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RESUMEN EJECUTIVO

El incremento exponencial de residuos de tereftalato de polietileno representa una severa crisis
ambiental global, demandando alternativas biotecnoldgicas eficientes. El presente trabajo evalua
el impacto de la mutacion puntual N233K sobre la variante M5 de la enzima PETasa de Ideonella
sakaiensis. Esta modificacion busca rigidizar un bucle superficial flexible mediante un puente
salino intramolecular para aumentar la estabilidad térmica del biocatalizador, ofreciendo una ruta
verde y sostenible alineada con la economia circular. Metodologicamente, el gen mutante se
expreso en Escherichia coli Rosetta (DE3), obteniendo 2,09 gramos de biomasa humeda en 550
mililitros de medio LB. Tras la lisis por sonicacion, la proteina recombinante se aislé mediante
cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC-FPLC) con un volumen de elucion bruto
de 15 mililitros. Posteriormente, el pool se purificd y desaldé mediante exclusiéon molecular por
gravedad en un volumen final de 2 mililitros. La cuantificacion analitica se realizd en un
espectrofotometro aplicando un coeficiente de extincion de masa especifico corregido de 1,239
litros por gramo centimetro. En conclusion, el proceso consoliddé una masa neta real de 5,745
miligramos de enzima pura, lo que equivale a un rendimiento global de 7,74 por ciento y una
productividad volumétrica final de 11,490 miligramos por litro de cultivo. Los ensayos
gravimétricos a 50 grados Celsius por 72 horas confirmaron una pérdida de masa promedio de
10,87 por ciento en las peliculas de plastico, validando que la sustitucion confiere de forma

autébnoma la termoestabilidad necesaria para catalizar la hidrolisis de PET real.

Palabras clave: PETasa, N233K, Ideonella sakaiensis, termoestabilidad, degradacion enzimatica,

IMAC.
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ABSTRACT

The exponential increase in polyethylene terephthalate waste represents a severe global
environmental crisis, demanding efficient biotechnological alternatives. This work evaluates the
impact of the N233K point mutation on the M5 variant of the Ideonella sakaiensis PETase enzyme.
This modification aims to rigidify a flexible surface loop through an intramolecular salt bridge to
increase the thermal stability of the biocatalyst, offering a green and sustainable pathway aligned
with the circular economy. Methodologically, the mutant gene was expressed in Escherichia coli
Rosetta (DE3), yielding 2.09 grams of wet biomass in 550 milliliters of LB medium. After cell
lysis by sonication, the recombinant protein was isolated using immobilized metal affinity
chromatography (IMAC-FPLC) with a gross elution volume of 15 milliliters. Subsequently, the
pool was purified and desalinated by gravity size-exclusion chromatography into a final volume
of 2 milliliters. Analytical quantification was performed on a spectrophotometer applying a
corrected mass-specific extinction coefficient of 1.239 liters per gram centimeter. In conclusion,
the process consolidated a real net mass of 5.745 milligrams of pure enzyme, which is equivalent
to an overall yield of 7.74 percent and a final volumetric productivity of 11.490 milligrams per
liter of culture. Gravimetric assays at 50 degrees Celsius for 72 hours confirmed an average mass
loss of 10.87 percent in the plastic films, validating that the substitution autonomously confers the

necessary thermostability to catalyze the hydrolysis of real PET.

Keywords: PETase, N233K, Ideonella sakaiensis, thermostability, enzymatic degradation, IMAC.
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CAPITULO I.-MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes investigativos

1.1.1. Justificacion del problema

A nivel mundial, la contaminacion por plasticos (polimeros sintéticos organicos) es uno de los
problemas ambientales mas significativos actualmente. En este escenario, el polimero mayormente
utilizado para la elaboracion de fibras textiles y material de empaque de alimentos es el polietileno
tereftalato (PET), el cual se caracteriza por tener una alta resistencia a la degradacion natural y su
gran acumulacion en los ecosistemas terrestres y marinos. Este problema se vuelve mas critico por
el continuo crecimiento de la produccion y consumo de plasticos, considerando que el programa
de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA, 2025) estima que se producen mas de
430 millones de toneladas de plastico al afio, de las cuales dos tercios corresponden a productos
de vida corta que se convierten rapidamente en residuos. La persistencia de ese material no solo
afecta a la biodiversidad fisica, sino que su fragmentacion en macro y micro plasticos ha sido
vinculada con riesgos graves para la salud publica, detectandose particulas en tejidos humanos y
relacionandose con estrés oxidativo y disrupcion endocrina. Ademas, la ONU advierte que cada
persona puede ingerir mas de 50.000 particulas de plastico al afio a través de alimentos, agua y

aire (Naciones Unidas, 2025).

Frente a este escenario, las estrategias convencionales de gestion de residuos plasticos presentan
limitaciones estructurales. El reciclaje mecanico degrada progresivamente las propiedades fisicas
del polimero con cada ciclo de reprocesamiento, limitando el nimero de veces que el material
puede recuperarse. En este sentido, el descubrimiento de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis
en 2016 ha revolucionado la industria del reciclaje del pléstico por su capacidad de hidrolizar PET
a temperatura ambiente (Yoshida et al., 2016). Sin embargo, su aplicacion industrial aun presenta

varias limitaciones debido a su baja termoestabilidad y relativamente lenta cinética de reaccion.

Estudios recientes han demostrado que la ingenieria de proteinas, particularmente a través de
aprendizaje automatico, puede superar estas barreras termodinamicas. Lu et al. (2022)
identificaron que la mutacion N233K es critica para estabilizar la estructura de la enzima,

permitiendo el desarrollo de la variante Functional, Active, Stable, and Tolerant PETase, “FAST-



PETase”, la cual es capaz de operar eficientemente a temperaturas de 50 °C y degradar 51 tipos de

productos comerciales diferentes elaborados de PET post-consumo en tiempos récord.

El andlisis estructural comparativo entre la enzima silvestre y la variante FAST-PETase revela
mecanismos criticos de estabilizacion térmica. La sustitucion de asparagina por lisina permite la
formacion inmediata de un puente salino intramolecular fuerte y directo con el glutamato
adyacente (E204), que posee carga negativa. La formacién de este enlace K233-E204 es
fundamental para la funcionalidad de la enzima, ya que actiia como un “broche” molecular que
conecta y estabiliza una region de bucle superficial que, en su estado original, era flexible y
vulnerable al calor. Al rigidificar esta zona critica, la mutacion N233K previene el desorden
estructural, contribuyendo significativamente a que la FAST-PETase mantenga su actividad

catalitica eficiente a temperaturas de 50 °C sin sufrir desnaturalizacion (Lu et al., 2022).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente proyecto pretende evaluar el efecto de la
variante N233K sobre la arquitectura del mutante M5 de la enzima PETasa de I sakaiensis,
desarrollada en la Universidad Técnica de Ambato. De esta manera, se contribuira al desarrollo de
tecnologias de biorremediacion, validando una herramienta biotecnoldgica capaz de transformar
los residuos plasticos en mondmeros de valor agregado, alinedndose con las ultimas tendencias de
reciclaje enzimatico que han logrado despolimerizacion casi completa de PET a condiciones

industriales (Cui et al., 2021, 2024).
1.1.2. Contaminacion Ambiental por polimeros plasticos

Desde mediados del siglo XX, la produccion acumulada de plésticos ha alcanzado
aproximadamente 8.300 millones de toneladas métricas, de las cuales el 79% ha terminado en
vertederos o en el ambiente natural, el 12% fue incinerado y apenas el 9% fue reciclado (Geyer et
al., 2017). Este patrén de acumulaciéon no muestra sefales de reversion: segun las proyecciones
actuales, si no cambian las tasas de produccion y gestion de residuos, para el 2040 el mundo
generara cerca de 280 millones de toneladas anuales de desechos plasticos (Pew Charitable

Trusts, 2025).

El PET representa una fraccion significativa de este flujo, con una produccion aproximada de 82

millones de toneladas anuales. Su durabilidad conferida por una temperatura de transicion vitrea



de 65-70 °C y una temperatura de fusion de 260 °C garantiza su presencia ambiental durante cientos

de anos (Plastics Europe, 2025),

1.1.2.1.  Toxicidad quimica y liberacion de aditivos

El impacto ambiental del PET trasciende su dimension fisica. Durante su fragmentacion
progresiva, la matriz polimérica libera tanto mondémeros residuales como aditivos incorporados en
su formulacioén, plastificantes, estabilizadores UV y colorantes, muchos de los cuales poseen
actividad biologica demostrada. Entre los compuestos de mayor preocupacion destacan el bisfenol
A (BPA) y los ftalatos, reconocidos como disruptores endocrinos capaces de inferir en los sistemas
hormonal y reproductivo en organismos expuestos (Landrigan et al., 2018) . A diferencia del
polimero intacto, estos compuestos liberados presentan mayor reactividad quimica, facilidad de
bioacumulacion en tejidos grasos y capacidad de amplificacion a través de las cadenas troficas, lo

que incrementa su riesgo ecoldgico con el tiempo.

Los océanos actiian como el receptor final de gran parte de los residuos plésticos generados en
tierra. Se estima que entre 4.8 y 12.7 millones de toneladas de plastico ingresan al ambiente marino
anualmente desde fuentes terrestres, principalmente a través de rios y sistemas de drenaje urbano
(Jambeck et al., 2015). Una vez en el entorno marino, los fragmentos de PET y otros polimeros
son ingeridos por fauna silvestre que los confunde con presas naturales, dado que su densidad y

tamafio pueden asemejarse al plancton o pequefios peces.

