 Autoinduccién mediante lactosa en el operon lac

El promotor lac forma parte de un sistema regulatorio (operdn lac) que codifica la maquinaria celular
para transportar y metabolizar lactosa mediada por el represor lac (Lacl). En bacterias como E. coli, el
operon se expresa en presencia de lactosa y bajos niveles de glucosa (Pinto et al., 2021). Este operén
posee tres genes estructurales, LacY que importa lactosa a la célula, donde LacZ quien codifica para
una B-galactosidasa que degrada lactosa en glucosa y galactosa. Finalmente, el gen LacA, que produce
una tiogalactosido transacetilasa de lactosa que facilita el proceso de degradacion de la lactosa para
utilizarla como fuente de carbono y energia. EI mecanismo de regulacion del operén lac permite la
represion o activacién de la transcripcion mediante la asociacion del represor Lacl 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 liberacion de Lacl del ADN permitiendo la trascripcién
(retroalimentacién positiva) (Aggarwal & Narang, 2022; Gatti-Lafranconi et al., 2013; Phillips et
al., 2019). De esta forma, este mecanismo ofrece un sistema de induccion controlada de la transcripcion,
por lo cual ha sido empleado en la construccién de varios vectores para la expresion de proteinas

recombinantes.

ElI IPTG, al ser un analogo de la lactosa, es el inductor artificial mas utilizado para la expresion genética
en huésped microbianos. De acuerdo con diferentes estudios el IPTG es transportado hacia en interior
de la célula mediante la permeasa de lactosa por difusion pasiva (en pequefias 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 (Fernandez-Castané et al., 2012), lo que hace que este compuesto sea menos susceptible a
la exclusidn por la glucosa y otros azlcares. Este al poseer en su estructura un &tomo de azufre, crea un
enlace no hidrolizable impidiendo ser metabolizado por la célula lo que asegura que la induccion
permanezca constante (Donovan et al., 1996). Tras el ingreso al citoplasma, el IPTG se une al dominio
aloestérico del represor Lacl, lo que provoca un cambio conformacional significativo en la estructura
de Lacl. Este cambio reduce la afinidad del represor Lacl por el operador, facilitando su disociacion y
permitiendo asi que la ARN polimerasa se una al promotor lac iniciando la transcripcion de los genes
lacZ, lacY y lacA. A partir de ello se produce ARNm que codifica para las enzimas pB-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 operén lac su transcripcion también va
a iniciar (Simas et al., 2023; Wong et al., 1997).

Su aplicacién a escala industrial es limitada debido a los altos costos y la alta concentracion necesaria
para la expresion. Ademas, altas concentraciones de IPTG pueden ser toxicas para el huésped y generar
un elevado estrés metabdlico, junto a elevadas tasas de traduccion que podrian generar agregados
protéicos de proteina mal plegada. Por otra parte, una concentracion baja puede ser insuficiente para
inducir la liberacion de Lacl, lo cual se traduce en bajos rendimientos de proteina (Mobayed et al.,
2021; Zhao et al., 2018).

Desde el estudio presentado por Studier (2005), la autoinduccién de proteinas en E. coli por lactosa ha
ofrecido varias ventajas por sobre el IPTG, debido a que este es un método mas 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 B-galactosidasa (codificada por el gen lacZ), la cual, como se
menciond anteriormente, se une a Lacl y activa la transcripcion de genes de interés alojados en
plasmidos de expresion (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 energia. De esta forma, la expresion de la proteina de interés
ocurre a una menor velocidad, disminuyendo la posibilidad de causar estrés metab6lico y la formacion

de agregados proteicos.

Después de los procesos de pre-indculos e in6culos en medios YT modificados con lactosa, y utilizando
la induccion con IPTG como control positivo, se analizd la presencia y concentracion de le enzima
IsPETasa mediante SDS-PAGE al 10 % (Figura 2). La pureza, calidad y concentracion de la proteina
se evalué mediante la intensidad y presencia de bandas en el gel. Se compararon los precipitados (P) y
sobrenadantes (S) obtenidos tras la lisis celular, asi como las fracciones 4, 5 y 6 resultantes de la

purificacion de la enzima mediante cromatografia de afinidad (IMAC).

18



P 3 MW (K Da) Fr 4 Frs Fro

Lactosa ©1 Lactasa €2
1 '
4 VT - 1
MW IEDay P s Frd4 Frs Fi 6 S Fi 4 FrS F6

250
130

05

Figura 2. SDS-PAGE de la enzima PETasa N212A/S238Y induccién con IPTG y lactosa.

