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RESUMEN EJECUTIVO

La acumulacion de residuos plasticos ha alcanzado niveles criticos, con 8 millones de toneladas
contaminando los océanos anualmente. Los microplasticos resultantes se impregnan en ecosistemas y
organismos, representando una grave amenaza para la salud humana y ambiental. En respuesta, la
biorremediacién surge como una alternativa sostenible, empleando microorganismos o enzimas para
degradar polimeros. La enzima IsPETasa de Ideonella sakaiensis es particularmente mas efectiva que
otras enzimas degradadoras de PET. De modo que, recientemente se han disefiado mutaciones cercanas
al sitio activo (S238Y, N212A e 1208V) para mejorar su actividad y termoestabilidad, evaluadas en
andlisis cualitativos. Por lo que en esta investigacién se caracterizd la cinética de estas mutantes
mediante la evaluacion de los pardmetros cinéticos de las reacciones catalizadas por estas enzimas,
utilizando p(NP)-acetato como sustrato y variando la temperatura (25, 35 y 45 grados Centigrados). Los
datos fueron analizados con GraphPad Prism. Se observd una reduccién en la Ky en las mutantes, lo
gue indico que las mutaciones aumentaron la afinidad por el sustrato, aunque la disminucién en la Kea
reflejo una menor capacidad catalitica, especialmente para la variante 1208V. En términos globales, las
tres mutaciones son menos eficientes que la variante WT para hidrolizar fenil ésteres en condiciones de
saturacion. En cuanto al efecto de la temperatura, la variante N212A mostré la mayor actividad a 45
grados Centigrados, destacandose como la mas termoestable. Este estudio busca profundizar en la
eficiencia catalitica de las mutantes de IsPETasa, contribuyendo al desarrollo de reciclaje
biotecnoldgico para desechos plasticos.

Palabras clave: enzima PETasa de Ideonella sakaiensis (ISPETasa), variantes mutantes, cinética de

Michaelis-Menten, termoestabilidad enzimatica, p(NP)-acetato.
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ABSTRACT

The accumulation of plastic waste has reached critical levels, with 8 million tons polluting the oceans
annually. The resulting microplastics enter ecosystems and organisms, posing a serious threat to human
and environmental health. In response, bioremediation has emerged as a sustainable alternative,
employing microorganisms or enzymes to degrade polymers. The enzyme IsPETase from Ideonella
sakaiensis is particularly more effective than other PET-degrading enzymes. Thus, mutations close to
the active site (S238Y, N212A and 1208V) have been recently designed to improve its activity and
thermostability, evaluated in qualitative analyses. Therefore, in this research the kinetics of these
mutants was characterized by evaluating the kinetic parameters of the reactions catalyzed by these
enzymes, using p(NP)-acetate as substrate and varying the temperature (25, 35 and 45 degrees Celsius).
The data were analyzed with GraphPad Prism. A reduction in KM was observed in the mutants,
indicating that the mutations increased the affinity for the substrate, although the decrease in kcat,
reflected a lower catalytic capacity, especially for the 1208V variant. Overall, all three mutations are
less efficient than the WT variant in hydrolyzing phenyl esters under saturated conditions. Regarding
the effect of temperature, the N212A variant showed the highest activity at 45 degrees Celsius, standing
out as the most thermostable. This study aims to deepen the catalytic efficiency of ISPETase mutants,
contributing to the development of biotechnological recycling for plastic wastes.

Keywords: PETase enzyme from ldeonella sakaiensis (ISPETase), mutant variants, Michaelis-Menten
kinetics, enzyme thermostability, p(NP)-acetate.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1  Antecedentes Investigativos

1.1.1 Justificacion

La acumulacidn de residuos plasticos ha alcanzado niveles criticos al punto que, anualmente, 8 millones
de toneladas de residuos contaminan los océanos, el equivalente a un camion lleno de residuos plasticos
por minuto (United Nations Environment Programme, 2022). La persistencia de estos materiales
resistentes a la degradacién representa una amenaza no solo a la vida marina, sino también a la salud

del ser humano y el medio ambiente (Rhodes, 2018).

La biodegradacion surge como una alternativa sostenible a los métodos quimicos y mecanicos
convencionales para abordar el problema causado por los residuos plasticos y consiste en la utilizacién
de microorganismos (0 sus enzimas) capaces de descomponer los polimeros plasticos en materia prima
(Lee et al., 2023). Se ha reportado que la biodegradacion es especialmente efectiva para tratar aquellos
residuos elaborados a partir de Polietileno Tereftalato (PET), un poliéster termopléstico ampliamente
empleado en la fabricacion de envases de un solo uso (Kim et al., 2022) y que alcanza las 80.000
toneladas de desechos en el “Gran Parche de Basura del Pacifico” (Kushwaha et al., 2023).

Recientemente, se identificd que la bacteria Gram negativa, ldeonella sakaiensis, es capaz de utilizar el
PET como fuente de carbono y energia, logrando degradar peliculas de PET en seis semanas a 30 °C
(Yoshida et al., 2016a). Esta bacteria emplea la enzima PETasa (ISPETasa), que realiza el primer paso
de despolimerizacion del PET, principalmente, en mono(2-hidroxietil) tereftalato (MHET) y TPA
(Yoshida et al., 2016a). Por lo tanto, esta enzima ha sido objeto de modificaciones con el fin de

aumentar su actividad y termoestabilidad.

Sevilla et al. (2023) disefiaron las mutaciones 1208V, N212A y S238Y de IsPETasa que han mejorado
la interaccion de la enzima con el PET, lo cual fue demostrado a través de estudios de dindmica
molecular y alteraciones en la cristalinidad y superficie de films de PET comercial, en comparacion con
la enzima silvestre (WT). No obstante, las técnicas utilizadas para evaluar estos cambios, como la
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y la Microscopia de Fuerza Atémica (AFM), estan
orientadas a determinar aspectos fisicos ocasionados sobre el PET (Vlasov et al., 2023). Por
consiguiente, es fundamental comprender el funcionamiento del mecanismo hidrolitico de la enzima
ISPETasa y sus variantes mutantes, a través del estudio de su cinética enziméatica empleando PET o
moléculas analogas como sustratos (Eugenio et al., 2022), que requieren de técnicas analiticas menos

complejas.



1.1.2  Impacto medioambiental derivado del uso de plasticos

Indiscutiblemente, desde su creacion en el siglo XX, los plasticos han contribuido significativamente
en mejorar la calidad de vida de millones de personas en todo el mundo (PlasticsEurope, 2021). Su
destacada flexibilidad, resistencia, durabilidad y eficiencia en términos de costos de produccion los han
convertido en un material ampliamente utilizado en todos los aspectos de la vida cotidiana (Andrady
& Neal, 2009). No obstante, estas mismas caracteristicas han dado lugar a una contaminacion sostenida

y perjudicial para todo el ecosistema (Ball, 2020).

Segun la organizacién World Wildlife Fund (2019) la gran demanda de pléastico ha desencadenado la
irrefrenable produccion mundial de este material, que ha llegado a una cantidad preocupante de 396
millones de toneladas en 2016, equivalente a unos 53 kilogramos de plastico por cada persona en el
planeta. Méas aln, la gestidn inadecuada de estos residuos ha conducido a que solamente el 12 % sean
incinerados y el 9 % reciclados, aproximadamente; mientras que el 60 % ha sido acumulado en

vertederos y el medio ambiente (Geyer et al., 2017).

Esta problematica se agrava al considerar que la mayoria de estos materiales plasticos, fabricados a
partir del PET, experimentan una pérdida significativa de valor después de un solo uso (Carr et al.,
2020). Esto se debe a que, a pesar de las excelentes propiedades mecénicas y térmicas del PET (Sin &
Tueen, 2023) sus productos, como botellas de plastico, material de embalaje y fibras textiles, estan
disefiados para una vida (til corta (Krause, 2021), provocando un descarte por la desproporcionada

acumulacién del plastico que contribuye a la alteracion medioambiental (Taniguchi et al., 2019).

Por ende, la produccién masiva, la eliminacién ineficiente y la acumulacion de plasticos en distintos
habitats, como océanos, terrenos agricolas y humedales, plantean una seria amenaza para los
organismos, los ecosistemas y los seres humanos (Ball, 2020). Los microplasticos, derivados de la
degradacion parcial de los polimeros, incluido el PET, penetran en los organismos a través de las
cadenas troficas (Cverenkéarova et al., 2021) interfiriendo en los ciclos biogeoquimicos del carbono y
el nitrégeno y posiblemente alterando el contenido de nutrientes en el suelo (J. Wang et al., 2021). Asi
también, los plasticos pueden liberar sustancias quimicas capaces de ocasionar trastornos en funciones
reproductivas, metabolicas, tiroideas, inmunoldgicas y neuroldgicas en los seres humanos (Flaws et al.,
2020).