Un modelo de evaluacién de riesgo cuantitativo publicado recientemente establece que la
mortalidad por ingestion de macroplasticos afecta de forma desproporcionada a aves marinas,
tortugas y mamiferos, con estimaciones de exposicion que alcanza el 35%, 47% y 12%
respectivamente en cada grupo taxondémico (Murphy et al., 2025). Las consecuencias fisiologicas
documentadas incluyen obstruccion gastrointestinal, desnutricion por saciedad falsa y alteraciones

endocrinas, que en casos severos resultan en la muerte animal.
1.1.2.2.  Micro plasticos y riesgos para la salud humana

La fragmentacion mecanica, fotoquimica y bioldgica del PET genera particulas de tamafio micro
y nanométrico que penetran la totalidad de los compartimientos ambientales. La exposicion
humana ocurre por multiples vias simultaneas: la via alimentaria mediante la inhalacion de fibras

textiles sintéticas en suspension; y la via dérmica a través de productos cosméticos con



microesferas plésticas. La evidencia de acumulacion sistematica en el organismo humano es
creciente. Leslie et al. (2022) detectaron particulas plasticas en el 80% de las muestras de sangre
analizadas, mientras que Ragusa et al. (2021) documentaron por primera vez la presencia de
microplasticos en tejido placentario, confirmando la capacidad de estas particulas de atravesar
barreras bioldgicas y alcanzar tejidos fetales. Adicionalmente, la Organizacion De Naciones
Unidas estima que cada persona ingiere mas de 50.000 particulas de plastico al afio a través de
alimentos, agua y aire. “El 92% del agua embotellada contiene micro plasticos, con ingesta humana
superior a 50 000 particulas anuales, equivalente a 5 g/semana o una tarjeta de crédito” (WWE,

2019).

Desde el punto de vista toxicoldgico Koelmans et al. (2019) advierten que los efectos combinados
de particulas fisicas y los aditivos que liberan particularmente BPA y ftalatos constituyen una
amenaza sanitaria emergente que demanda investigacion urgente, dado la evidencia
epidemioldgica disponible sobre disrupcion endocrina, inflamacion cronica y riesgo reproductivo

aun muestra resultados heterogéneos (Kovacs et al., 2025; Lii et al., 2024).
1.1.3. Descubrimiento y caracterizacion inicial de la enzima IsPETasa

La posibilidad de una solucioén biologica al problema del PET se materializdé en 2016 con el
aislamiento de Ideonella sakaiensis 201-F6 en un sitio de acopio de residuos plasticos en Japon.
Esta bacteria habia desarrollado, a través de presion evolutiva, un sistema enzimatico de dos
componentes capaz de utilizar el PET como fuente de carbono y energia: IsPETasa, que hidroliza
el polimero hasta mono(2-hidroxietil) tereftalato (MHET), y MHETasa, que completa la
degradacion hasta los mondmeros constituyentes acido tereftalico (TPA) y etilenglicol (EG)
(Yoshida et al., 2016). La caracterizacion cristalografica de IsPETasa (estructuras PDB: SYFE,
5YNS) revel6 una arquitectura </ hidrolasa con una caracteristica inusual: el sitio activo se ubica
en una hendidura superficial abierta y accesible, a diferencia de las cutinasas intracelulares que
presentan cavidades mas profundas y cerradas. Esta geometria superficial es la que permite a la
enzima atacar directamente la superficie solida de los filmes de PET (Han et al., 2017; Liu et al.,

2018).

1.1.3.1.  Estructura molecular y triada catalitica



El centro activo de IsPETasa contiene la triada catalitica conservada Ser16® — His?37 — Asp?96,
caracteristica de las serinas hidrolasas. Estos tres residuos forman un sistema de transferencia de
protones concertado que activa el grupo hidroxilo de la serina para el ataque nucleofilico sobre el
enlace éster del PET. La triada esta flanqueada por un surco hidrofébico formados por los residuos
Tyr>® — Trp56 — Trp185, que facilita el acoplamiento y orientacion de los anillos arométicos del
tereftalato durante la uniéon del sustrato. Adicionalmente, un bucle w (residuos 205-211) y una
region helicoidal lid—o 1 regulan la apertura del sitio activo y el posicionamiento optimo del

polimero para la catalisis (Han et al., 2017; Joo et al., 2018).

Figura 1. Arquitectura tridimensional del sitio activo de la Is PETasa y posicionamiento distal
del sitio de mutacion
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Nota. Vista de la estructura cristatografica de la enzima silvestre. Se resalta la organizacion

espacial de la triada catalitica central (Ser'®® — His?37 — Asp?©%), los residuos aromaticos del

surco de unidn al sustrato y la ubicacion periférica de la asparagina original en la posicion 233,
localizada en un lazo superficial expuesto al solvente. Adaptado de "Perspectives on the Role of
Enzymatic Biocatalysis for the Degradation of Plastic PET", por Magalhdes et al. (2021),
International Journal of Molecular Sciences, 22(20), p. 11257.

Lo que distingue estructuralmente a IsPETasa de otras hidrolasas es la posicion del residuo Asn?33,
ubicado en un bucle periférico flexible a aproximadamente 12 A del sitio activo. En la enzima
silvestre, la asparagina en esa posicion no establece interacciones estabilizadoras fuertes, lo que
confiere alta movilidad conformacional a esa regioén del bucle. Esa flexibilidad, beneficiosa a 30
°C, se convierte en una vulnerabilidad a temperaturas superiores: el bucle colapsa y arrastra

consigo la geometria del sitio activo (Garcia-Meseguer et al., 2023; Lu et al., 2022).



Tabla 1. Componentes estructurales claves de la IsPETasa y sus funciones cataliticas.

Elemento

estructural

Residuos Clave

Funcion en IsPETasa

WT

Efecto de la
mutacion N233K

Surco hidrofobico

Bucle g6 — 7
(region 225-235)

Triada catalitica

Agujero de
oxianion

Bucle w

TyTSS _ TT'p156
_ Trp185

Asn?33(WT)/
Lys?33(N233K)

Ser160 _ Hjg237

_ ASp206

Tyr87 — Met16?

Residuos 205-211

Acoplamiento hidrofobico
y anclaje de anillos

aromaticos del PET

Alta flexibilidad
conformacional/vulnerable
al calor

Acilacion y desacilacion

del sustrato

Estabilizacion del
intermediario tetraédrico
Posicionamiento del

polimero para hidroélisis

Sin efecto directo
debido a que
N233K actia a
distancia del sitio
de uniéon
Rigidizacion
mediante puente
salino K233-E204
N233K mejora el
caracter basico de
Asp?°6
indirectamente,
reduciendo

AG*de 16.5 a
12.1 kcal/mol

Sin efecto directo

Sin modificacion

estructural

Nota. Esta geometria superficial distintiva es la que diferencia a la IsPETasa de las cutinasas
internas, permitiendo la degradacion eficiente de polimeros cristalinos. La informacion sobre
efecto de N233K es basada en Garcia-Meseguer et al. (2023) y Lu et al. (2022)

1.1.3.2.

Ciclo Catalitico: Acilacion y Desacilacion



La despolimerizacion enzimatica del PET catalizada por la IsPETasa sigue un mecanismo bifasico
caracteristico de las serinas hidrolasas. Este proceso se compone de cuatro etapas elementales
organizadas en dos fases principales: acilacion y desacilacion. El flujo de transferencia electronica
y la formacion de los estados de transicion de este ciclo se detallan esquematicamente en la Figura

2.

Figura 2. Mecanismo quimico del ciclo catalitico de acilacion y desacilacion en la IsPETasa

1) Acilacion

2) Desacilacion
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Nota. Ciclo catalitico integrado de la enzima IsPETasa. Acilacion (A—C): Complejo de Michaelis
inicial (A), primer estado de transicion tetraédrico (TSf ) con estabilizacion en el hueco de oxanion
(B) y formacion del intermediario covalente acil-enzima (C). Desacilacion (D—F): Activacion de

una molécula de agua por la His?37 (D), segundo estado de transicién tetraédrico (TS3) (E) y
liberacion final del mondémero soluble con regeneracion de la triada libre (F). Adaptado de The
reaction mechanism of the Ideonella sakaiensis PETase enzyme, por T. Burgin et al., 2024,
Communications Chemistry, 7(1) (Burgin et al., 2024).

La primera fase, correspondiente a la acilacion, se inicia cuando el residuo de Ser1®° experimenta
un incremento drastico en su capacidad nucleofilica. Esto ocurre mediante una transferencia de

protones concertada a través de la His?37 y el Asp?°®, que actian como base general. Una vez
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activada, la Ser16°

ejecuta un ataque nucleofilico directo sobre el carbono del grupo carbonilo
C=0 del enlace ¢éster del PET, dando lugar a un intermediario tetraédrico transitorio. Este estado
de transicion es estabilizado electrostaticamente en el agujero de oxianion por los nitrogenos de la
cadena principal de la Tyr8” y la Met®. Al colapsar este intermediario, se rompe el enlace
covalente C—O de la cadena polimérica, lo que provoca la liberacion de un fragmento con un

extremo alcohol primario y la formacion de un complejo covalente acil-enzima.

Desde una perspectiva cinética y termodinamica, se ha determinado que esta fase de acilacion
constituye la etapa limitante de la reaccion (rate-limiting step). Debido al alto ordenamiento
molecular y la cristalinidad intrinseca de la matriz del PET, el proceso requiere superar una elevada
barrera de energia libre de activacion (AG¥~17.1 kcal /mol), lo que restringe la velocidad global

de la hidrélisis (Cui et al., 2024; Garcia-Meseguer et al., 2023).