Nota: (A)Induccion con IPTG 0.1 mM. (B) Induccién con lactosa en medio YT. Andlisis 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 purificacion de la enzima. Cada muestra (20 pL) se diluy6 en 10 pL de buffer de
caraga 3X, a excepcion del marcador de peso molecular y se cargé directamente en cada pocillo. Seguidamente,
se visualizo las proteinas tras tincion con azul de Coomassie.

En el precipitado obtenido con IPTG como inductor (Figura 2A), se observé una mayor cantidad y
diversidad de enzimas en comparacion con las obtenidas mediante la induccién con lactosa. Esto se
atribuye a que los cultivos inducidos con lactosa pueden producir mayor cantidad de proteina soluble,
la cual se encuentran en el sobrenadante (carril S, Figura 2B). Ademas, las proteinas observadas en el
precipitado tras la lisis celular podrian provenir de la membrana celular, componentes intracelulares
grandes, ribosomas, etc., y la mayoria se encuentran en forma de cuerpos de inclusién y no son activas
(Cho, 2016). En las fracciones 4 de la induccion con lactosa, se observaron otros tipos de enzimas, pero
no la PETasa, al igual que la induccién con IPTG, dado que esta debe tener un peso molecular de 31.31
kDa (Gavilanes & Garcia, 2023). Sin embargo, en los carriles de la elucion 5 y 6 se observé 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 induccidon con lactosa comercial, lactosa suero de leche
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desproteinizado e IPTG para la expresion de la enzima -Al recombinante de Enterococcus faecium.
Sus resultados revelaron que la expresion enzimatica fue dos veces mayor cuando se utiliz6 suero de
leche y lactosa comercial en comparacion con el uso de IPTG. Sin embargo, las células mostraron una
reaccion mas lenta a la induccion 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 induccién.

El analisis de pureza y calidad de la proteina IsPETasa observada mediante SDS-PAGE con IPTG
(Figura 2A) indicaron un nivel de pureza mas bajo en comparacion con el analisis SDS-PAGE con
lactosa (Figura 2B). Esto se debe a que la induccién natural con lactosa permite controlar mejor la
expresion de proteinas, a diferencia del IPTG, que, al no ser metabolizable, lleva a una sobreexpresion
de la proteina. Esta sobreexpresién promueve la formacion de cuerpos de inclusion y evita el
plegamiento adecuado de la enzima IsPETasa, reduciendo asi el nivel de pureza (Yuan et al., 2010).
Se ha documentado que los sustratos derivados de la leche contienen micronutrientes, vitaminas,
cofactores y osmolitos (betaina y colina) que favorecen la aptitud celular. No obstante, estos osmolitos
contrarrestan la formacién de cuerpos de inclusién durante la produccion recombinante de proteinas
(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 formacién de cuerpo de inclusion, lo

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

Los tratamientos de la expresion enzimatica a concentraciones distintas de lactosa muestran que con C1
de lactosa se obtuvo una mayor expresion de la proteina en comparacion con C2 de acuerdo con el
grosor de la banday al nivel de pureza observados. Esto podria deberse a que a concentraciones mayores
de lactosa se produjo una muerte celular y, ademas, muchas células perdieron el plasmido de expresion
(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 expresion a concentraciones mas bajas
de sustrato. Ellos sugirieron que una mayor concentracion de macrocompuestos de suero de queso,
como proteinas y lipidos, podria afectar el metabolismo celular, provocando cambios en la produccion

de proteinas recombinantes.
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3.1.2 Produccion de enzimas PETasa N212A/S238Y a escala de biorreactor

La produccién de enzimas solubles a escala de biorreactor es un proceso complejo que requiere la
optimizacion de varios factores. Uno de estos factores clave es la composicion del medio para la
autoinduccion, desarrollada previamente en el inicio de este estudio. Basandose en ensayos de expresion
realizados en matraces de agitacion, se decidio utilizar lactosa a una concentracion de C1 para la
expresion de la proteina, dado el alto rendimiento observado. La induccion del cultivo se llevo a cabo
tras preparar los preindculos necesarios para el crecimiento bacteriano. Como resultado, la biomasa
obtenida en el biorreactor fue diez veces mayor en comparacién a la obtenida en los ensayos en matraces

de agitacion.