1.1.2.1 Desafios en la gestion de desechos plésticos



Ultimamente, se ha observado un marcado aumento en la concientizacion sobre los efectos adversos
(primarios y secundarios) que provocan los plasticos en el medio ambiente (Carr et al., 2020). Incluso,
la Organizacion de las Naciones Unidas, mediante los Objetivos de Desarrollo Sostenible 12 y 14, busca
adoptar medidas sostenibles para gestionar de manera responsable los productos quimicos y los
desechos. Ademas, estos buscan conservar y utilizar de manera sostenible los recursos marinos
(Naciones Unidas, 2018) gravemente afectados por la contaminacion por plasticos. Por ejemplo, las
estrategias convencionales de tratamiento del PET, como la incineracion, vertido de residuos y reciclaje,
que abarcan procedimientos quimicos y mecéanicos (Kushwaha et al., 2023), son consideradas poco
efectivas puesto que causan pérdidas econdémicas y generan residuos igualmente perjudiciales para el
medio ambiente (Lee et al., 2023). Por consiguiente, es crucial contar con técnicas novedosas que

contribuyan a la gestién adecuada de los desechos pléasticos (Taniguchi, 2019).

1.1.3 Biodegradacion del PET

La biodegradacién emerge como una alternativa econdémica, eficaz y respetuosa con el medio ambiente
para abordar el creciente problema de contaminacion por plasticos (Jayasekara et al., 2023). La misma,
se ha centrado en la seleccion y caracterizacion de microorganismos, como bacterias y hongos, con la
capacidad de degradar compuestos plasticos (Miri et al., 2022). Las investigaciones mas recientes han
dirigido su enfoque principalmente hacia la biodegradacion del PET, lo que ha permitido identificar
diversas comunidades microbioldgicas que liberan enzimas como lipasas, esterasas, carboxilesterasas
y cutinasas, capaces de escindir los enlaces éster de dicho polimero (Zhang et al., 2022). Entre estas
enzimas destacan la lipasa de Aspergillus oryzae (X. Wang et al., 2008) y las cutinasas de Fusarium
oxysporum (FsC) (Dimarogona et al., 2015), del compost de ramas de hojas (LCC) (Sulaiman et al.,
2012) y de bacterias tales como Thermobifida fusca (TfH) (Mdller et al., 2005) e Ideonella sakaiensis
(Yoshida et al., 2016a).

1.1.3.1 Biodegradacion del PET mediante I. sakaiensis

La bacteria I. sakaiensis 201-F6, descubierta en un consorcio bacteriano en Sakai, Osaka, Japén, ha
sido destacada por su habilidad para descomponer el PET utilizandolo como principal fuente de carbono
y energia para su crecimiento (Yoshida et al., 2016a), siendo aparentemente el primer microorganismo
en incluir la degradacion del PET en su metabolismo (Austin et al., 2018). Esta bacteria gramnegativa
pertenece al género Ideonella, clasificada dentro de la familia Comamonadaceae de la clase
Betaproteobacteria (Tanasupawat et al., 2016). Sus cepas se caracterizan por su forma de bastén, su
naturaleza aerobia y movil con flagelo polar, asi como por ser mesofilas, con un rango de crecimiento
entre 15 y 42 °C, con un 6ptimo entre 30 y 37 °C (Yoshida et al., 2016b). Adicionalmente, se ha

establecido que su rango de tolerancia al pH se sitta entre 5,5y 9, con un 6ptimo entre 7 y 7,5. Las
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pruebas bioquimicas demuestran que se considera positivo para asimilacion de N -acetil glucosamina,

maltosa, gluconato de potasio y &cido adipico (Tanasupawat et al., 2016).

En cuanto a su capacidad degradativa de PET, se demostro experimentalmente que |. sakaiensis es 120,
5,5y 88 veces mas efectiva que TfH, LCC y FsC, respectivamente; a 30 °C después de 6 semanas de
actividad (Yoshida et al., 2016a). Esto debido a que sus enzimas PET hidrolasa (IsPETasa) y mono (2-
hidroxietil) tereftalato hidrolasa (ISMHETasa) trabajan en conjunto para convertir el PET en sus
componentes basicos monoméricos (Yoshida et al., 2021). Junto con esto, imagenes SEM han
identificado apéndices celulares que podrian facilitar el contacto entre las enzimas con la superficie del
PET (Figura 1A), estableciendo asi la via metabdlica de degradacion, cuyos productos finales son
mono(2-hidroxietil) tereftalato (MHET), bis(2-hidroxiletil) tereftalato (BHET), etilenglicol (EG) vy el
acido tereftalico (TPA) en cantidades traza, distinguidos por ser monémeros hidrosolubles (Mrigwani
et al., 2022) y reutilizables en la fabricacion de plasticos virgenes o reciclables para obtener productos
de mayor valor (Sharma & Jain, 2020; Wei et al., 2020).
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Figura 1. Degradacion microbiana del PET

Nota: A) Imagen SEM de células de I. sakaiensis cultivadas en pelicula de PET durante 60 horas, el
recuadro identifica los apéndices que permiten la unién enzima-sustrato. B) Representacion grafica de
la via de degradacién del PET. Adaptado de Yoshida et al., (2016) y Taniguchi et al., (2019).

De este modo, el proceso metabélico inicia con la accién de la ISPETasa extracelular, que interactla
directamente con la pelicula de PET para hidrolizarla, principalmente en MHET y TPA (Figura 1B).
Posteriormente, estos productos se trasladan al espacio periplasmico mediante una proteina, como la
porina, que forma canales porosos en la bicapa lipidica de las membranas celulares. En este espacio, la
MHETasa, aparentemente anclada a la membrana externa, convierte el MHET en TPA y EG. A
continuacion, estos Gltimos son absorbidos hacia el citoplasma para luego integrarse al ciclo del acido

tricarboxilico (TCA) donde son completamente asimilados por I. sakaiensis (Carr et al., 2020;



Taniguchi et al., 2019). Por consiguiente, debido a que la IsPETasa es la enzima extracelular
responsable de iniciar la degradacion del PET, ha suscitado un notable interés investigativo para
comprender a detalle su mecanismo enzimatico (Ge et al., 2021).

1.1.4 EnzimaPETasa de I. sakaiensis (ISPETasa)

1.1.4.1 Clasificaciony estructura de la enzima IsPETasa

Desde una perspectiva filogenética, la ISPETasa se incluye en la familia de las hidrolasas. En términos
estructurales, presenta hasta un 47 % de similitud con cutinasas homologas (Chen et al., 2018), enzimas
extracelulares especializadas no solo en la hidrélisis de poliésteres presentes en la cutina (Maity et al.,
2021), sino también en la digestion de ésteres hidrosolubles y triglicéridos (Sulaiman et al., 2012). Esta
capacidad hidrolitica demuestra su potencial para atacar los enlaces de ésteres aromaticos como los del
PET entre el EG y TPA, clasificandola como una enzima éster hidrolasa carboxilico (EC 3.1.1.) segln

la nomenclatura de la Comision de Enzimas (Taniguchi et al., 2019).

Al igual que las cutinasas, ISPETasa muestra un plegamiento o/, compuesta por nueve hebras  (que
incluye una lamina f central retorcida) intercaladas por seis hélices a. (Chen et al., 2018). Su actividad
catalitica se sustenta en una triada constituida por los residuos S-H-D (Nyyssol&, 2015) especificamente
en las posiciones S160, H237 y D206 (Figura 2) (C. Liu et al., 2018). Esto indica la presencia de un
mecanismo de transferencia de carga similar al observado en otras hidrolasas con estructuras de pliegues
a/p. Ademaés, el complemento W185, ubicado en el sitio activo, forma interacciones de apilamiento -
7t con las unidades de fenileno del PET, facilitando la union con el sustrato (Austin et al., 2018). Cabe
resaltar que el dominio catalitico de la enzima tiene forma de L y es rico en aminoacidos hidréfobos
como tirosina, triptéfano e isoleucina, propiedades que establecen el entorno hidr6fobo esencial para

estabilizar la interaccion enzima-sustrato (Joo et al., 2018).