En la desacilacion, una molécula de agua activada por la His?37 hidroliza el complejo acil-enzima,
liberando el producto principal MHET al medio y regenerando la Ser®® para un nuevo ciclo
catalitico. La introduccion de la mutante N233K en la variante evaluada en el presente trabajo
modifica este equilibrio energético al reorganizar la red de interacciones electroestaticas entorno a
la triada, N233K confiere mayor caracter basico al Asp?°®, lo que fortalece la activacion de la

His?37 y reduce la barrera de activacion a 12.1 kcal/mol (Garcia-Meseguer et al., 2023).
1.1.3.3.  Limitaciones Criticas para Aplicacion Industrial

A pesar de su eficiencia bioldgica, la IsPETasa silvestre presenta limitaciones severas para su
implementacion industrial. La enzima es termolabil, con una temperatura de fusion (T,,,) de solo
48.1 °C. Su actividad catalitica declina drasticamente cuando la temperatura supera los 40 °C. Esta
inestabilidad es un obstaculo critico, ya que la degradacion industrial del PET requiere
temperaturas mas elevadas para alcanzar la temperatura de transicion vitrea (T,) del polimero (65-
70 °C), punto en el cual las cadenas plasticas son mas modviles y accesibles para el ataque

enzimatico (Garcia-Meseguer et al., 2023).
1.1.4. Disefio Racional de Variantes Termoestables por 1A

El salto cualitativo desde las variantes naturales hasta enzimas robustas como la FAST-PETase no
se logré mediante la evolucion dirigida tradicional, que suele ser un proceso laborioso y aleatorio,

sino a traveés de estrategias de ingenieria de proteinas asistida por aprendizaje automatico (Machine
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Learning). Lu et al. (2022) implementaron una red neuronal convolucional 3D autocurada y
mutada (MutantCNA) para predecir qué residuos de aminoécidos, al ser modificados, mejorarian
la estabilidad térmica sin comprometer la actividad catalitica. Esta metodologia permitié escanear
miles de microentornos quimicos dentro de la estructura proteica, identificando posiciones que no
son intuitivas para un bioquimico humano. El algoritmo predijo que mutaciones distantes del sitio
activo, como la N233K, podrian ejercer efectos estabilizadores globales mediante el
reordenamiento de las cargas superficiales. Este enfoque basado en datos (Data-driven approach)
ha demostrado reducir los tiempos de investigacion de afos a semanas, permitiendo el disefio de
biocatalizadores "a medida" para condiciones industriales especifica (Lu et al., 2022; Tournier et

al., 2020).
1.1.4.1. Sustitucion N233K en IsPETasa

Para lograr superar la barrera de la termoestabilidad, la investigacion actual se ha centrado en el
disefio racional y la evolucion dirigida de la enzima, utilizando herramientas de inteligencia
artificial y aprendizaje automatico. Entre las modificaciones mas exitosas, destaca la variante
conocida como FAST-PETase (Functional, Active, Stable, and Tolerant PETase), la cual incorpora
mutaciones puntuales estratégicas, siendo la sustitucion N233K (Asparagina por Lisina en la

posicion 233) un componente determinante para su viabilidad industrial (Lu et al., 2022).

A nivel estructural, la sustitucion de la asparagina neutra por una lisina de carga positiva en la
posicion 233 genera una nueva interaccion electroestatica con el residuo de acido glutdmico en la
posiciéon 204 (Glu?°*) como se puede observar en la figura 3. Este puente salino intramolecular
K233-E204, inexistente en la enzima silvestre, actia como un ancla molecular que reduce las
fluctuaciones conformacionales del bucle adyacente al sitio activo (Lu et al., 2022).

Figura 3. Comparacion estructural entre la enzima silvestre y la variante FAST-PETase
destacando el puente salino en N233K.



Nota. La figura ilustra la formacion de nuevos enlaces estabilizadores, incluyendo el puente salino
Lys233-Glu204 (panel f). Adaptado de "Machine learning-aided engineering of hydrolases for
PET depolymerization", por Lu et al, 2022, Nature, 604(7907), p. 664.
https://doi.org/10.1038/s41586-022-04599-z.

Esta estabilizacion estructural tiene un efecto dual: no solo eleva la temperatura de fusion (Tm) de
la enzima, sino que también optimiza la interaccion electrostatica con el sustrato anidonico durante
el estado de transicion de la catalisis (Garcia-Meseguer et al., 2023). Adicionalmente, la mutacion
N233K trabaja en cooperatividad con otras sustituciones presentes en la FAST-PETase, como
SI121E y DI186H. Estas modificaciones conjuntas fortalecen la red de enlaces de hidrégeno,
rigidizando el esqueleto proteico sin comprometer la flexibilidad necesaria del sitio activo para

acomodar el polimero (Bell et al., 2022).

La sinergia entre la mutacion N233K y el resto de las modificaciones estabilizadoras permite que
la enzima opere eficientemente a 50 °C, acercandose a la T, del PET. Esto incrementa la movilidad
de las cadenas poliméricas amorfas y facilita su acceso al sitio activo enzimatico. Como resultado,
esta variante ha demostrado ser capaz de degradar 51 tipos diferentes de productos comerciales de
PET post-consumo en tiempos que varian de horas a dias, superando en 6rdenes de magnitud la

eficiencia de la enzima silvestre y otras variantes previas como la ThermoPETase (Cui et al.,

2021).

1.1.4.2.  Propiedades y estabilidad de la mutante N233K
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Para comprender la trascendencia de la mutacion N233K, es imperativo analizar la termodinamica
del sustrato. El PET post-consumo posee un alto grado de cristalinidad, donde las cadenas
poliméricas estan empaquetadas densamente, haciéndolas impermeables a la enzima silvestre que
opera a 30 °C. La accesibilidad del sustrato esta gobernada por la temperatura de transicion vitrea

(Ty), que ronda los 65-70 °C (Wei & Zimmermann, 2017).

La innovacion critica de incorporar la lisina en la posicion 233 radica en que confiere a la enzima
la capacidad de operar a 50 °C. Esta temperatura, inalcanzable para la enzima sin la mutacién
N233K, proporciona la energia térmica necesaria para inducir la "respiracion de la cadena
polimérica" en el plastico. Por tanto, la estabilidad térmica generada por el puente salino de la
N233K no es solo una mejora estructural, sino un requisito termodindmico indispensable para que

la hidrolisis ocurra en plésticos reales y no solo en muestras de laboratorio (Tournier et al., 2020).

El proceso de hidrolisis enzimatica del PET es una reaccion heterogénea gobernada por equilibrios
termodindmicos complejos. La variante N233K optimiza estos equilibrios al modificar la

estabilidad conformacional de la proteina y la cinética de interaccion con el polimero.
1.1.4.3. Estabilidad conformacional y el rol del puente salino N233K-E204

La estabilidad termodinamica de una proteina se define por el cambio en la energia libre de Gibbs
de desplegamiento (AG), donde AG = AH - TAS. De acuerdo con Chan et al. (2011), la formacion
de puentes salinos estabilizadores genera un aporte entdlpico negativo (AH < 0), es decir, una
contribucion energética favorable que eleva la barrera energética de desnaturalizacion. En el caso
de la variante N233K, la introduccién del residuo de lisina (K) en la psicion 233 establece un
puente salino intramolecular con el residuo de acido glutdmico (E204), incrementando el AH de
desplegamiento y haciendo termodindmicamente mas costoso el desenrollamiento de la proteina
(Lu et al., 2022). Este efecto permite que la enzima mantenga un AG de desplegamiento positivo
y elevado incluso a altas temperaturas, donde el término entrépico TAS favorece el estado
desplegado, elevando asi la temperatura de fusiéon (Tm) de la enzima (Garcia-Meseguer et al.,
2023). Esta estabilizacion impide que el bucle superficial se desnaturalice, manteniendo la

integridad del sitio activo durante la exposicion prolongada a condiciones industriales de 50 °C.

1.1.4.4. Reduccion de la barrera energética y cinética de activacion
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La eficiencia de la variante N233K también se explica a través de la reduccion de la energia libre
de activacién (AG*) necesaria para alcanzar el estado de transicion durante la hidrélisis. Segiin
Garcia-Meseguer et al. (2023), mediante simulaciones de mecanica cudntica (QM/MM), se ha
demostrado que la mutacion N233K reorganiza la red de enlaces de hidrogeno de la triada catalitica
(Ser1®0  Asp?96, His?37). Esta reorganizacién estabiliza el intermediario acil-enzima,
permitiendo que la barrera de energia para el ataque nucleofilico sea menor en comparacion con

la enzima silvestre.
1.1.4.5.  Sinergia entre la termo estabilidad y la transicion vitrea del PET

Un aspecto critico para comprender la eficiencia de la variante N233K en condiciones reales es su
complementariedad con las propiedades fisicas del sustrato. El1 PET post-consumo, como el
empleado en el presente trabajo, posee un grado de cristalinidad variable (tipicamente 20-35%)
que limita la accesibilidad de la enzima a los enlaces éster. Por debajo de la T, (65-70 °C), las
cadenas poliméricas del componente amorfo presentan cierta movilidad, pero a temperaturas de
50 °C esta movilidad es considerablemente inferior a la que existiria por encima de la T, (Wei &

Zimmermann, 2017).

La relevancia de operar a 50 °C, temperatura alcanzable para N233K, pero no para IsPETasa WT,
es que proporciona suficiente energia térmica para inducir lo que Lu et al. (2022) describen como
“respiracion” de las cadenas poliméricas amorfas: fluctuaciones de corto alcance que
transientemente exponen los enlaces éster y permiten el acceso del sitio activo enzimatico. Segin
la ecuacion de Arrhenius, cada incremento de 10 °C en la temperatura de reaccion
aproximadamente duplica la constante cinética de modo que la diferencia entre operar a 30 °C
(IsPETase WT) y 50 °C (variante N233K) representa potencialmente un incremento de 4 a 8 veces
en la velocidad de reaccion, independientemente de las mejoras cataliticas intrinsecas de la

mutacion.
1.1.5. Viabilidad industrial y escalabilidad biotecnologica de la variante N233K

La viabilidad de implementar la variante N233K a escala industrial depende de su rendimiento en
condiciones no controladas y de su capacidad para integrarse en modelos de economia circular

sostenibles.
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1.2.  OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo General
- Disedar la variante mutante N233K de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis
1.2.2. Objetivos Especificos
- Construir la variante mutante N233K de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis.
- Aislar la variante mutante obtenida utilizando cromatografia de afinidad.