La enzima PETasa tiene su extremo C-terminal una cola de histidina, lo que confiere afinidad por los
iones metélicos divalentes. Por esta razén, durante su purificacion mediante una columna de Ni-NTA,
la enzima se une a los iones Ni?* que se encuentran inmovilizados en la matriz por el ligando quelante
acido nitrotriacético (NTA). Este sitio de quelacion previene la lixiviacion de los iones de niquel,
proporcionando asi una mejor capacidad de union y rendimiento (IBA Solutions For Life Sciences,
2021). Es importante destacar que esta fuerte interaccion entre la proteina y el ion Ni* se debe a que el
residuo de histidina contiene un anillo de imidazol, el cual actia como un grupo donante de electrones
y facilita la formacion de enlaces coordinados con los iones de metales de transicion. Durante la elucion
de la proteina diana, esta interaccion se revierte ajustando la concentracion de imidazol en el buffer de

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

En la Figura 3 se muestra el cromatograma y el analisis SDS-PAGE la proteina purificada del cultivo
de biorreactor, realizado 24 horas después de la induccion. El cromatograma (Figura 4A) presenta un
pico de elucion (fecha roja), cuyo tamafio, altura y area bajo la curva estan relacionados con la
concentracién de la proteina presente en la muestra (Roe, 2001). La concentracion de la proteina se
determin6 mediante el método de Biuret, obteniéndose concentracién de 2.08, 40.86 y 5.70 mg/mL de

las fracciones 4, 5y 6 respectivamente, siendo la fraccion 5 la que presentd la mayor concentracion.
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Figura 3. Purificacion de la enzima PETasa N212A/S238Y por autoinduccién producida en
biorreactor.

Nota: (A) Cromatograma de purificacion de la enzima PETasa N212A/S238Y, en donde el pico de elucién de la
PETasa se encuentra marcado con una flecha roja. (B) Analisis SDS-PAGE de purificacion 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 purificacion de la enzima. Cada muestra
(20 pL) se diluyo en 10 pL de buffer de caraga 3X, a excepcion del marcador de peso molecular y se cargd en

cada posillo 15 pL de muestra en el gel 10 % SDS-PAGE. Seguidamente, se visualiz6 las proteinas tras el
tratamiento con azul de Coomassie.

Tras el anélisis visual SDS-PAGE (Figura 3B) de la purificacion de la proteina ISPETasa, se observa
gue existen concentraciones similares de enzimas tanto en el precipitado (P) como en el sobrenadante
(S). Se obtuvo una menor cantidad de proteinas solubles en comparacion con los matraces de agitacion,
a pesar de haber utilizado un medio de induccion con la misma composicion en ambos cultivos. Esta
diferencia de produccion podria estar relacionada con los cambios en el grado de aireacion, que pueden

influenciar en la produccion de proteinas a escala de biorreactor (Tahara et al., 2021).

Ademas, de Andrade et al. (2019) sefialaron que la temperatura también podria ser un factor
determinante, ya que a temperaturas inferiores a 37 °C se puede reducir la absorcion de nutrientes y la
tasa de crecimiento, disminuyendo la formacion de subproductos toxicos y la generacion de calor
metalico. También, Krause et al. (2010) informaron previamente sobre la produccion de proteinas
solubles utilizando un sistema de cultivo en lotes alimentados, logrando una produccién de 6,7 mg de
proteina pura por litro. En su estudio, la temperatura fue un factor critico: aunque obtuvieron proteinas
de alto rendimiento a 37 °C, optaron por una temperatura de 30 °C para mejorar la solubilidad de oxigeno

y reducir la evaporizacion.
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A pesar de estos factores, se obtuvo una alta concentracion de proteina soluble en las fracciones
recolectadas, posiblemente debido al prolongado periodo de sintesis de proteinas (24 h) en condiciones

favorables.

3.1.3 Analisis de la degradacion del PETc a escala de biorreator

3.1.3.1 Ensayos de la actividad enzimatica a diferentes temperaturas

La PETasa es una enzima con la capacidad de catalizar la hidrélisis de enlaces éster, similar a las
esterasas y lipasas. Debido a esto, es posible utilizar la hidrélisis 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 emple6 un ensayo colorimétrico con éster p(NP)A para evaluar a la temperatura 6ptima de
actividad de la PETasa. Al utilizar p(NP)A, se evita la lenta descomposicion del PETc, logrando asi
resultados rapidos y eficaces para el cribado y la caracterizacion de la variante de la enzima a las

diferentes temperaturas evaluadas.