Laminas B

Estructura;
definidas

Hélices a

Figura 2. Estructura de la enzima PETasa (6EQE)

Nota: En la imagen se observa que los residuos de la triada catalitica estan representados en formato
sticks de color naranja, mientras que la estructura restante en cartoon (laminas B, hélices a y estructuras
no definidas de color azul), ademas, el complemento W185 se encuentra en amarillo y los enlaces
sulfhidrilo de color rojo. La estructura del PET se encuentra de color verde. Adaptado de C. Liu et al.,
(2018).

1.1.42 Ventajas estructurales de ISPETasa sobre las cutinasas

Pese al alto grado de similitud entre la estructura cristalina de IsPETasa y cutinasas, la eficiencia
catalitica de IsPETasa es varias veces superior a la de otros miembros de la familia de las hidrolasas
(Chen et al., 2018) como la cutinasa de Thermobifida fusca (TfH), del metagenoma del compost de
rama de hoja (LC cutinasa, o0 LCC) y de F. solani (FsC) (Taniguchi et al., 2019). Esto se debe
principalmente a la distribucion molecular de los residuos en IsPETasa que permite una mayor

interaccion enzima-sustrato que sus cutinasas homologas (Maity et al., 2021).

En primer lugar, la conformacion oscilante de W185 que adopta los conférmeros A, B y C, generada
por la sustitucion de H por S en la posicion 187 en IsPETasa, cuya cadena lateral pequefia y delgada, a
diferencia del grupo imidazol voluminoso de histidina, otorga expansion superior al de cutinasas
homologas en el sitio activo para permitir que las moléculas voluminosas del PET se unan facilmente a
dicho sitio activo (F. Liu et al., 2023). Asi también, IsPETasa tiene dos puentes disulfuro, DS1y DS2,
de los cuales este ultimo es comdn en cutinasas y mantienen unidos los bucles B7-a5 y p8-a6 que
permiten la estabilidad del &cido aspartico y la histidina pertenecientes a la triada catalitica (Figura 2)
(Chen et al., 2018). Finalmente, el bucle $8-a6 presenta una mayor extension que en otras enzimas
homdlogas ya que contiene los residuos adicionales N244, S245 y N246 que facilitan la creacion de un
subsitio para la union al PET (Chen et al., 2018; Joo et al., 2018).
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Tales caracteristicas estructurales especificas en ISPETasa sustentan su superior potencial degradador
de PET en comparacion al observado en otras cutinasas (Yoshida et al., 2016b). Sin embargo, se estima
que su eficacia no alcanza los niveles esperados para su aplicacion a escala industrial. Incluso se han
identificado desafios relacionados con su baja termoestabilidad y su limitada capacidad de degradar el
PET altamente cristalino empleado en la fabricacion de botellas para bebidas (Jayasekara et al., 2023).
Para abordar estas limitaciones, se ha recurrido a la ingenieria enzimatica mediante la sustitucién de

residuos cercanos al sitio activo (Austin et al., 2018).

1.1.43 Mutaciones dirigidas en la enzima IsPETasa

Se han ensayado varias sustituciones a lo largo de la secuencia de IsPETasa con el fin de incrementar
su termoestabilidad, capacidad catalitica y actividad sobre PET cristalino. Estas mutaciones se
encuentran localizadas dentro y fuera del sitio activo. Por ejemplo, la doble mutacion S238F y W159H,
ha mejorado la eficacia de degradacion del PET mutante en mas de 3,5 veces en comparacion con la
enzima silvestre (WT) (Austin et al., 2018). Otras variantes, como S121E, D186H y R280A, han
mejorado la estabilidad térmica y la actividad catalitica hasta 14 veces mas que la enzima WT (Cui et
al., 2021).

En otro enfoque, las sustituciones 1208V, N212A y S238Y, localizadas cerca de los residuos cataliticos,
han generado las primeras variantes que degradan significativamente el PET altamente cristalino
(Sevilla et al., 2023). Microfotografias de microscopio electrénico de barrido (SEM) y ensayos de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) han revelado que las variantes N212A y S238Y alteran la

superficie del PET y disminuyen su cristalinidad significativamente, superando a la enzima WT.

Asi también, las iméagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) muestran que la degradacion
ocasionada por el mutante S238Y sobre la superficie de films de PET altamente cristalino genera
agujeros 17 veces mas profundos que la enzima WT. En sintesis, las variantes S238Y y N212A exhiben
una actividad 3,3 y 1,4 veces mayor, respectivamente, con respecto a la enzima WT (Sevilla et al.,
2023). Esto sugiere que son candidatos excelentes para su aplicacion en la degradacion enzimatica del
PET a nivel industrial (Taniguchi et al., 2019). Sin embargo, antes de que pueda ser utilizada en
aplicaciones industriales, es necesario investigar cémo los factores fisicoquimicos y mutaciones afectan

la actividad enzimética de la IsPETasa (C. Liu et al., 2018).

1.1.5 Cinética enzimatica



1.1.5.1 Definicion de cinética enzimatica

La cinética enzimatica es una herramienta fundamental para garantizar la eficiencia de los procesos
enzimaticos a gran escala. Su aplicacion permite optimizar los procesos industriales, mejorando la
eficiencia y reduciendo costos (Punekar, 2018). Este enfoque se centra en medir y explicar
matematicamente la velocidad de reaccion y sus constantes asociadas en las reacciones enzimaticas,
ofreciendo una visién detallada de los pasos en el proceso (Rogers & Gibon, 2009), asi como

informacidn sobre las interacciones involucradas y el mecanismo catalitico especifico (Voet, 2016).
1.1.5.2 Ecuacion de Michaelis — Menten

La ecuacién de Michaelis-Menten (MM) es fundamental en la cinética enzimética y describe la
variacién de la velocidad de una reaccién enzimatica en funcién de la concentracion del sustrato (NUfRez
de Castro, 2001). Segln este modelo, y debido a la naturaleza molecular de la enzima, la reaccién
global ocurre en dos etapas, la primera involucra que la enzima y el sustrato entren en equilibrio para
formar un complejo enzima-sustrato y la segunda implica la descomposicion del complejo en enzimay

producto, tal como se demuestra en la ecuacion 1 (Robinson, 2015; Voet, 2016):
Enzima + Sustrato & Complejo ES — Enzima + Producto (Ecuacion 1)

Asi también, se asume que el sustrato esta mucho mas concentrado que la enzima, de modo que satura
toda la enzima disponible en ES, convirtiendo esta etapa en la limitante de velocidad (Chang, 2005).
Estas premisas dilucidan el mecanismo cinético establecido por los bioquimicos Leonor Michaelis y
Maud L. Menten en 1913 (Chang, 2005; Nafiez de Castro, 2001).

Experimentalmente, este comportamiento se evalia mediante el ensayo de velocidad que analiza la

velocidad inicial para distintas concentraciones de sustrato con una concentracion constante de enzima

(Choi et al., 2017). Este método genera una curva hiperbodlica (y = %) que ilustra el incremento de

la velocidad conforme aumenta la concentracion del sustrato, relacién que tiende a disminuir a medida
gue el sustrato se aproxima a sus niveles saturados, sefialando en este punto la linea limite de la funcién

o la velocidad maxima (Robinson, 2015).

Las constantes a'y b de la relacion hiperbdlica representan la velocidad de reaccion maxima (Vmax) Y la
constante de Michaelis-Menten (Kw), respectivamente. De tal manera, el modelo establece una relacion

entre la velocidad de reaccion inicial (vo), la velocidad de reaccion maxima (Vmax) Y la concentracion



de sustrato inicial [S] utilizando la constante de Michaelis-Menten (Kw), como se expone en la ecuacion
2 (Salmon & House, 2015):

_ Vimaxl[S]
O Ky+ls]

(Ecuacién 2)

Donde Ky representa la concentracion de sustrato a la que la velocidad de la reaccion es la mitad de la
Vmax, por lo que mide la afinidad de la enzima por el sustrato (Voet, 2016). Mientras que Vmax se define
como la tasa maxima de conversién de sustrato por unidad de tiempo, es decir, es la velocidad a la que
la concentracion total de enzima esta presente como complejo enzima-sustrato (NUfiez de Castro,
2001).

Adicionalmente, con base a datos experimentales y cinéticos es posible determinar la taza de recambio
de la enzima (kca), la constante de especificidad (CE) y la actividad especifica de la enzima (SA)
(Punekar, 2018).