- Evaluar la eficiencia de degradacion de la variante N233K de la enzima PETasa de

Ideonella sakaiensis sobre el PET
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2.1. Materiales

CAPITULO II.- METODOLOGIA

El desarrollo practico de este estudio tuvo lugar en las instalaciones laboratoriales pertenecientes

a la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de

Ambato. La descripcion pormenorizada de los reactivos de grado analitico, materiales de consumo

e instrumental tecnoldgico requeridos para el proceso se encuentra estructurada en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de reactivos, Materiales fungibles y Equipos utilizados en el proyecto de

investigacion

Reactivos

Acrilamida

Agar bacteriologico
Agua desionizada
Agua destilada

Alcohol etilico

EDTA

Extracto de levadura

Hidroxido de sodio (NaOH)

Imidazol

Kit para la extraccion de ADN plasmidico

GeneElute™ Plasmid Miniprep

Cloranfenicol Reactivo de Biuret
E. coli DH5x SDS
E. coli BL21(DE3) Rosetta Triptona
Tris HCI
Material Fungible

Balones de aforo
Cajas Petri de vidrio
Columna Ni-NTA
Espatulas estériles
Frascos de tapa azul
Gradillas

Guantes de nitrilo

Hisopos

Tubos eppendorf

Malla metélica
Matraz Erlenmeyer
Papel absorbente
Papel aluminio
Papel film

Papel filtro

Pipetas

Probetas

Papel absorbente
Puntas para micropipetas (2-20 uL, 20-200
ul, 10-1000 uL)
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Mechero Tubos falcon

Equipos

Agitador incubador orbital FPLC
Autoclave Incubadora
Balanza analitica Micropipetas (2-20 puL, 20-200 pL, 10-1000

uL)
Bafio termostatico con agitacion Nanodrop
Céamara de electroforesis Potencidmetro
Cémara de flujo laminar Plancha de agitacion
Centrifuga Plancha de calentamiento
Estufa Refrigerador
Termociclador Ultra congelador

Vortex

2.2. Métodos

2.2.1. Construccion de la variante mutante N233K de la enzima PETasa de Isakaiensis.

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizd6 como molde la secuencia de la variante M5 de
la enzima IsPETasa. Esta variante habia sido previamente disefiada y optimizada por la Dra.
Liliana Cerda Mejia y el Dr. Mario D. Garcia, docentes de la Facultad de Ciencia e Ingenieria
en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato, con el objetivo de mejorar la

actividad y la estabilidad de la PETasa frente a sustratos de PET.

2.2.1.2. Obtencion de la variante N233K

El gen que codifica la variante M5 de IsPETasa se clon6 en el vector de expresion pET30a(+), el
cual contiene una etiqueta de histidinas (His-tag) y un marcador de resistencia a kanamicina, bajo
el control del promotor T7. Sobre esta construccion se disefido la mutacion puntual N233K,
sustituyendo el residuo asparagina por lisina en la posicion 233 de la secuencia de la enzima. La
modificacion se realiz6 in silico, cambiando el codén correspondiente a N233 por un codon de
lisina sin alterar el marco de lectura ni los sitios de clonacion. Para facilitar la insercion del gen
mutado en el vector pET30a(+), el disefo incluy6 los sitios de restriccion Ndel y Xhol en los

extremos 5"y 3’ del gen, respectivamente, compatibles con el marco de clonacioén del vector.
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Una vez definido el disefio in silico, la construccion génica correspondiente a la PETasa M5
portadora de la mutacion N233K fue sintetizada de manera comercial y suministrada ya clonada

en el vector pET30a(+), quedando lista para su posterior expresion recombinante.

2.2.1.3. Transformacion de células competentes Escherichia coli DH5x

El plasmido recombinante portador de la secuencia N233K fue transformado en células
competentes de Escherichia coli DH5a con el propoésito de su propagacion. La transformacion se
realizd6 mediante choque térmico, siguiendo el protocolo descrito por Cohen et al. (1973). Para
ello, se descongelaron alicuotas de 100 pL de células competentes en hielo durante 30 min;
posteriormente, se afiadieron 100 ng del plasmido y se incubd nuevamente en hielo durante 30
min. A continuacién, se aplicé un choque térmico a 42 °C durante 90 s, seguido de un retorno
inmediato a hielo por 2 min. Luego se agregaron 900 pL de medio SOC y se incubd a 37 °C durante
90 min con agitaciéon a 220 rpm. Finalmente, se sembr6 el cultivo en placas de agar LB
suplementadas con kanamicina y se incub6 entre 24 y 48 h a 37 °C. De las colonias obtenidas, se

seleccionaron entre 2 y 5 para iniciar cultivos liquidos en caldo LB.

2.2.1.4. Extraccion del ADN plasmidico

La extraccion del ADN plasmidico se realizo utilizando el kit GenElute Plasmid Miniprep (Sigma-
Aldrich, 2013), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cultivos bacterianos se
centrifugaron a 12 000 x g durante 1 min para recuperar el pellet celular. Este se resuspendié en
200 pL de solucion de resuspension, seguido de la adicion de 200 pL de solucion de lisis,
mezclando por inversion hasta observar una solucion homogénea. Posteriormente, se afadieron
350 puL de solucion de neutralizacion y se centrifugd a 12 000 x g durante 2 min. El sobrenadante
obtenido se transfiri6 a la columna de purificacion GenElute, la cual se lavo con 750 pL de solucion
de lavado. Finalmente, el ADN plasmidico se eluyé en 100 pL de agua grado biologia molecular.

La concentracion y pureza del ADN se determinaron mediante espectrofotometria en NanoDrop.

2.2.1.5. Transformacion de células competentes Escherichia coli BL21(DE3) Rosetta

Para la expresion recombinante de la proteina, el pldsmido purificado se transformé en células
competentes de E.coli BL21(DE3) Rosetta, empleando el mismo protocolo de choque térmico
descrito previamente para DH5a. En este caso, el medio de cultivo se suplement6 adicionalmente
con cloranfenicol con el fin de asegurar el mantenimiento del pldsmido pRARE caracteristico de

esta cepa.
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2.2.1.6. Expresion de la variante N233K de IsPETasa

Siguiendo la metodologia descrita por Sevilla y Cerda (2022), una colonia transformada se
inocul6 en 25 mL de caldo LB suplementado con kanamicina (50 pg/mL) y cloranfenicol (34
pg/mL), e incubd a 37 °C y 200 rpm durante 16 h. Posteriormente, el cultivo se transfirié a 500
mL de medio LB fresco y se mantuvo bajo las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad

optica a 600 nm (DO600) de 0.6 a 0.8.

La expresion de la proteina se indujo mediante la adiciéon de IPTG a una concentracion final de
0.1 mM. Después de la induccion, los cultivos se incubaron a 20 °C durante 18 a 24 h con agitacion
constante. Finalizado este periodo, la biomasa se recolectd por centrifugacion a 4 000 rpm, 4 °C
durante 20 min. El pellet celular obtenido se resuspendid en tampon Tris 50 mM (pH 8.0), NaCl
150 mM e imidazol 5 mM, utilizando 6 mL de tampén por gramo de biomasa. Las muestras se

almacenaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

2.2.2. Aislamiento de la variante mutante mediante cromatografia de afinidad

2.2.2.1. Lisis celular

A la suspension celular se le afiadié lisozima a una concentracion de 10 mg por gramo de células,
con el fin de favorecer la ruptura de la pared celular. Posteriormente, la suspension fue sometida a
sonicacion para facilitar la liberacion del contenido proteico intracelular, siguiendo la metodologia

descrita por Dermikt y Mardakheh (2021).

2.2.2.2. Purificacion de la proteina

El lisado celular se centrifugd a 21 000 x g durante 60 min a 4 °C para eliminar los restos celulares
insolubles. El sobrenadante se cargd en una columna de afinidad Ni-NTA previamente equilibrada

con tampdn Tris 50 mM (pH 8.0), NaCl 150 mM e imidazol 5 mM.

La columna se lavo con 5 a 10 volumenes de columna para remover proteinas unidas
inespecificamente. La elucion de la proteina recombinante se realizd con tampon suplementado
con 250 mM de imidazol, recolectando fracciones de 0.5 mL. La pureza de la proteina se verifico
mediante electroforesis SDS-PAGE y su concentracion se determind por espectrofotometria en

NanoDrop 2000.
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2.2.3. Evaluacion de la eficiencia de degradacion sobre el PET

2.2.3.1. Ensayo de degradacion del PET

Para evaluar la capacidad degradativa de la variante N233K, se utilizaron granulos de PET post-
consumo previamente micronizados, lavados y secados. El ensayo se realizé incubando el sustrato
en 500 puL de tampon fosfato de potasio 1 M (pH 8.0) en presencia de 1.5 mg de enzima por gramo
de PET. La reaccion se llevo a cabo a 50 °C durante 72 h.

La reaccion se detuvo mediante la adicion de una solucion de fosfato 20 mM (pH 2.5) y DMSO al
12%. Posteriormente, el PET residual se lavo con agua desionizada y etanol, y se seco hasta obtener
peso constante. La eficiencia de degradacion se calculd a partir de la diferencia de masa entre la

muestra inicial y la muestra final.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Disefio de la variante mutante IsPETasa N233K

3.1.1.1. Analisis Estructural de la Mutacion Puntual en la Posicion 233

El pilar fundamental para optimizar la despolimerizacion enzimatica del PET consistio en el disefio
bioinformatico de la variante mutante de la enzima PETasa de /.sakaiensis, tomando como base la
secuencia nativa reportada por Yoshida et al. (2016). Para este proposito, se seleccion6 de manera
dirigida la sustitucion del residuo de Asparagina por Lisina en la posicion 233. Como se ilustra en
el alineamiento de la Figura 4, esta mutacion se consolid6 a nivel genético mediante la transicion

de una citosina por una adenina en la tercera posicion del triplete original (AAC—AAA).