Como se puede observar en el histograma (Figura 4), la PETasa mostr6 una actividad 6ptima a 30 °C,
con una absorbancia maxima de 0.4. Esta absorbancia se correlaciona con la cantidad de p-NP liberado,
reflejando una alta actividad hidrolitica de la enzima. Al evaluar la activad a temperaturas mas altas
(35, 40, 45y 50 °C), se observé un rapido descenso en la actividad enzimatica, lo que puede indicar una
posible inactivacion térmica (desnaturalizacion) de la IsPETasa, o que al aumentar la temperatura se
acelerd la tasa catalitica reduciendo su rendimiento (Meng et al., 2021). Ademas, es importante
considerar que a temperaturas cercanas a la Tg del PET (>70 °C) puede ocurrir una rapida

recristalizacion 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 enzimética

se representa en relacion con el valor maximo de absorbancia.

Sin embargo, en estudios como el de Wang et al. (2024) reportan una alta actividad a 50 °C con la
enzima mutante IsPETasa, denominada HotPETasa (HP). Esta diferencia se debe principalmente a los
sitios de mutaciones en su cadena de aminoacidos. No obstante, también podria ser que, a temperaturas
cercanas a la Tg del PET en solucion acuosa, la enzima puede acceder a la fraccion amorfa movil del
polimero PET. Esta accion convierte el PET en productos solubles, lo que resulta en un aumento de la

actividad enzimatica (Pirillo et al., 2023).

3.1.3.2 Ensayo de despolimerizacién del PETc en biorreactor Winpac

La PETasa se caracteriza por tener una hendidura poco profunda y larga en forma de L con una
superficie hidrofobica en su estructura. Este sitio activo ese mas amplio en comparacion a otras cutinas,
lo que facilita una mejor interaccion del sustrato (PETc) con la enzima, otorgandole una excelente
capacidad para hidrolizarlo. Ademas, presenta una mayor flexibilidad controlada por el enlace disulfuro

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

Para el proceso de degradacion del PETc a escala de biorreactor, se combind 0.69 pmol de enzima
ISPETasa N212A/S238Y purificada con 230 mL de buffer 100 mM KPOs 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 degradacion, la enzima sufrié de precipitacion, impidiendo alcanzar resultados favorables.
Aun asi, se recolecto el PET al finalizar el proceso y se midi6 el rendimiento mediante peso seco; sin
embargo, se obtuvo un peso de 20.68 g. Este resultado confirm6 que no existié actividad de la enzima

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

Para evitar problemas de precipitacion, se decidio realizar la despolimerizacion del PETc utilizando la
enzima no purificada. Tras su expresion, se llevo a cabo una lisis celular para romper las membranas
celulares de E. coli. Luego, mediante centrifugacion se logro separar el precipitando del sobrenadante,
utilizandose este Gltimo en los ensayos, ya que este contenia la mayor cantidad de proteinas solubles
(PETasa). Mediante el analisis SDS-PAGE (Figura 6), se pudo comprobar la presencia de ISPETasa
(cuadro rojo), la cual se encontraba en concentracion de 0.67 pmol, determinada a través de la prueba

de Biuret y el software ImageJ.
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Figura 5. SDS-PAGE del extracto celular E. coli.

Nota: Analisis 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 pL) se diluy6 en 10 pL de buffer de caraga 3X, a excepcion del marcador de peso
molecular y se carg6 en cada posillo 15 uL de muestra en el gel 10 % SDS-PAGE. Seguidamente, se visualizo las
proteinas tras el tratamiento con azul de Coomassie.

Al igual que el primer ensayo de degradacién, se mezcl6 200 ml de buffer 100 mM KPO,4 pH 8, 0.67

umol de PETasa y 5 g de PETc micronizado en un vaso de borosilicato de 500 ml, manteniendo una
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agitacién constante de 200 rpm. De acuerdo con los ensayos de temperatura, la enzima alcanza una
actividad especifica a 30 °C, sin embargo, para no tener problemas de degradacion dentro del
biorreactor, la temperatura se mantuvo a 25 °C aproximadamente. Después de 48 horas, la enzima al
alcanzar su rendimiento final y al no existir cambio en el pH (estabilizacién), el proceso se detuvo. Para
comprobar si la degradacion de PET tuvo éxito, se midid el rendimiento de despolimerizacion a través
de la cinética de despolimerizacion por la disminucion del pH, variacion de peso seco y analisis de SEM
y XRD.