1.1.6  Sustratos para la caracterizacion cinética

1.1.6.1 Polietileno Tereftalato (PET)

Con relacion a lo mencionado en parrafos anteriores, la evaluacion cinética de una enzima, en este caso
IsPETasa, implica el registro constante de las velocidades iniciales de reaccién a diferentes
concentraciones de sustrato, es decir, el PET (van Eunen & Bakker, 2014). Este tltimo es un poliéster
compuesto por una matriz polimérica de monémeros de tereftalato de etileno con unidades alternas
(C10HsO4) (Paladhi et al., 2022), cuya cristalinidad dificulta la determinacion de la cinética enzimatica,
ya que existen limitaciones estéricas y fendmenos de transferencia de masa que provocan un limitado
acceso al sustrato y una lenta tasa de liberacion del producto enzimatico (Austin et al., 2018),

caracteristicas tipicas de una cinética en fase heterogénea (Thomsen et al., 2023).

Esta dificultad se intensifica en el caso del PET altamente cristalino debido a que las unidades de
tereftalato aromatico reducen la movilidad de la cadena (Taniguchi et al., 2019), limitando el acceso a
las cadenas flexibles de PET (Carr et al., 2020). Es decir que, a medida que aumenta la cristalinidad,
la tasa de biodegradacion disminuye proporcionalmente (Taniguchi et al., 2019). Igualmente, se ha
sugerido que la hidrolisis enziméatica del PET deberia realizarse a temperaturas superiores a la
temperatura de transicion vitrea (Tg) del PET (76 °C) (Nguyen et al., 2018) con el fin de mejorar la
accesibilidad de la enzima al sustrato, aprovechando asi la mayor movilidad de las cadenas amorfas

(Thomsen et al., 2022). Sin embargo, a estas temperaturas la enzima atravesaria un severo proceso de
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desnaturalizacion debido a su limitada termoestabilidad y pérdida de actividad (observada en un periodo
de 24 ha 37 °C) (Deng et al., 2023).

1.1.6.2 p(NP)-acetato (pNPA)

De manera alternativa, para estudiar la cinética de las enzimas de tipo cutinasa o lipasa, como la
IsPETasa, se pueden utilizar compuestos anadlogos, como las sustancias cromoféricas o p-nitrofenil
(pNP) ésteres, cuya estructura molecular es mas accesible que el PET (De Yan et al., 2013). Cabe
recalcar que, aunque la capacidad hidrolitica del PET no tenga relacion con la especificidad al éster
acilico de pNP, pueden utilizarse para la caracterizacion de la enzima de interés (C. Liu et al., 2018).
Un ejemplo de tales sustancias es el p-nitrofenil acetato, también conocido como p(NP)-acetato o
PNPA, que se utiliza en ensayos de actividad de esterasas y lipasas debido a su facil deteccion y
medicion (Wheelock et al., 2008).

El p(NP)-acetato, un éster derivado del acido acético, presenta una estructura quimica que incluye un
grupo acetato (-COOCHs3) y un grupo nitro (-NO2) unidos a un anillo bencénico, resultado de la
condensacion formal del grupo hidroxi del 4-nitrofenol con el grupo carboxi del &cido acético
(Armendariz-Ruiz et al., 2018). Fisicamente, se presenta como un solido cristalino de color blanco y
es soluble en compuestos organicos (National Center for Biotechnology Information, 2023). La
hidrolisis de este compuesto libera p-nitrofenol, cuya absorbancia puede monitorizarse facilmente a 415

nm mediante espectrofotometria (Sigma-Aldrich, 2022).

Con base a los antecedentes mencionados, el presente estudio tiene como propdsito caracterizar la
cinética de las variantes mutantes 1208V, N212A y S238Y de la enzima IsPETasa en presencia de
p(NP)-acetato como sustrato, con el fin de profundizar en la eficiencia catalitica en los nuevos mutantes

de esta enzima degradadora de PET, pretendiendo asi aportar al desarrollo del reciclaje biotecnoldgico

para los desechos plasticos.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Caracterizar la cinética de las variantes silvestre y mutantes 1208V, N212A y S238Y de la enzima

PETasa de |. sakaiensis.
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Objetivos Especificos

Producir las variantes silvestre y mutantes (1208V, N212A y S238Y) de la enzima PETasa de

I. sakaiensis.

Determinar las constantes cinéticas de la reaccién catalizada por las variantes silvestre y

mutantes de la enzima IsPETasa en presencia de p(NP)-acetato como sustrato.

Evaluar el efecto de la temperatura en las constantes cinéticas de la reaccion catalizada por las

variantes silvestre y mutantes en presencia de p(NP)-acetato como sustrato.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se llevo a cabo en los laboratorios de
investigacion de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad
Técnica de Ambato. En la Tabla 1, se enlistan los reactivos, material fungible y equipos que se utilizaron

durante la investigacion.

Tabla 1.
Reactivos, material fungible y equipos utilizados en la investigacion
Reactivos
- Acetonitrilo (ACN) - Fosfato dibasico de sodio (Na;HPO4)
- Acido clorhidrico (HCI) - Glucosa
- Acrilamida - Hidrdxido de sodio (NaOH)
- Agar bacterioldgico - Imidazol
- Agua desionizada - Lactosa
- Agua destilada - p(NP)-acetato
- Albumina del suero bovino - Reactivo de Biuret
- Alcohol etilico - SDS
- Ampicilina (AMP) - Sulfato de magnesio (MgSQOy)
- Cloranfenicol (CAM) - Triptona
- Cloruro de sodio (NaCl) - Tris Base
- Cloruro de potasio (KCI) - Tritdén X-100

- Extracto de levadura

Material fungible

- Balones de aforo - Papel absorbente

- Cajas Petri de vidrio - Papel aluminio

- Columna Ni-NTA - Papel film

- Espétulas estériles - Papel filtro

- Frascos de tapa azul - Pipetas

- Gradillas - Probetas

- Guantes de nitrilo - Puntas para micropipetas (2-20 pL, 20-200
- Hisopos pL, 10-1000 pL)

- Malla metélica - Tubos Falcon

- Matraz Erlenmeyer - Tubos Eppendorf
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- Mechero

Equipos
- Agitador incubador orbital - Micropipetas (2-20 uL, 20-200 uL, 10-
- Autoclave 1000 uL)
- Balanza analitica - Nanodrop
- Bafio termostatico con agitacion - Plancha de agitacion
- Cémara de electroforesis - Plancha de calentamiento
- Céamara de flujo laminar - Potenciémetro
- Centrifuga - Refrigerador
- Estufa - Termociclador
- Espectrofotémetro - Ultra congelador
- FPLC - Vortex
- Incubadora
2.2 Métodos

2.2.1 Produccion de las variantes silvestre y mutantes (1208V, N212A y S238Y) de la enzima

PETasa de I. sakaiensis

2.2.1.1 Plasmido y sistema heterélogo a utilizar

Se utilizaron los plasmidos pET21b(+)-Is-PETasa, pET21b(+)-Is-PETasa 1208V, pET21b(+)-Is-
PETasa_N212Avy pET21b(+)-Is-PETasa_S238Y, que contienen las secuencias de las variantes silvestre
y mutantes a expresar (Sevilla et al., 2023). Estos plasmidos se transformaron en células competentes
de Escherichia coli Rosetta (DE3), mismas que fueron proporcionadas por la Dra. Liliana Cerda Mejia,

docente — investigadora de la FCIAB.

2.2.1.2 Transformacion de las células competentes de E. coli Rosetta (DE3)

La transformacion de las células competentes se realizd por choque térmico de acuerdo con la
metodologia descrita por Cohen et al. (1972). Para cada enzima a producir, se tomaron 100 uL de
células de E. coli Rosetta (conservadas a -80 °C) y se las descongel6 en hielo durante 30 min. Pasado
este tiempo, se agreg6 100 ng de plasmido y se incubd en hielo por 30 min. Luego, se realiz6 el choque
térmico por incubacién en un bafio termostatico a 42 °C por 90 s, seguido de 2 min de incubacion en
hielo. Después, se afiadié 500 pL de caldo SOC (20 mL solucion de glucosa 20 %, 5 g/L extracto de
levadura, 0,584 g/L NaCl, 20 g/L Triptona, 0,186 g/L KCI, 2,4 g/L MgSQa, pH 7,5) y se incubo durante

2 h a 37 °C, con agitacion constante de 220 rpm. 50 pL del cultivo anterior se inoculd en agar LB (5
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g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 10 g/L triptona, 20 g/L agar, pH 7,0) suplementado con
ampicilina (AMP) y cloranfenicol (CAM) a 37 °C durante toda la noche (Cerda-Mejia, 2016).
Finalmente, de dos a cinco colonias de dicho agar se traspasaron a tubos con 5 mL de caldo LB (5 g/L
extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 10 g/L triptona, pH 7,0) suplementado con AMP Y CAM.

