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RESUMEN EJECUTIVO
La acumulacion masiva de residuos plasticos constituye un desafio critico para la sostenibilidad
ambiental. En 2022, la produccion mundial de plésticos alcanzé 400.3 millones de toneladas, con
el polietilino tereftalto (PET) representando el 6.2 por ciento del total; sin embargo, solo se recicld
una fraccion limitada (35.5 millones de toneladas), evidenciando la necesidad de alternativas
biocataliticas eficientes. Las PETasa de Ideonella sakaiensis se ha posicionado como una
alternativa biotecnologica. Diversas investigaciones han demostrado que modificaciones en
residuos clave pueden mejorar su estabilidad térmica y eficiencia catalitica. En este estudio se
construy6 la variante mutante IsPETasa?'""YM!"F cyyo plasmido fue obtenido a través de un
organismo externo especializado. Posteriormente, la enzima recombinante fue expresada y
purificada mediante cromatografia de afinidad, asegurando su pureza para el analisis funcional. La
actividad enzimatica se analiz6 utilizando granulos de PET de origen comercial (botellas de bebida
post consumo), registrandose una reduccion de masa después de incubacion a 50 grados
centigrados durante 9 dias. Los resultados obtenidos evidencian que la ingenieria racional de
PETasa puede aportar mejoras significativas en su comportamiento catalitico y ofrece una base
cientifica para continuar el disefio de biocatalizadores mas estables y eficientes. Este estudio
contribuye asi el desarrollo de soluciones sostenibles orientadas a la biodegradacion del PET y a

la mitigacion del impacto ambiental asociado a este polimero.

Palabras clave: variante mutante, IsPETasa, polietileno tereftalato, estabilidad térmica, Ideonella

sakaiensis, PETasa, biodegradation.
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ABSTRACT

The massive accumulation of plastic waste poses a critical challenge to environmental
sustainability. In 2022, global plastic production reached 400.3 million tons, with polyethylene
terephthalate (PET) accounting for 6.2 percent of the total; however, only a limited fraction (35.5
million tons) was recycled, highlighting the need for efficient biocatalytic alternatives. PETase
from Ideonella sakaiensis has emerged as a biotechnological alternative. Various studies have
shown that modifications to key residues can improve its thermal stability and catalytic efficiency.

aQUOY-LITE ywag constructed, whose plasmid was obtained

In this study, the mutant variant IsPETas
through a specialized external organism. Subsequently, the recombinant enzyme was expressed
and purified by affinity chromatography, ensuring its purity for functional analysis. Enzymatic
activity was analyzed using commercially available PET pellets (post-consumer beverage bottles),
with a reduction in mass recorded after incubation at 50 degrees Celsius for 9 days. The results
obtained show that rational engineering of PETase can significantly improve its catalytic behavior
and provides a scientific basis for continuing the design of more stable and efficient biocatalysts.

This study thus contributes to the development of sustainable solutions aimed at the biodegradation

of PET and the mitigation of the environmental impact associated with this polymer.

Keywords: mutant variant, IsPETase, polyethylene terephthalate, thermal stability,

Ideonella sakaiensis, PETase,

xiv



CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos.

1.1.1 Justificacion

El uso continuo de plasticos en numerosas aplicaciones industriales ha generado grandes avances
tecnoldgicos y sociales, pero tambien ha provocado un flujo aparentemente imparable de plésticos
hacia el medio ambiente. Tan solo en el afio 2022, la produccion global de plasticos fue de 400.3
Mt. Aproximadamente el 45 % de esta produccion se desechd al medioambiente, causando una
amenaza creciente a la salud de los ecosistemas y la salud publica (Europe Plastics, 2023; UNEP,
2021). El polietileno tereftalato (PET) es uno de los principales pléasticos en los desechos urbanos,
debido a que se ha vuelto popular en la produccion de botellas desechables por su durabilidad,
resistencia y transparencia (Gomes et al., 2019). La corta vida 1til del PET y su uso constante en

la industria han impulsado la busqueda de estrategias sostenibles para su degradacion.

En 2016 Yoshida et al. (2016) identificaron la bacteria gram negativa, Ideonella sakaiensis, en
sedimentos de una planta de reciclaje de plastico. Importante, la bacteria es capaz de metabolizar
el PET principalmente en dos productos: mono(2- hidroxietil) tereftalato (MHET) y 4acido
tereftalico (TPA). Esta actividad ocurre gracias a la secrecion de las enzimas PETasa (IsPETasa)
y MHETasa (IsMHETasa), que actiian sinérgicamente para descomponer el PET a una temperatura
optima de 30°C. Sin embargo, Austin et al. (2018) demostraron que IsPETasa es activa sobre PET
con un bajo indice de cristalinidad (aproximadamente 15%), lo cual implica que es necesario
mejorar la eficiencia catalitica de la enzima para poder degradar PET post-consumo, que
usualmente presente un indice de cristalinidad del 30 %. Por otro lado, Joo et al. (2018) reportaron
que la temperatura de fusion (Tm) de IsPETasa es de 46.8 °C, considerablemente mas baja que el
de enzimas como TfCut2 (67.9 °C), lo que indica que la enzima también requiere modificaciones
para alcanzar una mayor estabilidad térmica para facilitar su uso en aplicaciones industriales. En
conjunto, la baja eficiencia catalitica y la limitada termoestabilidad de /sPETasa en condiciones
ambientales suboptimas constituyen un obstaculo relevante para su implementacion en estrategias

biotecnoldgicas orientadas a la mitigacion del impacto ambiental del PET.