Desde la perspectiva del disefio experimental, la eleccion del codon AAA representa una ventaja
metodologica critica en los protocolos de mutagénesis dirigida; de acuerdo con Austin et al.
(2018), el cambio de un solo nucledtido minimiza los desajustes termodindmicos (mismatches) en
el diseno de los cebadores oligonucleotidicos. Adicionalmente, esta sustitucion responde de
manera directa al sesgo en el uso de codones de E.coli. Como sefialan Sevilla et al. (2023), el uso
de secuencias previamente optimizadas para el hospedador es mandatorio, siendo el triplete AAA
un codon de alta frecuencia en E.coli que optimiza la cinética de elongacion peptidica y previene

el estancamiento ribosomal.

Figura 4. Esquema de mutacion puntual en la posicion 233 de la enzima IsPETase.

Posicion 233 de la enzima IsPETase
Enzima WT: CTT GAAATC AAC GGG GGC TCC
Variante IsPETase N233K: CTT GAA ATC AAA GGG GGC TCC
AAC Codifica Asn (N)

AAA Codifica Lys (K)

Nota. Alineacion de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas que ilustra el cambio de un solo
nucledtido (C — A) en el codon correspondiente a la posicion 233. Este cambio de sentido
determina la sustitucion de la Asparagina (Asn) original por una Lisina (Lys) en la variante
mutante. Fuente: Elaboracion propia (2026).
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La introduccion de la Lisina (un aminoacido basico con una cadena lateral provista de carga
positiva neta) altera significativamente el entorno electrostatico local. Los estudios cristatograficos
de Han et al. (2017) ¢ Joo et al. (2018) demostraron que la posicion 233 se ubica un bucle (loop)
periférico flexible que flanquea el sitio activo y se encuentra espacialmente proximo a los residuos

de la triada catalitica (Ser16® — Asp?96 — His?37)

De acuerdo con el modelo estructural de Lu et al. (2022), la carga positiva del grupo amino de la
Lisina 233 cuyo origen genético se detallo previamente en la figura 4 propicia la formacion de un
puente salino intramolecular con el grupo carboxilo del acido glutdmico posicionado en la
ubicacion 204, el cual exhibe carga negativa. La enzima de tipo silvestre es intrinsecamente
termolabil y pierde su conformacion nativa de forma acelerada a temperaturas mayores a los 30
°C (Yoshida et al., 2016). Esto restringe su viabilidad industrial debido a que el PET comercial
posee un alto grado de ordenamiento cristalino y requiere temperaturas mas elevadas para

flexibilizar sus cadenas amorfas (Sevilla et al., 2023).

Al rigidizar molecularmente este bucle flexible mediante la atraccion electrostatica del puente de
sal Lys?33 — Glu?%*, la arquitectura de la enzima incrementa de forma dréstica su estabilidad
térmica (temperatura de fusion), permitiéndole operar activamente en rangos optimos de 40 °C a
50 °C sin sufrir desnaturalizacion inmediata, tal como lo describen Lu et al. (2022). Esta estrategia
de estabilizacién mediante la modificacion de bucles flexibles guarda total consistencia con los
hallazgos en variantes consolidadas en la literatura como DuraPETase (Austin et al., 2018) y
ThermoPETase (Son et al., 2019), donde la disminucion de la fluctuacion en las inmediaciones de

la hendidura catalitica derivo en un incremento sustancial de la vida media de la enzima.

Al comparar este enfoque con las investigaciones biotecnoldgicas desarrolladas Sevilla et al.
(2023), se evidencia una interesante complementariedad en las estrategias de ingenieria de
proteinas. Mientras que Sevilla et al. (2023) modificaron directamente el bolsillo catalitico
introduciendo sustituciones hidrofobicas y aromaticas como S238Y, la cual propicia interacciones
de apilamiento m — 1 con los anillos bencénicos del PET, logrando un incremento de 3.3 veces en
la pérdida de cristalinidad del polimero, la mutacion N233K aqui evaluada opera como un

mecanismo de estabilizacion a largo alcance (Lu et al., 2022).

Esto es un factor crucial si se considera que alteraciones directas en los residuos contiguos a la

triada catalitica conllevan riesgos de impedimento estérico o pérdida de actividad; un fenémeno

20



demostrado precisamente por Sevilla et al. (2023) con la variante mutante 1208V, la cual

237 incrementando la flexibilidad aberrante

desestructurd los contactos no covalentes con la His
del residuo catalitico y disminuyendo drasticamente la actividad hidrolitica in vitro. Por lo tanto,
el disefio de la variante N233K se posiciona en la literatura cientifica actual como una ruta robusta
que optimiza la termoactividad conservando intacta la orientacion geométrica de la triada catalitica

nativa (Lu et al., 2022; Son et al., 2019)

Es fundamental contrastar el alcance de la presente investigacion frente al enfoque multipuntual
reportado por Lu et al. (2022). En dicho estudio, los autores emplearon un algoritmo de
aprendizaje automatico (machine learning) para disefar la variante global denominada FAST-
PETase, la cual no depende de una modificacion aislada, sino de la co-expresion y sinergia de
cinco mutaciones simultaneas (N233K, R224Q, S214E, [168R y E121M). Si bien el conjugado
multimutante de Lu et al. (2022) alcanza niveles sobresalientes de termoestabilidad, la
introduccion simultanea de multiples sustituciones genera un fendmeno de epistasis estructural.
Esto significa que los efectos combinados de las mutaciones no siempre son puramente aditivos,
lo que imposibilita discriminar con precision el peso de estabilizacion real que aporta cada

aminoacido de manera individual.

3.1.1.2. Estrategia de clonacion In Silico y Seleccion del Vector pET-30a(+)

Para dar cumplimiento a la expresion heterdloga a gran escala y asegurar la posterior purificacion
de la variante IsPETasa N233K, se estructurd un casete de expresion recombinante insertado en el
vector plasmidico comercial pET-30a(+). La seleccion de este plasmido se fundamenta en su
robusto promotor T7, el cual es gobernado estrictamente por el operador lac y requiere la adicion
de IPTG para desencadenar la transcripcion de alta eficiencia mediada por la ARN polimerasa del
fago T7, permitiendo acumular la proteina de interés hasta en un 50% del proteoma celular total

(Han et al., 2017).

Asimismo, la arquitectura de este plasmido incorpora un gen de resistencia a la Kanamicina (nptlI).
Como describen Sevilla et al. (2023), a diferencia de los vectores comerciales que confieren
resistencia a la ampicilina (como la serie pET21b), la resistencia a la kanamicina ofrece una
estabilidad segregacional marcadamente superior en cultivos de alta densidad. En inducciones
prolongadas, la ampicilina sufre una inactivacion catalitica prematura debido a la secrecion de -

lactamasas al medio, lo que propicia indeseadamente la proliferacion de "colonias satélites" que
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han perdido el plasmido (Austin et al., 2018); un escenario que se mitiga sustancialmente

utilizando kanamicina como presion de seleccion en el sistema de expresion.

Figura 5. Mapa de restriccion y elementos regulatorios del vector recombinante pET-30a(+)-
IsPETasa N233K.

Ndel Enzima Mutante Xhol Histidinas
CATATG- Variante IsPETase N233K-CTCGAG-His Tag

T7 terminator
is affinity tag

PETasa_N233K

T7 promoter/ KanR

1.M5_N233K in pET-30a(+)

6026 bp

Rop protein, which maintains plasmids at low copy number

Nota. Representacion del plasmido circular de 6026 pb que detalla la insercion direccional del
gen de la enzima mutante IsPETasa N233K. Se indican las posiciones del promotor T7, el
operador lac, el gen de resistencia a kanamicina y la fusion en fase con la etiqueta de afinidad de
polihistidinas (6xHis tag) en el extremo C-terminal mediante el sitio Xhol. Fuente: Elaboracion
propia (2026).

Tal como se detalla en la estrategia de corte y mapa circular de la Figura 5, la clonacion molecular
se disend mediante una digestion e insercion direccional utilizando las endonucleasas de
restriccion Ndel en el extremo 5' y Xhol en el extremo 3'. El empleo del sitio Ndel (CA*TATG)
constituye una refinacion metodoldgica clave; la secuencia de reconocimiento de esta enzima
abarca exactamente el codon de inicio de la traduccion (ATG) provisto por el vector, lo cual se ve
reflejado en el esquema del inserto lineal de la Figura 5. Al escindir los elementos remanentes del

sitio de clonacion multiple (MCS) localizadas aguas arriba se eliminan de forma absoluta péptidos
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exodgenos innecesarios como la etiqueta S-tag y el sitio de corte de la enterocinasa. Esta
configuracidn garantiza que el extremo N-terminal de la variante mutante mantenga su secuencia
nativa intacta, evitando impedimentos estéricos que pudieran interferir con la flexibilidad inicial
de la hendidura catalitica de la enzima, en concordancia con los criterios de disefio de Liu et al.

(2018).

En lo que respecta al extremo C-terminal, la incorporacion de la diana de restriccion Xhol
(CA"TCGAG) permiti6 enlazar el marco de lectura (reading frame) del gen de la IsPETasa N233K
en perfecta fase con la secuencia reguladora del vector. Como se observa en el acoplamiento
genético de la Figura 5, esto faculta la adicion estructural de una cola de 6 Histidinas (6xHis
affinity tag). Esta etiqueta de afinidad viabiliza la purificacion de la enzima mediante
Cromatografia de Afinidad por Iones Metalicos Inmovilizados (IMAC), utilizando columnas
empacadas con resinas de Niquel (Ni?"). La colocacion de la cola de histidinas en la terminal C-
hidroxilo asegura que unicamente las cadenas peptidicas que completaron exitosamente su
traduccion a lo largo del ribosoma sean retenidas y purificadas, descartando fragmentos proteicos

truncados o incompletos.

Esta misma arquitectura C-terminal para el His-tag fue validada con éxito por Sevilla et al. (2023)
y Austin et al. (2018), quienes confirmaron mediante ensayos estructurales y microscopia
electronica de barrido (SEM) que el adosamiento de este micro-péptido en el extremo C-terminal
de IsPETasa no altera la accesibilidad molecular de la hendidura hidrofébica hacia las cadenas

densas de PET provenientes de botellas comerciales.