2.2.1.3 Expresion de la enzima IsPETasa

La expresion de las proteinas se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia propuesta por Sevilla y
Cerda-Mejia (2022), con modificaciones. En resumen, se utilizé medio LB para la incubacién y
autoinduccion de la expresidn génica en las células transformadas. Una colonia de E. coli Rosetta (DE3)
transformada con los plasmidos para cada una de las variantes mutantes se inocul6 en 50 mL de caldo
LB suplementado con AMP Y CAM, y se incub6 a 37 °C con agitacion constante (200 rpm) durante 16
h. Luego, el cultivo se pasdé a un matraz con 500 mL de caldo autoinductor suplementado con los
mismos antibidticos y lactosa y se incubd nuevamente a 37 °C con agitacion constante de 200 rpm por
24 h. Las células se recolectaron mediante centrifugacion a 3910 g, a 4 °C por 20 min. Finalmente, se
afiadio 6 mL de buffer de lavado (Tris 25 mM, pH 7,5, 150 mM NaCl, 20mM imidazol) por cada gramo
de pasta celular y se almacen0 la biomasa de cada variante a -80 °C.

2.2.1.4 Purificacion de las enzimas WT y variantes mutantes a través de cromatografia de
afinidad

Lisis celular

Se realiz6 la lisis celular en un disruptor celular de acuerdo con la metodologia de Dermit y
Mardakheh (2021). Se agreg6 0,3 % de triton X-100 y se homogenizé la mezcla durante 5 min.
Finalmente, la muestra se sonicé en un disruptor celular (Benchmarck Pulse 150) por 10 ciclos de 10 s

de trabajo constante, con descansos de 10 s a 45 % de amplitud.

Purificacién de las proteinas

La purificacion de las variantes silvestres y mutantes de la enzima IsPETasa se establecio segun el
método descrito por Sevilla et al. (2023) con modificaciones. En sintesis, la purificacion de las proteinas
se realiz6 mediante FPLC con una columna pre-empacada de Ni-NTA (GE, Health Care) debido a la
presencia de la cola de histidinas (6xHis) en la enzima IsPETasa. Para ello, se centrifugé el lisado
celular a 21130 g por 1 h a 4 °C, cuyo sobrenadante se recolectd y transfirié a la columna previamente
equilibrada con 10 volimenes de columna (cv) de buffer de lavado. Luego, las proteinas no unidas a la

matriz cromatogréfica se removieron mediante 10 cv de buffer de lavado. Las enzimas IsPETasa se
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recuperaron de la columna mediante la adicion de 5 cv de buffer de elucion (Tris 25 mM, pH 7,5, 150
mM NacCl, 500 mM imidazol). Las enzimas se colectaron en fracciones de 1 mL en tubos Eppendorf
estériles. Por ultimo, la pureza de las fracciones que contienen cada enzima se analiz6 mediante SDS-
PAGE (Dermit & Mardakheh, 2021). Ademas, la cuantificacion de proteinas se realizd por
absorbancia de acuerdo con Janairo et al. (2011), colocando la muestra y reactivo de Biuret en relacion
1:5 y contrastando dicha absorbancia con una curva de calibracién elaborada con albdmina del suero
bovino (BSA).

2.2.2 Determinacion de las constantes cinéticas de la reaccion catalizada por las variantes

silvestre y mutantes de la enzima IsPETasa en presencia de p(NP)-acetato como sustrato

El estudio de los parametros cinéticos de la reaccién catalizada por la enzima IsSPETasa (variantes
silvestre y mutantes), empleando p(NP)-acetato como sustrato, se evalu6 segun lo descrito por Yoshida
et al. (2021). La determinacion de Ky y Vimax Se realizé mediante la evaluacion de las velocidades
iniciales observadas a distintas concentraciones de sustrato, segun la cinética de Michaelis-Menten. Se
preparé un stock de enzima en buffer de enzima (50 mM Na;HPO4-HCI, pH 7,0). La reaccion se realizo
por triplicado en presencia de buffer de reaccion (50 mM Na;HPO4-HCI, 0,3 % (v/v) tritén X-100 pH
7,0) a 30 °C. Las velocidades iniciales se establecieron experimentalmente mediante ensayos a
diferentes concentraciones de sustrato (0,006 — 6,25 mM) disuelto en acetonitrilo (ACN) con una
concentracion constante de enzima 25nM. La concentracion del producto de la reaccion, p-nitrofenol
(pNP), fue detectado por espectrofotometria a 415 nm. Estos pardmetros se calcularon mediante
regresion no lineal empleando el software GraphPad Prism version 10.2.3 para Mac, GraphPad

Software, Boston, Massachusetts USA, utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten.

La constante catalitica, k.., Se determiné mediante la ecuacion 3.

Kegr = V[";g]x (Ecuacion 3)

Siendo V4, la velocidad maxima de la reaccion, mientras que [E]se refiere a la concentracion inicial

de enzima.

La actividad especifica (SA) se calculé mediante la ecuacion 4.

SA =Y (Ecuacion 4)
mg Eg
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Donde U corresponde a las unidades de actividad enzimatica descritas en funcion de los pmol de

producto generados por minuto.

Finalmente, el coeficiente de especificidad (CE) se determin6é mediante la ecuacion 5.

CE = eat (Ecuacion 5)
Km

Es decir, el cociente entre la constante catalitica, k., (s?) y la constante de Michaelis-Menten, K,, (M).

2.2.3 Evaluacion del efecto de la temperatura en las constantes cinéticas de la reaccidn
catalizada por las variantes silvestre y mutantes en presencia de p(NP)-acetato como

sustrato

El efecto de la temperatura sobre las constantes cinéticas se determiné de acuerdo con la metodologia
descrita en el apartado 6.2, con la diferencia de que las reacciones catalizadas por las enzimas se
ejecutaron a 25, 35y 45 °C en bafio maria, manteniendo constante la concentracion de sustrato (1mM).
Los experimentos se realizaron por triplicado y la produccion de pNP se monitorizd6 mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 415 nm (Yoshida et al., 2021).

2.2.3.1 Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre las constantes cinéticas se emple6 un Disefio Factorial
3x4, es decir, dos factores (temperatura de reaccion y variantes mutante con tres y cuatro niveles,
respectivamente). El disefio serd evaluado mediante un analisis de varianza ANOVA, con un nivel de
significancia del 5 %. En caso de evidenciarse un efecto significativo sobre las variables, se realizara
una prueba de comparacion multiple Tukey, con un nivel de significancia del 5 %, para conocer el

tratamiento mas relevante.
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CAPITULO IIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Expresiony purificacion de las enzimas ISPETasa silvestre y mutantes

3.1.1 Sistema heter6logo de expresion

La expresion de las proteinas se realiz6 a través del plasmido base pET21b(+)-Is-PETasa disefiado por
Austin et al. (2018). Por otra parte, los plasmidos pET21b(+)-Is-PETasa_S238Y, pET21b(+)-Is-
PETasa N212A y pET21b(+)-Is-PETasa 1208V, que contienen las secuencias de las variantes
mutantes expresadas fueron obtenidos previamente mediante mutacién dirigida al sitio (Sevilla et al.,
2023). Los plasmidos que contienen el vector pET son ampliamente utilizados en la expresion de
enzimas recombinantes ya que emplean el promotor T7, tan activo y selectivo para la transcripcion de
los genes diana, que gran parte de los recursos de la célula pueden ser dirigidos a producir la proteina
de interés (Studier, 2014). Adicionalmente, los plasmidos de la serie pET permiten el control de la
induccién de la expresion de proteina de manera proporcional a la concentracion de isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) o lactosa en el medio de cultivo.

Ademas, se utilizé E. coli Rosetta (DE3), un derivado de E. coli BL21 desarrollado para la produccion
heterdloga de proteinas que contienen codones raramente sintetizados en dicha bacteria con un plasmido
resistente al cloranfenicol (Novagen, 2005). Esta cepa es liségeno del bacteriéfago DE3, por lo que en
su cromosoma se integra el gen del represor lacl, del promotor LacUV5 y de la ARN polimerasa T7,
este Ultimo altamente especifico para la region promotora e inducido bajo el control de LacUV5 (Du et
al., 2021). En presencia de un inductor, dicha ARN polimerasa activa el promotor T7 presente en el
plasmido insertado, para asi transcribir los genes de interés (Pouresmaeil & Azizi-Dargahlou, 2023).
Asi, el plasmido y la cepa, en conjunto, forman un sistema potencial para la expresion de proteinas

heterdlogas.