3.1.3.3 Cinética de despolimerizacién del PET

El curso temporal de la degradacion enzimética fue de 48 h, y se muestra en la Figura 6, basado en la
evolucion de la concentracion de protones (H"). En esta progresion se identifican dos fases distintas. En
la primera fase (0-16 horas) (Figura 6B) se observa una reaccion lenta, con velocidad inicial (Vo) de
0.018 nM [H]/min y una actividad especifica (SA) de 1.709x10” umol [H]/min (Tabla 5). Esto sugiere
gue la enzima empezd a interactuar con el PET y permanecidé en un proceso de estabilizacion y
activacion con el buffer. Segun Pfaff et al. (2022) en la etapa inicial, la enzima busca mantener una
correlacién positiva con el buffer. En la segunda fase (23-26 horas) (Figura 6C), se observa un aumento
mucho mas pronunciado en la concentracion de H*, con una velocidad de despolimerizacion que
aumenta considerablemente hasta 0.217 nM [H]/min y una actividad especifica de 2.06345x10® pmol
[H]/min. Este incremento puede estar asociado a que los productos intermedios cataliticos actlian como
catalizadores (Schubert et al., 2024) o la enzima encontr6 una superficie disponible mas grande para
actuar (Ronkuvist et al., 2009).

Estas dos fases conformaron una cinética de despolimerizacion bifasica. La posible causa de esta
bifasicidad puede deberse, a la falta de purificacion de la enzima, ya que solo se rompi6 la membrana
celular de E. coli. Esto pudo haber provocado gue la enzima no se plegue completamente o se precipite
dentro de la célula, resultando una despolimerizacién lenta. Probablemente, después de un cierto tiempo
de incubacién y agitaciéon, la enzima adoptdé una forma activa funcional, continuando la

despolimerizacion en lo que se considera una segunda fase.
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Figura 6. Despolimerizacién del PETc en relacién con el cambio del pH (consumo de protones).

Nota: (A) Cinética de despolimerizacion general en relacién con el cambio en (H*) a lo largo del tiempo. (B)
Primera fase de degradacion del PET en relacion con el cambio de (H*). (C) Segunda fase de degradacién del PET
en relacion en relacion con el cambio de (H).

Se encontrd un cambio sustancial en el peso del PET tratado al finalizar el proceso de
despolimerizacion, ya que de un peso inicial de 5 g de PET se obtuvo un peso final de 4.86 g. Este
proceso de hidrdlisis del PET es considerado endotipo (Eberl et al., 2009) debido a que se espera la
disminucion de peso. Kawai et al. (2022) en su estudio sugiere que la hidrélisis del PET ocurre en
capas y que al aumentar el area superficial se promueve ain mas la degradacién enzimatica. Una de las
formas de aumentar el area superficial fue micronizar el polimero, esto causa un desordenen local de
las cadenas poliméricas. Con este proceso, se consiguio un 2.8 % de degradacién (Tabla 5), esto sugiere
que el calor de friccion generado durante el proceso de micronizado del PET debe haber causado un
envejecimiento fisico en la superficie (Wei et al., 2019). Para evitar este problema, Kawai et al., (2022)

sugiere realizar una precongelacion.

Tabla 5. Parametros medidos en la degradacién del PETc.

Parametros Cantidad
[E] (g/L) 0.383
V enzima (L) 0.055
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Parametros Cantidad

V reactor (L) 0.2

[E] reactor (uM) 3.364
[E] reactor (umol) 0.673
PET inicial (g) 5
PET final (g) 4.86
mg E/g PET () 4.213
% degradacion 2.8
Vo fase 1 (nM [H]/min) 0.018
Vo fase 2 (nM [H]/min) 0.217
SA fase 1 (uM [H]/min) 1.709E-07
SA fase 2 (uM [H]/min) 2.06345E-06
Temp. promedio (°C) 23.8

Nota: Donde [E] representa la concentracion de la enzima, (V) el volumen de la enzima y el volumen del reactor,
mg E/g PET la actividad enzimatica, Vo las velocidades iniciales en las distintas fases de reaccion, SA la actividad

especifica en cada fase y finalmente Temp. promedio indica la temperatura en la que actud la enzima.

3.1.3.4 Cambios de la microestructura de las muestras de PET durante la degradacion enzimatica

3.1.3.4.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para comprobar el resultado de la degradacion del PET a nivel cualitativo, se realizaron micrografias
de microscopia electronica de barrido (SEM) de las muestras de PET tratado y PET no tratado tras el
proceso de despolimerizacién con la mutacion IsPETasa N212A/S238Y. Este andlisis permite observar
a una escala nanométrica el tamafio y forma de particula, la mecanica de fracturas y dispersién de la

matriz polimérica (Guise et al., 2011).