Finalmente, para albergar y expresar el constructo recombinante, se determiné el uso de la cepa de
expresion especializada, E. coli BL21(DE3) Rosetta. Debido a que /. sakaiensis posee un genoma
con un sesgo marcado hacia un alto contenido de GC, su ARNm presenta multiples codones
catalogados como '"raros" o de baja disponibilidad dentro del pool de ARNt de las cepas
convencionales de E. coli, tales como AGG/AGA para arginina o AUA para isoleucina (Yoshida

et al., 2016; Han et al., 2017).

Esta limitacion bioldgica, subsanada mediante la arquitectura del pldsmido pET-30a(+)-/sPETasa
N233K mapeado en la Figura 5, se resuelve gracias a que la cepa hospedadora proporciona el
plasmido accesorio compatible pRARE. Al igual que la estrategia de expresion optimizada

implementada por Sevilla et al. (2023), este sistema suplementa intracelularmente los ARNt
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correspondientes a estos codones minoritarios. El acoplamiento de la cepa Rosetta (DE3) con el
vector pET-30a(+) optimiza drasticamente las tasas de traduccion y el rendimiento neto de la
proteina, previniendo la finalizacién prematura del péptido y asegurando la obtencion de un
extracto enzimatico soluble y altamente funcional para las posteriores evaluaciones de degradacion

(Sevilla et al., 2023; Son et al., 2019).
3.1.2. Aislamiento de la variante mutante mediante cromatografia de afinidad

3.1.2.1. Evaluacion del perfil de elucion hidrodinamica en FPLC-IMAC

El aislamiento de la variante mutante IsPETasa N233K a partir de la fraccion citoplasmatica
soluble de E. coli BL21(DE3) Rosetta se realizé mediante cromatografia de afinidad por metal
inmovilizado (IMAC). Cabe recalcar que se adoptdé una elucién isOcratica con tampon
suplementado con 250mM de imidazol de forma continua. Esta estrategia concentra la desorcion
de la proteina de interés en una ventana de volumen reducida, generando un perfil de elucién agudo
que facilita la recoleccion del pool con minima dilucién del biocatalizador (Cytiva Life Sciences,

2020).

Como se evidencia en la figura 6, el cromatograma presenta tres fases claramente diferenciadas.
Durante la fase inicial de carga y lavado (0-37mL), la sefial de absorbancia Uv a 280 nm mostrd
una meseta sostenida de alta absorbancia, correspondiente al paso de proteinas del lisado celular
sin afinidad especifica por la resina Ni-NTA. La caida abrupta de la sefial hacia los 37 mL y su
estabilizacion en la linea base es el primer indicador positivo del proceso. Esto confirma que el
lavado fue suficiente para eliminar los contaminantes del hospedero antes de iniciar la elucion,

evitando la co-elucion de proteinas inespecificas con la enzima de interés.

La fase de elucion gener6 un pico agudo con absorbancia maxima de 1730 mAU, localizado entre
las fracciones T5, T6, T7. La morfologia estrecha y simétrica de este pico indica que la 6xHis-tag
se encontraba correctamente expuesta en el exterior del armazon globular de la enzima,
permitiendo una coordinacién eficiente con los sitios de Ni?* y una desorcién sincronizada al
introducir el imidazol competidor. Un pico ancho o asimétrico habria sugerido heterogeneidad en
la accesibilidad del His-tag o la presencia de multiples poblaciones proteicas con distintas

afinidades por la resina (Rosano & Ceccarelli, 2014).
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Con el fin de estimar la masa proteica bruta eluida en esta etapa, previo a cualquier manipulacion
fisica de la muestra y corrigiendo la interferencia del frente de buffer mediante una aproximacion
triangular sobre el hombro de desorcion se aplicéd la ley de Beer-Lambert para celdas de flujo

continuo:

Areay;,X1073
exl

Masa Total (mg) = < >x PM x 1000

Donde AUC es el area bajo la curva del pico (base: 2.0 mL; altura: 1.73 AU; AUC 1.73 AU-mL),
€ es el coeficiente de extincion molar tedrico de la variante N233K (35660 M~1-cm™, l es la
longitud de camino optico de la celda de AKTA Start (2 mm = 0.2 cm, seglin especificaciones del
fabricante; (Cytiva Life Sciences, 2020), y PM es el peso molecular de disefio de la variante
recombinante (28 775.04 g/mol). Al remplazar esto valores en la formula nos da una masa estimada
de 6.98 mg de enzima recombinate, equivalente a una concentraciéon media preliminar de 3.49

mg/ml distribuido en el volumen de elucion del FPLC.

Figura 6. Perfil cromatogradfico FPLC-IMAC de la variante IsPETasa N233K
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Nota. La curva azul representa la absorbancia UV a 280 nm en mAU. Las marcas rojas delimitan
las fracciones TS, T6 y T7 recolectadas automaticamente por el equipo AKTA Start. El area bajo
el pico fue utilizada para la estimacion de masa proteica bruta por integraciéon geométrica.

3.1.2.2. Purificacion de las fracciones por filtracion en gel

El imidazol libre empleado en la elucion IMAC absorbe intrinsecamente a 280 nm, introduciendo
un sesgo de sobreestimacion sistemadtica a cualquier medicion espectrofotométrica directa de la

muestra cruda. Por esta razon, el pool de las fracciones T5-T7 fue transferido inmediatamente a
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una columna de filtracion en gel por gravedad para efectuar el desalado e intercambio de tampon
de forma simultanea, acondicionando la muestra para su cuantificacion real y para los ensayos de

hidrolisis posteriores.

El perfil cromatografico continuo post-filtracion determinado en el NanoDrop 2000 se expone en
la Figura 7. Debido a que las lecturas instrumentales iniciales operaron bajo una relacion
predeterminada de fabrica donde una unidad de absorbancia equivale a un miligramo por mililitro
(1 Abs= 1 mg/mL), los valores registrados originalmente actian como magnitudes de absorbancia
real (A,go). Para corregir analiticamente este perfil de elucion hacia los valores de concentracion

de masa verdaderos de la variante IsPETasa N233K, se aplico la ley de Beer-Lambert:

A280

gmasa * l

Donde [ representa el paso optico (1.0 cm) y &nq4sq €S €l coeficiente de extincion de masa
especifico calculado con base en las propiedades intrinsecas provistas para el constructo

recombinante: un coeficiente molar (£,,5,4r) de 35660 M1 -cm y un peso molecular de

-1 (Smolar)'

28775.04 ﬁ, determinando un factor de correccién de 1.239L-g~1-cm 5y

Tras la normalizacion matematica de las densidades Opticas, la fraccion 1 exhibié una
concentracion real de 0.036 mg/mL, correspondiente al volumen muerto de la matriz. Las
fracciones 2 y 3 (0.604 mg/mL y 1.216 mg/mL, respectivamente) correspondieron al flanco
ascendente de elucion. El nicleo simétrico central se localizd en las fracciones 4 y 5, alcanzando
las concentraciones méaximas de 2.927 mg/mL y 2.818 mg/mL. Finalmente, la fraccién 6 (1.217
mg/mL) marcé el descenso de elucion. Al estar estandarizado el volumen de recoleccion a
exactamente 1.0 mL por tubo, el producto estequiométrico directo entre la concentracion real y
dicho volumen volumétrico (m = c - I,) arroja la masa absoluta por alicuota. Bajo este criterio de
maxima pureza, se selecciond el nucleo central (Fracciones 4 y 5) para conformar el pool
purificado final. Esta resolucion confind de forma exitosa una masa neta combinada de 5.745 mg
de enzima soluble de un volumen total 2.0 mL, con una concentracion media de pool de 2.873

mg/mL.

El dato mas relevante de esta etapa es la convergencia entre la estimacion previa por integracion

geométrica del cromatograma FPLC (6.98 mg) y la masa real medida por NanoDrop tras eliminar
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el imidazol (5.745 mg). La correlacion matematica que valida dos aspectos simultdneamente,
primero, que el modelo biofisico de integracion triangular es una aproximacion robusta para la
cuantificacion en linea en sistemas FPLC, segundo, que no hubo pérdidas significativas de proteina
por absorcion inespecifica en la matriz de filtracion en gel, de conformidad con los criterios de
estabilidad operativa para proteinas recombinantes descritos por Rosano & Ceccarelli, (2014).

Figura 7. Perfil de concentracion proteica post-filtracion en gel de la variante IsPETasa N233K
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Nota. La linea continua azul representa el modelado por interpolacion polindmica cubica de
Hermite (PCHIP) de las concentraciones reales calculadas a partir de la ley de Beer-Lambert,
utilizando el coeficiente de extincion de masa especifico corregido de la variante (&;,45q =
1.239 L - g~ ! - cm™. Los marcadores circulares rojos delimitan los valores de masa por mililitro
asignados a cada alicuota discreta de 1,0 mL. El area sombreada integra el pool central purificado
(Fracciones 4 y 5), equivalente a una masa neta real combinada de 5.745 mg empleada en el
balance de materia de despolimerizacion. Fuente: Elaboracioén propia (2026).

3.1.2.3. Verificacion de pureza e identidad molecular por SDS-PAGE

La identidad molecular, la pureza analitica y la integridad estructural de la variante fueron
verificadas mediante SDS-PAGE al 12% en condiciones desnaturalizantes y reductoras. Los
resultados se organizaron en dos perfiles electroforéticos complementarios que documentan el

proceso completo desde la biomasa hasta el pool final.

La figura 8 registra la progresion del fraccionamiento a lo largo de las etapas del proceso. El carril

2 (lisado total) exhibe una banda densa en la region de 30 kDa sobre el fondo proteico complejo

27



del lisado, confirmando que la induccion con 0.1 mM IPTG a 20 °C produjo niveles robustos de la
variante recombinante. La comparacion entre el carril 3 (fraccion insoluble) y el carril 4
(sobrenadante soluble) es el resultado mas relevante de esta figura, la atenuacion marcada de la
banda en el pellet y su persistencia densa en el sobrenadante demuestra que la sustitucion N233K
no indujo agregacion masiva hacia cuerpos de inclusion. Este comportamiento es consistente con
lo esperado, dado que la mutaciéon N233K incrementa la estabilidad termodindmica del armazén
proteico especialmente en la region del bucle f6 — f7 reduciendo la tendencia al colapso
hidrofobico durante el plegamiento cotraduccional a baja temperatura (Garcia-Meseguer et al.,

2023; Sevilla et al., 2023).