3.1.2 Medio de induccion

Para inducir la transcripcién de los genes de interés, se agregan al medio de cultivo isopropil-3-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) o lactosa, analogos de la alolactosa, que actian como inductores de los
promotores (Marschall et al., 2017). En este estudio, se utiliz6 un medio suplementado con lactosa
como medio de autoinduccidn, en lugar del método comin con IPTG reportado previamente por Sevilla
y Cerda-Mejia (2022).

La lactosa es un disacarido que puede ser metabolizado como fuente de carbono y como desencadenante

de la trascripcion del operén LacUV5 en E. coli. (Novagen, 2005). Este compuesto se convierte en
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alolactosa por la accion de la B-galactosidasa del operon lac, que se une a la proteina represora lac y
provoca un cambio conformacional que libera al represor del operon LacUV5 (Wheatley et al., 2013).
Esto permite la transcripcion del gen de la ARN polimerasa T7, que posteriormente se une al promotor
T7 del plasmido y transcribe los genes de interés (Du et al., 2021).

Este mecanismo permite un alto rendimiento en la expresion de proteinas regulado por la concentracion
de lactosa presente en el medio. Esto resulta mas comodo que la induccion con IPTG puesto que no
requiere la intervencién del investigador ni la interrupcion del crecimiento celular para comprobar la
densidad o6ptica (DO), como es necesario en el método cléasico (Crowley & Rafferty, 2019). Ademas,
aunque el promotor T7 es preferido por ser fuerte, puede generar inestabilidad. Incluso niveles bajos de
un potente inductor como IPTG pueden desencadenar una elevada tasa de transcripcion y expresién del
gen de interés, lo que puede provocar estrés celular, mal plegamiento de la enzima recombinante y bajo

rendimiento de proteina, volviéndose toxico para la produccion celular (Shariati et al., 2021).

En este estudio se confirmd un mayor rendimiento en biomasa en comparacion con lo obtenido por
Sevillay Cerda-Mejia (2022) quienes expresaron las enzimas con IPTG. Los rendimientos de biomasa
en 500 mL de medio fueron de 3,24, 3,58 y 4,74 mg/L para las variantes S238Y, N212A e 1208V,
respectivamente. De acuerdo con la tabla 2, se obtuvo aproximadamente el doble de biomasa, con el
medio de autoinduccion.

Tabla 2.

Rendimiento de biomasa generada en la autoinduccion de las enzimas IsPETasa

IsPetasa variante Rendimiento de biomasa (mg/L)
WT 6,68
S238Y 18,32
N212A 8,16
1208V 10,82

El alto rendimiento puede también atribuirse a la glucosa en el medio, que actia como fuente principal
de carbono y desencadenante de los genes que promueven el metabolismo de lactosa. Pues, en presencia
de dos fuentes de carbono, la bacteria exhibe dos fases de crecimiento: primero consume rapidamente
la fuente de carbono preferida: glucosa, hasta alcanzar la fase estacionaria (Perrin et al., 2020). El
consumo gradual de glucosa aumenta los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que al unirse
a la proteina activadora de catabolitos (CAP), forma un complejo que se ancla al promotor lac,
estimulando la transcripcion del promotor lacUVS5 y la posterior expresion de la ARN polimerasa T7,

pasando asi a la segunda fase donde sucede la trascripcion de genes (Du et al., 2021).
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3.1.3 Purificacién de proteinas

En todos los casos, las enzimas cuentan con una secuencia de ADN que codifica para una etiqueta de
seis histidinas que se expresan en el extremo C-terminal de la proteina diana, facilitando su unién a una
columna de Ni-NTA para su purificacion en FPLC (Dermit & Mardakheh, 2021). La proteina
producida se localiza en el citoplasma, por lo que fue necesaria la ruptura de la pared celular para liberar
el contenido proteico mediante sonicacion y adicion de triton X-100 0,3 % al buffer para liberar el

contenido proteico.

La Figura 3 muestra los cromatogramas de purificacion para cada variante, junto con el andlisis
complementario de SDS-PAGE, en los que se aprecia que la proteina diana, con un peso de 31,31 kDa
(Sevilla et al., 2023), se expreso y purificé del extracto celular. Los cromatogramas presentan la
absorbancia (mAU) frente al volumen de elucion en mL, siendo el primero de estos un indicador de la

concentracién de proteina en la elucion.
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Figura 3. Purificacion de las variantes silvestre (WT) y mutantes S238Y, N212A e 1208V

Nota: (A) Cromatograma de purificacion de la variante WT, (B) Analisis SDS-PAGE de la variante
WT, (C) Cromatograma de purificacion de la variante S238Y, (D) Analisis SDS-PAGE de la variante
S238Y, (E) Cromatograma de purificacion de la variante N212A, (F) Analisis SDS-PAGE de la variante
N212A, (G) Cromatograma de purificacion de la variante 1208V, (H) Analisis SDS-PAGE de la variante
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1208V. En los cromatogramas se encuentra sefialado el pico de elucion de la IsPETasa con una flecha,
junto con la absorbancia obtenida de la proteina. Mientras que, en el gel de electroforesis, tefiido con
Azul de Comassie, se encuentra sefialada la carga de cada carril donde P representa el pellet, S el
sobrenadante, MW el marcador de peso molecular, F4, F5y F6 representan las fracciones recolectadas
de proteina purificada siendo la fraccion 5 la que mayor concentracién de IsPETasa contiene.

En la Figura 3A, correspondiente a la ISPETasa WT se observa que la recoleccién se produjo a los 40
mL de volumen eluido, con un pico de elucién bien definido y aislado, dando indicios de ser una
proteina pura en esta fraccion. Adicionalmente, demuestra una absorbancia maxima de 557,15 mAU,
gue corresponde a una concentracion significativa de proteina y sugiere un elevado nivel de expresién
de la enzima recombinante mediante el sistema de autoinduccion empleado. Asi también, el gel SDS-
PAGE (Figura 3B) muestra que la fraccion 5 contiene pocos contaminantes, y que la banda
correspondiente a la enzima IsPETasa WT muestra una banda bien definida y con elevada intensidad,
relativa a su concentracion. Cabe recalcar que, aunque la fraccion 4 también contiene la proteina de
interés, esta fraccion contiene ademas varias proteinas bacterianas pertenecientes al sistema heterélogo
de expresion que co-purificaron en el proceso de separacion. Por esta razon, la fraccion 4 no se

considero para andlisis posteriores.

Los cromatogramas pertenecientes a las tres variantes mutantes de IsPETasa presentaron perfiles
similares, con ciertas variaciones en la altura y area de los picos de elucion de las enzimas
recombinantes. Estas variaciones se deben comUnmente a diferencias en los niveles de expresion,
plegamiento y solubilidad de cada enzima derivados de las mutaciones introducidas en la secuencia
silvestre. Ademas, los cambios en los picos de elucién también se deben a la cantidad de biomasa
obtenida para cada mutante en el proceso de autoinduccidn, lo cual incide directamente en la cantidad
de enzima producida. Cabe notar que, en comparacion a la enzima WT, la variante N212A muestra una
mayor presencia de proteinas que co-purificaron con la enzima de interés a juzgar por el SDS-PAGE.
Por otro lado, se puede apreciar que la enzima de interés se encuentra también en el pellet de la variante
silvestre WT vy las tres mutantes, dando a entender que parte de las enzimas no adoptan el plegamiento
adecuado durante su expresién o extraccion y se agregan en forma de precipitados que se separan de la

fase soluble durante la centrifugacion.

3.2 Reaccidn catalizada por las variantes en presencia de p(NP)-acetato como sustrato

3.2.1 Sustrato p(NP)-acetato

Las constantes cinéticas de las variantes silvestre y mutantes se obtuvieron mediante la hidroélisis del

éster p(NP)-acetato (pbNPA), detectando el producto p-nitrofenol (pNP) a 415 nm (Armendariz-Ruiz
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et al., 2018). El pNPA es un éster de p-nitrofenol y acetato, un acilo de 2 carbonos de longitud. Este es
un sustrato adecuado para hidrolasas debido a su cadena corta, siendo Util para medir la actividad
enzimatica ya que las hidrolasas son afines a este tipo de ésteres (Y. Liu et al., 2022).