En la micrografia del PET no tratado (Figura 7A), se observa un polimero bastante uniforme con bordes
lisos. Sin embargo, la muestra sometida a la enzima PETasa (Figura 7B) presenta dafios significativos
en la superficie. Esta micrografia muestra numerosas hendiduras con bordes agrietados, lo que sugiere
que la enzima actla principalmente en las reas mas expuestas. Las micrografias también revelan la
heterogeneidad espacial del tratamiento enzimatico, evidenciada por la presencia de areas no afectadas
como degradadas después de 48 horas de tratamiento. El tiempo de exposicion al tratamiento enzimatico

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 dias de incubacién. En dicho estudio, las peliculas de
PET fueron incubadas durante 4 semanas, mostrando solo cambios ligeros. Las micrografias obtenidas
por estos autores indican la ausencia de grietas visibles, aunque aln se pueden observar numerosas

depresiones y cavidades muy pequefias a un aumento de 2 pm.

Figura 7: Microscopia electronica de barrido (SEM) del PET.

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

tratado. Vision general con un aumento de 2 pm.

3.1.3.4.2 Difraccion de rayos X (XRD)

A pesar de que el aumento de la superficie es crucial para mejorar la degradacién del polimero, su efecto
en la hidrdlisis es menor en comparacion 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). Ademas, la cristalinidad esta estrechamente relacionada con la
hidrolisis enzimatica (Bai et al., 2018). Los patrones XRD (Figura 8) muestran una disminucion de la
cristalinidad (aprox. 8 %) después de la degradacidn enzimatica, la cual fue de 50 % para el PET no
tratado y 42 % para el PET tratado. Al comparar la intensidad de la difraccién de ambas muestras se
puede observar que el PET no tratado muestra una marcada reduccion en el rango de los 17 a 22° en 2
0 (flechas azules en la Figura 8). La diferencia en el area es muy pequefia; esto puede deberse a que la
cristalinidad del PETc fue alta, lo que resultd en una degradacién lenta con la enzima ISPETasa
N212A/S238Y. Sin embargo, la fraccidn cristalina del PET fue susceptible a los ataques enzimaticos.
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Figura 8: Difraccion de rayos X (XRD) del PET.

Nota. Superposiciones de gréficas del analisis del grado de cristalinidad del PET. Donde, la grafica de color negro

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

4.1 Conclusiones

Se disefio un medio de autoinduccion para la expresion de la enzima IsPETasa N212A/S238Y
utilizando una combinacién de medio YT y lactosa. Este método mostrd una mayor eficiencia
de expresion y pureza en comparacion con el uso de IPTG. Sin embargo, se observo que a

mayor concentracion de lactosa afectada negativamente la expresion de la enzima.

Se logro producir altos rendimiento de la enzima IsPETasa N212A/S238Y a escala de
biorreactor utilizando E. coli como organismos huésped. Tras el proceso de purificacion, se
obtuvieron concentraciones de 2.08, 40.86 y 5.70 mg/mL en las fracciones 4, 5y 6

respectivamente.

Se identificé una cinética bifasica en la despolimerizacion del PET utilizando la enzima
IsPETasa mutante N212A/S238Y, debido a que se evidenci6 dos fases distintas de
despolimerizacion. Durante la primera fase, la despolimerizacién alcanzé una velocidad inicial
de 0.018 U /mgenzima Y Una actividad especifica de 1.709x10” umol [H]/min. Sin embargo, en
la segunda fase, la despolimerizacién aumenté considerablemente alcanzando una velocidad de

0.217 U/Mgenzima CON Una actividad especifica de 2.06345x10° pmol [H]/min.

La consigui6 una degradacion del 2.8 % del PET a escala de biorreactor. Considerando que la
enzima no fue purificada, la cinética de despolimerizacion mostré un rendimiento
significativamente alto. Ademas, las micrografias revelan hendiduras en la superficie y bordes
agrietados. Las gréficas del anélisis XRD evidencian la degradacion del PET, ya que muestran

una disminucion de intensidad del pico de difraccion.
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4.2 Recomendaciones

e Se recomienda precongelar el polimero previo al proceso de micronizado, con el fin de no

provocar un envegecimiento fisico en la superficie debido al calor de friccion generado.

o Utilizar una menor cantidad de PET y una mayor concentracion de la enzima PETasa para los
ensayos de degradacion con el fin evitar precipitaciones de la enzima y aumentar la eficiencia

de la misma.
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