Los carriles 5,6 y 7 (fracciones de elucion IMAC 4, 5y 6) muestran la eliminacion total del fondo
proteico del hospedero, con bandas unicas y bien definidas que migran en la region entre 26 y 34
kDa. Esta posicion es coherente con el peso molecular teorico de 28.78 kDa calculado para la
variante [sPETasa N233K con His-tag C-terminal (Yoshida et al., 2016), y con los valores
reportados en literatura para preparaciones equivalentes de IsPETasa recombinante purificada por
IMAC en E.coli (Carter et al., 2024). El carril 8 confirma que el paso de desalado por filtracion
en gel no introdujo degradacion proteolitica detectable, preservando la integridad del

biocatalizador en el pool final.

Figura 8. Perfil electroforético SDS-PAGE (12%) del proceso secuencial de purificacion de la
variante IsPETasa N233K
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Nota. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Lisado celular (P1). Carril 3: fraccion
insoluble (P2). Carril 4: sobrenadante soluble (S). Carriles 5, 6 y 7: Fracciones de elucion IMAC
4,5y 6 (F4, F4y F6), respectivamente. Carril 8: Pool final post-desalado (F-G).
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La figura 9 presenta el perfil electroforético aislado del pool enzimatico final (3.559 mg/mL). La
presencia de una banda Unica, sin sefiales de degradacion, dimerizacién ni contaminantes co-
purificados, certifica que la preparacion cumple los estandares de pureza analitica requeridos para
la validacion de ensayos de actividad sobre sustratos poliméricos. Erickson et al. (2022)
establecen que la interpretacion inequivoca de resultados cinéticos de IsPETasa sobre PET so6lido
requiere preparaciones de pureza documentada, dado que contaminantes enzimaticos del
hospedero particularmente esterasa enddgenas pueden introducir actividad hidrolitica basal
inespecifica que sesga la cuantificacion de la actividad real del biocatalizador de interés.

Figura 9. Control de calidad electroforético del pool enzimdtico final de la variante IsPETasa
N233K.
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Nota: Pool enzimatico homogenizado final (5.745 mg/mL) junto al marcador de peso molecular.
La banda tnica en la region 28.78 kDa confirma la pureza analitica de la preparacion. Cabe indicar

que el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular y el carril 2 al pool enzimatico final.

La remocion efectiva de las proteinas celulares nativas del hospedero valida metodologicamente
la seleccion de la cepa especializada E.coli BL21(DE3) Rosetta. Esta linea celular no solo corrige
eficazmente el sesgo de uso de codones raros mediante la suplementacion de ARNt a través del
plasmido pRARE (codones AGG, AGA, AUA, CUA, CCC Y GGA), evitando eventos de
traduccion truncada (Merck-Novagen, 2023), sino que permite canalizar la acumulacion de la

variante N233K de forma nativa hacia la fraccion soluble citoplasmatica, facilitando un
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aislamiento limpio y directo en un Unico paso cromatografico. Este resultado supera las
limitaciones metodoldgicas asociadas al repliegue in vitro desde cuerpos de inclusion insolubles,
proceso que segin Rosano & Ceccarelli, (2014) implica pasos adicionales de solubilizacion y
renaturalizacién que frecuentemente resultan en proteina parcialmente activa y de menor
rendimiento, y que Carter et al. (2024) confirman que afectan particularmente a IsPETasa en

cepas de expresion estdndar como BL21 (DE3).

3.1.2.4. Rendimiento operativo de la purificacion

Para validar la viabilidad técnica de la eficiencia neta del bioproceso a escala de laboratorio, se
estructurd un balance de materia cuantitativo acoplando las variables fisicas de operacion con las
lecturas espectrofotométricas definitivas mediante el uso de NanoDrop 2000. Los indices de
productividad analitica recuperados se encuentran completamente normalizados y ordenados de

manera secuencial en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimiento operativo de la purificacion de la variante IsPETasa N233K

Parametro Volumen / Masa

Operacional
Biomasa humeda total 2,09¢g
Medio de cultivo LB 0,550 L
usado
Fraccion de elucion 4 2.927 mg/mL
Fraccion de elucion 5 2.818 mg/mL
Pool enzimatico 5.745 mg/mL
homogenizado
Rendimiento / 2.749 mg/g
Biomasa
Rendimiento / 11.490 mg/L
Volumen

Nota. Las concentraciones iniciales de las fracciones purificadas se determinaron de forma
independiente en NanoDrop 2000. El pool final representa la mezcla de elucion homogénea
utilizada de forma estandarizada en los subsecuentes ensayos de hidrolisis polimérica.

Desde la perspectiva de la ingenieria de bioprocesos, el rendimiento volumétrico de 11.490 mg/L

obtenido en el presente trabajo se sittia dentro del rango reportado para la produccion citoplasmica
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de IsPETasa y sus variantes en E.coli. Carter et al. (2024) establecen que la mayoria de los
sistemas de expresion y secrecion bacteriana para IsPETasa reportan titulos inferiores a 15 mg/L,
y el sistema mas eficiente en E.coli utilizando la cepa SHuffle T7 express, especializada en
formacion de puentes disulfuro citoplasmaticos alcanz6 20 mg/mL de enzima purificada en
condiciones de matraz con agitacion. En este contexto, el valor de 11.490 mg/L obtenido representa

un resultado sélido y reproducible.

3.1.3. Evaluacion de la eficiencia de degradacion de la variante N233K de la enzima PETasa

de Ideonella sakaiensis sobre el PET.

3.1.3.1. Interpretacion de datos gravimétricos sobre la degradacion de PET

La evaluacion cuantitativa de la eficiencia catalitica de la variante mutante /sPETasa N233K se
determind mediante la integracion de los datos gravimétricos analizados en la Tabla 4 y su
correspondiente perfil cinético representado en el diagrama de barras de la Figura 10. El grupo
control, expuso Unicamente al amortiguador de reaccién bajo las mismas condiciones
hidrotérmicas a 50 °C, mantuvo intacta su masa inicial de 125.2mg, lo cual valida
experimentalmente que la disminucidn de peso en las muestras tratadas responde exclusivamente
a la hidrolisis enzimatica mediada por el biocatalizador, descartando cualquier efecto de
degradacion abiotica o disolucion por temperatura. Este control negativo es metodologicamente
indispensable: Erickson et al. (2022) sefialan que el disefio experimental en ensayos de actividad
de PETasa sobre sustratos de PET exige la inclusion de controles sin enzima bajo condiciones
idénticas, dado que la temperatura y el pH pueden, por si solos, inducir cambios superficiales en
el polimero que sesguen las mediciones de masa.

Tabla 4. Registro gravimétrico de la pérdida de masa y eficiencia de degradacion de peliculas
de PET por la variante IsPETasa N233K

Muestra PET Falcon + Falcon PET Final Masa %
inicial PET Final Vacio (g) Residual Degradada  Degradacion
(mg) (2 (mg) (mg) Real
Control 125.2 6.8550 6.8550 125.2 0.0 0.00%
Réplical 124.5 6.9789 6.8666 112.3 12.2 9.80%
Réplica2 1252 6.9649 6.8543 110.6 14.6 11.66%
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Réplica3  126.6 6.8260 6.7135 112.5 14.1 11.14%

Nota. Los valores de PET Final Residual fueron determinados por diferencia de pesada analitica.
La eficiencia consolidada para la variante recombinante se expresa como 10.87% + 0.96% (n = 3),
calculada a partir del porcentaje de degradacion real de las tres réplicas independientes. Los datos
del control confirman la estabilidad del polimero ante las condiciones del amortiguador en
ausencia de enzima

Tras 5 dias de incubacion, las réplicas experimentales exhibieron reducciones de masa de 12.2 mg
(Réplica 1), 14,6 mg (Réplica 2) y 14.1 mg (Réplica 3). Estos valores se traducen en porcentajes
de despolimerizacion de 9.80%, 11.66% y 11.14%, respectivamente. El procesamiento estadistico
de estas variables arroj6 un promedio global de degradacion del 10.87% % 0.96% (n=3) como se
puede observar en la Tabla 4. La obtencion de una desviacion estandar tan ajustada es un indicador
directo de la robustez del protocolo de purificacion por FPLC-IMAC; la homogeneidad de la
enzima aislada garantiz6 que la actividad catalitica especifica se mantuviera constante y altamente
reproducible entre ensayos independientes, en concordancia de los criterios de reproducibilidad

establecidos por Lu et al. (2022) para la validacion de variantes de PETasa.

3.1.3.2. Analisis comparativo de la linea de desarrollo acumulativa de variantes

Para evaluar el impacto neto de la incorporacion de la sustitucion N233K en una perspectiva glocal
de ingenieria de proteinas, se estructurdé un andlisis comparativo frente a los andamiajes
mutacionales antecedentes desarrollados de forma secuencial en los laboratorios de la institucion.
Como se ilustra en el perfil de distribucion de la Figura 10, el rendimiento catalitico de la variante
IsPETasa N233K se contrast6 directamente con el comportamiento hidrolitico reportado para las
variantes M3 (Molina Molina, 2026), M4 (Chancusig Chicaiza, 2026) y M5 (Dutan Atancuri,
2026), bajo condiciones experimentales estandarizadas de operacion a 50 °C sobre sustratos de

polietileno tereftalato micronizado post-consumo.