Para los ensayos, se establecié un rango de concentraciones de 0,006 a 6,25 mM de sustrato, siendo
estos los limites detectados en el espectrofotdmetro. Se observd que a concentraciones inferiores a 0,065
mM el pNP generado fue dificil de cuantificar, mientras que concentraciones superiores a 6,25 mM
resultaban inconsistentes, debido a la baja solubilidad del pNPA, formando precipitados y turbidez que
afectaban las mediciones. Cabe recalcar que el buffer de reaccion contenia tritdn X-100, un surfactante
gue mejora la solubilidad de los sustratos, como el pNP (Lam & llies, 2022). Sin embargo, este efecto
fue minimo a altas concentraciones de sustrato, donde el limite de solubilidad del pNPA en medio
acuoso ejerce un marcado efecto negativo en la cuantificacion de la actividad enzimatica. Por tanto,
este estudio sugiere el uso de rangos de concentracion de pNPA moderados (0,006 a 6,25 mM) para

evaluar la cinética enzimatica de las enzimas ISPETasa.

Las condiciones de reaccion fueron pH 7,00 a 30 °C, en lugar de las éptimas para la IsSPETasa (pH 8,00
y 35 °C) de acuerdo con C. Liu et al. (2018), debido a que la estabilidad del sustrato disminuye cuando
las condiciones superan el pH 8,00 y 40 °C (Sulaiman et al., 2012). Asi también, el tiempo de reaccion
se defini6 para 5 minutos ya que durante este tiempo se observé linealidad en las velocidades iniciales.

3.2.2 Determinacion de las constantes cinéticas

Estructuralmente, el pNP es similar al grupo carboxilo del TPA'y MHET, productos de la hidrdlisis del
PET, pues se constituye de un anillo bencénico con sustituyentes en la posicién para, de manera que su
modo de uniodn al sitio activo y descomposicion podria ser igual al del PET (Figura 4) (Chen et al.,
2018). El grupo carbonilo del pNPA es atraido al centro de unidn, alineandose cerca del residuo H237
con quien forma un enlace de hidrdgeno, estabilizando el complejo enzima-sustrato. En esta posicion,
el nucledfilo S160 de la triada catalitica ataca el grupo carbonilo del éster y el agujero de oxianion,
formado por M160 y Y87, estabiliza el oxianion intermedio hasta la ruptura del éster (Han et al., 2017).
Luego de la escision, el producto se apila cara a cara (interaccién n —x) con la cadena W185 y se

desplaza del centro catalitico.
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Subsitio 11

Subsitio |

Figura 4. Sitio activo de la ISPETasa y su interaccion con el PET

Nota: Los residuos de color verde claro conforman los subsitios | (silueta celeste) y Il (silueta roja),
los residuos naranjas representan la triada catalitica y el complemento W185 se encuentra de color
dorado. Asi también, los residuos magenta constituyen los residuos que se desean mutar dentro y cerca
del sitio catalitico. Ademas, la molécula de PET se representa en esferas y palillos amarillos. Adaptado
de C. Liu et al., (2018).

En este mecanismo enzimatico, el residuo 1208 y M161, establecen interacciones hidréfobas en el
subsitio | del sitio de union, facilitando un acoplamiento favorable del éster (Chen et al., 2018). De
igual manera, el subsitio Il conformado por residuos como T88, A89, N233, S236, S238, N244, S245,
y R280, median la interaccion enzima-sustrato a través de interacciones hidréfobas (Joo et al., 2018).
Por otro lado, N212, aunque fuera del sitio de union, podria contribuir a la flexibilidad del bucle B7-a5
donde se encuentra D206, un componente de la triada catalitica (Sevilla et al., 2023). Los residuos
resaltados fueron objeto de mutaciones para mejorar la actividad enzimatica de la ISPETasa, la misma

que se evaluo a través de su cinética enzimatica en presencia de pNPA como sustrato.

Los datos de la actividad enzimética, en términos de velocidad inicial para cada concentracion de
sustrato, fueron ingresados en el software GraphPad Prism version 10.2.3 para Mac, GraphPad
Software, Boston, Massachusetts USA, para calcular los pardmetros cinéticos mediante regresion no
lineal utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten.
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La Figura 5 ilustra la cinética de Michaelis-Menten para las variantes WT, S238Y, N212A e 1208V. En
dicha grafica, se esperaria observar una curva hiperbélica cuyo limite representa la velocidad maxima
a concentraciones saturantes de enzima. Sin embargo, la escasa solubilidad del pNPA en medio acuoso
no permitio llegar a la saturacion de la enzima. Aun asi, el ajuste de los datos a la cinética de Michaelis-
Menten permitio establecer una prediccion del comportamiento de la enzima con un elevado coeficiente
de determinacion R? (superior a 0,9; tabla 3), lo que sugiere un adecuado ajuste al modelo. La variante
1208V, sin embargo, no se acoplé a dicho modelo, en realidad, la grafica muestra un comportamiento
sigmoideal (en forma de S) donde la fase inicial, es decir a las concentraciones mas bajas de sustrato,
logra de cierta manera imitar asemejarse a la curva hiperbélica, por lo que s6lo se tomo en cuenta dichas

concentraciones para alcanzar el mayor ajuste posible (R?de 0,72; tabla 3).
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Figura 5. Graficas de la cinética de Michaelis — Menten para las variantes de PETasa

La tabla 3 presenta los parametros cinéticos para cada mutante y la forma silvestre de la enzima. En
primer lugar, la constante de Michaelis-Menten (Kw) representa la afinidad que tiene la enzima por su
sustrato. Valores bajos de Kw significan que se necesita bajas concentraciones de sustrato para llegar a
alcanzar la mitad de la velocidad maxima de la reaccion, y, por tanto, esto se traduce en una mayor
afinidad de la enzima por el sustrato (Robinson, 2015). En este caso, los mutantes S238Y, N212A e
1208V mostraron una significativa disminucion en el valor de la Kum (1.3, 1.5 y 235.1 veces menor en
comparacion a la enzima WT, respectivamente). Esto se correlaciona con lo propuesto por Sevilla et

al. (2023), quienes determinaron que las mutaciones S238Y, N212A e 1208V disminuyen la energia
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libre de union del sustrato al sitio activo de la enzima en comparacion a los valores determinados para
la forma WT.

Tabla 3.

Parametros cinéticos de las variantes silvestre y mutantes de la enzima IsPETasa

Pardmetro cinético Unidades Variantes de la enzima ISPETasa
WT S238Y N212A 1208V
Vmax (LM/min) 12,04 9,17 7,61 0,08
Kwm UM 21,31 16,15 14,05 0,09
R? - 0,99 0,98 0,92 0,73
Keat st 8,03 6,12 5,08 0,05
CE Mgt 6278 6311 6021 9309
SA U/mg 3,51 3,28 3,04 1,43

Los cambios en el valor de la Ky se pueden atribuir a que la sustitucion de asparagina (N) por alanina
(A) en la posicién 212 otorga cierta flexibilidad al bucle y por tanto el sustrato puede unirse de mejor
manera al sitio de unioén. De igual manera, el reemplazo de la serina (S) por una tirosina (Y) en la
posicién 238, presumiblemente aumente la afinidad por el sustrato debido a que mejoraria su interaccién
gracias a su anillo aromatico gque lo hace mas hidrofébico que la serina. Por otra parte, la sustitucion de
isoleucina (1) por valina (V) disminuy6 radicalmente la capacidad degradadora de ISPETasa,
presumiblemente por un deterioro de las interacciones que la histidina catalitica forma con el resto de

isoleucina (Sevilla et al. 2023).

En el presente estudio, el analisis cinético permite concluir que el mutante 1208V eleva drasticamente
la afinidad del sustrato por la enzima y, probablemente, en ausencia de la reaccion, esto provoca el
secuestro del sustrato en el sitio activo. Las mutaciones introducidas también influyeron en el valor de
la Vimax, cOn una diminucién de 1,3 (S238Y), 1,6 (N212A) y 150 (1208V) veces, en comparacion al valor
determinado para la variante silvestre. En términos globales, las tres variantes mutantes alcanzan la
saturacion mas rapidamente, lo cual implica que son menos eficientes que ISPETasa WT para hidrolizar
fenil ésteres en condiciones de saturacion. Las posibles implicaciones de esta variacion podrian ser
dificiles de determinar ya que no es factible alcanzar la saturacién de la enzima con PET comercial

altamente cristalino debido al limitado acceso de la enzima a las cadenas libres del polimero.