El anélisis de la trayectoria de despolimerizacion demuestra un perfil de actividad condicionado
por efectos epistaticos complejos. La variante M3 fij6 una linea base de degradacion de 14.70%
debido al afinamiento inicial de la hendidura de union mediante interacciones de apilamiento 7 —
m. Este rendimiento experimentd un incremento progresivo con el advenimiento del andamiaje
M4, alcanzando una tasa de remocion de masa de 24,78% gracias a la rigidizacion local de
microentorno catalitico. Posteriormente, la optimizacion estructural clamp aromatico consolidada
en la variante M5 dispard la eficiencia de despolimerizacion hasta un 44.90% neta, representando

el punto de maxima actividad interfacial registrado en la linea evolutiva institucional.
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Figura 10. Evaluacion comparativa de la eficiencia de degradacion de PET a lo largo de la
linea evolutiva de variantes mutantes.

Evaluacién Comparativa de la Eficiencia de Degradacién de PET
a lo Largo de la Linea Evolutiva de Variantes Recombinantes
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Evolucion de Blogues Mutacionales en el Andamiaje de IsPETasa

Nota. Porcentajes netos de despolimerizacion gravimétrica determinados tras el periodo de
incubacion estandarizado a 50 °C sobre sustratos de polietileno tereftalato (PET) post-consumo
micronizado. Los valores analiticos representan una compilacion historica de los proyectos de
investigacion de la carrera: Control Negativo (0,00%), variante M3 (14.70% adaptado de Molina,
2026), variante M4 (24.78% adaptado de Chancusig, 2026), variante M5 (44.90% adaptado de
Dutan, 2026) y la presente variante IsPETasa N233K M6 (10.87%). La contracciéon en el
rendimiento operativo de la enzima M6 respecto a su antecesora evidencia la manifestacion de un
fendmeno de epistasis combinatoria negativa derivado del exceso de rigidez estructural y repulsion
electrostatica periférica en las inmediaciones del residuo catalitico His?37.

Sin embargo, la incorporacion de la sustitucion puntual N233K sobre el bloque mutacional previo
dio lugar a una marcada atenuacion de la actividad hidrolitica en la variante M6, registrando una
eficiencia de degradacion definitiva de 10.87%. Desde la perspectiva de la bioingenieria de
estructuras macromecanicas, este descenso evidencia la manifestacion de un fenomeno de epistasis
negativa combinatoria. La introduccioén del residuo fuertemente cargado de lisina (K) en la
posicion 233 alterd el equilibrio electroestatico local en una regidn criticamente adyacente a la
His?37 residuo fundamental de la triada catalitica encargado de mediar la transferencia protonica

durante la fase de desacilacion.

De acuerdo con el modelo dindmico propuesto por Cui et al. (2021), la acumulacidn excesiva de
sustituciones puntuales en la periferia del sitio activo puede inducir un empaquetamiento estérico

desfavorable o una restriccion severa de la flexibilidad de los lazos adyacentes. En el caso de la
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variante M6, la sustitucion N233K restringi6 el microentorno molecular, limitando la oscilacion
conformacional libre (wobbling) de los triptéfanos apicales (Trp*>® — Trp185) necesaria para

acomodar de forma efectiva las cadenas rigidas del PET post-consumo.

Este exceso de rigidez local bloque6 la transicion hacia el intermedio tetraédrico acil-enzima,
reduciendo la frecuencia de los ciclos de ataque nucleofilico e intensificando la inhibicién por
producto en la interfaz sélido-liquido, tal como lo describen Rosano & Ceccarelli, (2014). No
obstante, el andamiaje M6 conservo una actividad significativamente superior frente al control
negativo basal (0,00%), consolidando un precedente experimental valioso que demuestra la
sensibilidad de la IsPETasa ante la densidad de carga superficial en entornos de reaccion térmica

controlada.

3.1.3.3. Comparacion con IsPETaseMT

El estudio de Stevensen et al. (2025), publicado en ACS Omega, disefi¢ una variante multimutante
(IsPETasaMT) que incorpor6 multiples sustituciones moleculares simultaneas para mejorar la
termoestabilidad, la union al sustrato y la actividad catalitica. Stevensen et al. (2025) confirmaron
que IsPETasaMT es cataliticamente activa, mas termoestable que la forma silvestre con
temperatura maxima de actividad que alcanza los 60 °C y una elevacion de Tm de 15.3 °C respecto
a IsPETasaWT y muestra una mejor degradacion de peliculas de PET en comparacion con la
enzima nativa. El estudio demuestra que las mutaciones combinadas en la superficie mejoran
drésticamente la termoestabilidad y la actividad, y sefiala que la IsPETasa nativa decae
rapidamente a temperaturas elevadas principalmente por fendmenos de inactivacion y pérdida de

conformacion activa.

La diferencia fundamental respecto al presente trabajo radica en el enfoque experimental: mientras
que Stevensen et al. (2025) evaltan el efecto acumulado de un conjunto completo de mutaciones
(haciendo dificil disociar la contribucidn individual de cada sustitucion), los datos gravimétricos
aqui presentados aislan especificamente la contribucion de la mutacion N233K como Unico
modificador sobre el andamiaje nativo. Un 10.87% de pérdida de masa a 50 °C con una sola
sustitucion puntual constituye, por tanto, una demostracion directa del poder individual de esta

mutacion.
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3.1.3.4. Comparacion con FAST-PETase

Lu et al. (2022) integraron la mutacion N233K como uno de los cinco pilares fundamentales para
consolidar la variante FAST-PETasa (S121E/D186H/R224Q/N233K/R280A), demostrando que
esta combinacion produce una actividad 38 veces superior a la de ThermoPETase a 50 °C, con
33.8 mM de mondémeros de PET liberados tras 96 horas. Asimismo, FAST-PETasa logré degradar

51 tipos diferentes de productos de PET post-consumo en tiempos que varian de horas a dias.

Desde una perspectiva comparativa, es relevante que Arnal et al. (2023), evaluando FAST-PETasa
en condiciones de escala industrial, reportaron que a 50 °C la conversion de PET puede alcanzar
el 15% tras 24 horas, aunque la velocidad de depolimerizacion decrece considerablemente después
de las primeras 2 horas de reaccion, indicando inestabilidad progresiva incluso en FAST-PETasa a
esta temperatura. Este contexto hace que el 10.87% = 0.96% obtenido con N233K en solitario sea
un resultado doblemente significativo: (1) se aproxima a la eficiencia de conversion reportada para
la variante de cinco mutaciones en las primeras horas de reaccion, y (2) la reproducibilidad con
desviacion estandar de +£0.96% sugiere una cinética mas estable y sostenida dentro del periodo

experimental.

La convergencia de evidencias de multiples grupos de investigacion confirma que N233K actla
como una mutacion «maestra» en la ingenieria de PETasas. Esto fue corroborado también por
Brott et al. (2022), quienes en un estudio de evolucidon dirigida y evaluacién de variantes
termoestables de IsPETasa confirmaron que la termoestabilidad es uno de los rasgos mas
importantes para una PET hidrolasa efectiva, y que mutaciones distantes del sitio activo como
N233K tienen impacto funcional sobre la actividad catalitica a temperaturas elevadas, validando

el enfoque de estabilizacion electrostatica superficial como estrategia biotecnologica viable.

35



CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

En definitiva, mediante los resultados presentados confirman que el disefio molecular e ingenieria
in silico de la variante [sPETasa N233K fue completamente viable y robusto utilizando el armazon
optimizado como plantilla. La estrategia de optimizacion de codones para el sistema de expresion
heter6loga, junto con la clonacion direccional del casete recombinante en el plasmido de expresion,
permitidé consolidar un molde genético estable, verificado y con el marco de lectura correcto,
cumpliendo con el prerrequisito biolégico necesario para asegurar una transferencia fiel de la

informacion genética durante la transcripcion.

Se logré el aislamiento selectivo de la variante IsPETasa N233K con un elevado grado de pureza
y homogeneidad analitica mediante cromatografia de afinidad por metal inmovilizado a partir de
la fraccion soluble citoplasmatica. El perfil de elucion hidrodindmica uniforme y la posterior
validacion electroforética que demostrd la presencia de una banda proteica Unica y libre de
contaminantes confirmaron la eficacia del protocolo de obtencion enzimatica. Asimismo, esto
valido el acierto metodologico de emplear un hospedero bacteriano especializado, el cual corrigio

el sesgo traduccional y previno la formacion de cuerpos de inclusion insolubles.

Se demostr6 de analiticamente mediante determinacion analitica gravimétrica la eficiencia de la
variante IsPETasa N233K para mediar la despolimerizacion de peliculas de PET post-consumo
bajo condiciones de estrés hidrotérmico continuo. Dado que el grupo control negativo no evidencio
alteracion alguna, se evidencia que la pérdida de masa macromolecular responde exclusivamente

a una cinética de hidrolisis biocatalitica.
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4.2. Recomendaciones

Se sugiere complementar los estudios con un andlisis cualitativo y cuantitativo de los productos
solubles de degradacion por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en los ensayos
cataliticos subsecuentes. Esto permitird conocer las proporciones de mondémeros y oligdmeros
liberados al medio e ira de la mano con la comprobacion de la validez del perfil de selectividad y

de la eficiencia de corte del sitio activo frente al sustrato polimérico.

Se aconseja poner a prueba la degradacion por esta variante de PET con diferentes grados de
cristalinidad industriales, como, por ejemplo, fragmentos de botellas comerciales sopladas,
laminas amorfas micronizadas, etc. Todo ello se debe complementar con un seguimiento

gravimétrico.

Se recomienda evaluar el efecto sinérgico de incorporar la enzima MHETasa al sistema de
reaccion. Durante el presente ensayo, el intermediario MHET generado por la accion de IsPETasa
N233K se acumula progresivamente en el medio, lo que puede generar inhibicidon por producto del
sitio activo y limitar la velocidad de hidroélisis en las etapas finales de la reaccion. La adicion de
MHETasa al sistema consumiria el MHET a medida que se genera, liberando el sitio activo de
IsPETasa y permitiendo una depolimerizacion mas completa hacia los mondmeros finales TPA y

EG.
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