Por otra parte, el namero de recambio (kca) describe el nimero de moléculas de sustrato que se
convierten en producto por unidad de tiempo, lo cual refleja la eficiencia catalitica de la enzima. Valores
elevados de ke determinan una alta eficiencia en la conversion de sustrato en productos (Roskoski,
2015). Segun los valores presentados en la tabla 3, las mutantes S238Y y N212A muestran tasas de

recambio més bajas que la enzima WT, sugiriendo una disminucion en su actividad catalitica debido a
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las mutaciones introducidas en el sitio activo de ISPETasa. Sin embargo, es importante destacar que el
coeficiente de especificidad (CE), que combina la eficiencia catalitica y la afinidad de la enzima por el
sustrato, es bastante similar entre las variantes WT y mutantes en la conversion de un sustrato bajo
condiciones no saturantes (Park, 2022), con un ligero incremento para el mutante S238Y. Esto sugiere
que el cambio de serina por tirosina en esta posicion incrementa ligeramente la especificidad de la

enzima por fenil ésteres, como el pNPA.

De igual manera, la actividad especifica (SA), un indicativo de la eficiencia enzimatica y de la pureza
de las soluciones enzimaticas (Blanco & Blanco, 2017), sugiere que la actividad es similar para las
variantes y la enzima silvestre. En el caso del mutante 1208V, la especificidad de la enzima aumenta
significativamente con respecto a la forma WT (1.5 veces), lo cual se debe principalmente a la marcada
disminucidn en el valor de la K. No obstante, segin el kca, €sta mutante no es muy activa para convertir
el sustrato en productos. Esto tiene correlacion con los hallazgos de Sevilla et al. (2023), cuyas
micrografias reflejan que la mutante tuvo muy baja actividad sobre el PET. De tal manera que el cambio

de una isoleucina () por una valina (V) tiene un efecto negativo en la capacidad catalitica.

3.3 Evaluacion del efecto de la temperatura en las constantes cinéticas de las reacciones

enzimaticas

La actividad de las diferentes variantes enzimaticas fue evaluada a 25, 35y 45 °C en buffer de reaccion
a pH 7,00 y utilizando pNPA como sustrato. La Figura 6 muestra la actividad de cada variante para
cada temperatura. En primer lugar, se observa que la enzima WT aumenta su actividad a 35 °C, pero
esta decrece dréasticamente a los 45 °C. Este comportamiento es consistente con lo reportado con Deng
et al. (2023) quien menciona que la enzima es termosensible y pierde gran parte de su actividad a 37
°C.

Como se conoce, la temperatura de transicion vitrea (Tg) del PET es de 76 °C (Nguyen et al., 2018), lo
gue resalta la necesidad de aumentar la termoestabilidad de la enzima mediante mutaciones. En este
caso, se demuestra que las mutantes al menos mantuvieron su actividad enzimatica con el aumento de
la temperatura (Figura 6). En particular, la variante 1208V, mostré un leve incremento de la actividad
de 25 a 35 °C seguido de un aumento mas pronunciado a 45 °C. Un comportamiento similar se observo
en las mutantes S238Y y N212A. Lo que podria deberse a que, a temperaturas méas elevadas se
incrementan las interacciones y colisiones moleculares, aumentando de igual manera la probabilidad de

que el sustrato se una al sitio activo de la enzima (Sokaé¢ Cvetni¢ et al., 2023).
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Figura 6. Efecto de la temperatura sobre las variantes silvestre y mutantes

De acuerdo con el analisis ANOVA (Anexo 1), a un nivel de significancia del 5%, se evidencia una
diferencia significativa sobre los tratamientos (p<0,05), lo que quiere decir que tanto la temperatura
como las mutaciones inciden sobre la actividad enzimatica. La prueba de comparacion Tukey (Anexo
2) da como resultado que la variante N212A a 45 °C exhibe la mayor actividad sobre la hidrdlisis de
PNPA, determinando que es una mutacion mas termoestable y, por lo tanto, la mas adecuada para la
degradacion del PET. En resumen, aumentd su actividad 2,77 veces mas que la enzima silvestre a 25
°C y 4,58 veces mas a 45 °C. A pesar de que la mutacién pudo haber afectado su capacidad catalitica,
la actividad registrada se debid principalmente a la termoestabilidad de la enzima. Sin embargo, aln
esta lejos de la temperatura de transicion vitrea del PET, por lo que seria beneficioso evaluar la
velocidad de reaccion a temperaturas mas elevadas y en presencia de compuestos que estabilicen la

reaccion como el cloruro de calcio CaCl, (Tournier et al., 2020).
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4.1

4.2

CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

Se logroé expresar las enzimas IsPETasa WT, S238Y, N212A e 1208V en un medio autoinductor
que resulté en un mayor rendimiento de biomasa en comparacion con el método tradicional de
induccién con IPTG. Mostrando aproximadamente el doble de biomasa cuando se uso lactosa
en lugar de IPTG, lo que sugiere que las secuencias modificadas se adaptan mejor a la induccién
gradual que proporciona la lactosa.

La purificacion de las enzimas ISPETasa, tanto la variante silvestre como las mutantes, se logro
exitosamente utilizando cromatografia de afinidad con Ni-NTA y analisis SDS-PAGE. Sin
embargo, se observd que la lisis celular no fue completamente efectiva, ya que la proteina de
interés adn se encontraba presente en el pellet de las células lisadas. Resulta que, aunque el
sistema de purificacién es eficiente, el proceso de ruptura de la pared celular necesita
optimizacién para liberar completamente las proteinas producidas y mejorar ain mas el

rendimiento de purificacion.

Se establecieron las reacciones catalizadas por las enzimas silvestre y mutantes en presencia de
PNPA, cuya cinética demostr6 que las mutaciones S238Y y N212A resultaron en una mayor
afinidad por el sustrato pNPA, reflejado en la disminucidn significativa en los valores de Kwu
en comparacién con la variante silvestre, aunque estas mutaciones también redujeron la
eficiencia catalitica global (kea). Por otro lado, el coeficiente de especificidad (CE) y la
actividad especifica (SA) indican un balance entre la afinidad del sustrato y la actividad

catalitica, estableciendo valores similares entre las mutantes y la enzima WT.

Las mutaciones en las enzimas IsPETasa, especialmente la variante N212A, mejoran
significativamente la termoestabilidad, permitiendo que mantengan o incluso aumenten su
actividad enzimatica a temperaturas de hasta 45 °C. Esto sugiere que estas mutaciones podrian
ser efectivas para aplicaciones que requieren la degradacion del PET a temperaturas cercanas a

su temperatura de transicion vitrea.

Recomendaciones:
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Determinar la actividad enzimatica mediante la deteccion de los productos de hidroélisis de PET
en HPLC para obtener un estudio mas realista con respecto a la capacidad degradadora del

plastico.
Estudiar la termoestabilidad de las variantes mutantes a temperaturas mas elevadas e incluso

en presencia de CaCl, que permite aumentar la estabilidad de las proteinas degradadoras de

PET con respecto a su actividad en altas temperaturas.
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Anexo 1

ANEXOS

Anadlisis de Varianza (ANOVA) realizado en el software GraphPad Prism version 10.2.3 para Mac,

GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA para establecer el efecto de la temperatura sobre la

actividad enzimatica de las variantes mutantes de IsSPETasa.

Tabla 4.
ANOVA para el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética
Suma de Grados de Promedio de
Fuente de cuadrados libertad Cuadrados
variacion (SS) (DF) (MS) Valor F Valor P
Entre grupos  0,04411 11 0,004010 F(11,12)=3,785  P=0,0153
Dentro de 0,01272 12 0,001060
grupos
Total 0,05683 23
Anexo 2

Prueba de Tukey realizado en el software GraphPad Prism version 10.2.3 para Mac, GraphPad

Software, Boston, Massachusetts USA para determinar el mejor tratamiento sobre la actividad

enzimatica de las variantes mutantes de IsPETasa.

Tabla 5.

Prueba de Tukey sobre el efecto de la temperatura en la actividad enzimética

Visor de letras compacto

N212A-45
S238Y-45
1208V-45
N212A-35
N212A-25
WT-35
S238Y-35
1208V-35
1208V-25

A
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
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Visor de letras compacto

S238Y-25
WT-25
WT-45
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