Actualmente, se ha reportado el desarrollo de variantes enzimaticas mejoradas para optimizar su

actividad y eficiencia. Por ejemplo, Brott et al. (2022) desarrollaron variantes termoestables,



ThermoPETasa (IsPETasak?>NV/SI121E/F201/R2804) caracterizada por un incremento significativo de su
temperatura optima (70.9 °C) y DuraPETasa (IsPETasa>33¢5282C) presentd una marcada mejora
en estabilidad estructural y resistencia térmica (81.1 °C), al igual de una mayor rigidez en su sitio
activo, lo que favorece a la degradacion de PET semicristalino. Por otra parte, la variante
FastPETasa, descrita por Lu et al. (2022), incorpora mutaciones en los sitios N233K, R224Q,
S121E, D186H y R280A, permitiendo una rapida degradacion de PET posconsumo a temperaturas
moderadas (30-50 °C). Mientras que las mutaciones en los sitios 208V, N212A y S238Y, descritas
por Sevilla et al. (2023) han mejorado 3,3 veces la capacidad de IsPETasa para degradacion de
PET cristalino (~31%). A pesar de los avances, muchas enzimas modificadas ain presentan
limitaciones como inestabilidad térmica, baja afinidad por polimeros cristalizados y dificultades a
escala industrial, lo que hace necesaria la investigacion continua para desarrollar mutaciones mas

eficientes.

Con base a estos antecedentes, el presente estudio tiene como objetivo disefiar la variante mutante
Q119Y-L117F, las cuales han sido estudiadas mediante modelamiento computacional en donde se
los algoritmos indican que su introduccion aumento la Tm, en comparacion con la enzima silvestre
(Cui et al., 2021). Con esto, se pretende contribuir al desarrollo de estrategias sostenibles con

miras a conseguir una degradacion biocatalitica del PET mas efectiva.

1.1.2 Contaminacion ambiental por plasticos.

Los polimeros sintéticos también conocidos cominmente como plasticos son materiales ubicuos
y simbolos del antropoceno, dejando su huella en el registro fosil terrestre (United Nations
Environment Programme, 2021). Tan solo en el 2022, se han producido aproximadamente 400,3
Mt de plasticos, los cuales solo el 8.9 % y < 0.1% fueron producidos por reciclaje mecanico
reciclaje quimico, respectivamente. (PlasticsEurope, 2023). En un escenario sin cambios las
proyecciones indican una produccion de 1014 millones de toneladas para el 2050, con una
acumulacion global que podria pasar de 9200 Mt (1950 — 2017) a 34000 Mt en 2050 (United

Nations Environment Programme, 2021).

Anualmente, aproximadamente 100,000 animales mueren cada afio debido al estrangulamiento o
ingestion de macroplasticos (>5mm) (WWF, 2023). Ademas, cuando los macroplasticos se
exponen al medio ambiente, se descomponen en microplasticos (<5 mm) los cuales pueden ser

facilmente ingeridos por los seres vivos, causando sensacion de llenura o laceraciones en el



intestino (Chandramouli, et al., 2024). Reportes recientes indican que los microplasticos
ingeridos pueden cruzar la mucosa intestinal acumulandose en los tejidos (Schiir et al., 2019). Se
estima que alrededor de 700 organismos acuaticos se han visto gravemente afectados por la
ingestion de microplasticos suspendidos en rios y océanos (Tong et al., 2020). Los microplasticos
también impactan la salud humana debido a su transferencia a lo largo de la cadena alimentaria
(Barboza et al., 2020). Investigaciones recientes indican que la ingestion de microplasticos
pueden causar dafio celular, enfermedades inflamatorias y también pueden dafiar el ADN

(Tavakolpournegari et al., 2024).

1.1.3 Polietileno tereftalato

El polietileno tereftalato (PET) es un poliéster termoplastico semicristalino derivado de la
copolimerizacion de etilenglicol (EG) y acido tereftalico (TPA) ambos derivados del refinamiento
del petroleo (Sarda et al., 2022). Su unidad repetitiva presenta la formula empirica (C10HsO4) y
el fragmento estructural — [O-CHz- CH2-O-CO-Cs-Hs-CO]- (Nistico, 2020).

PET repeating unit
ﬂ'v.
)

Figura 1. Esquema de la unidad repetitiva del PET
Fuente: (Magalh et al., 2021)

El PET es un polimero de alta densidad que sedimenta en agua, notable por su transparencia en
estado amorfo y sus efectivas propiedades de barrera a gases, las cuales se ven influenciadas por
su cristalinidad (Das et al., 2021). Sus anillos aromaticos y los grupos polares que conforman su

estructura le otorgan una elevada estabilidad térmica, con un punto de fusion (Tm) de 255-265 °C



para su forma cristalina y una temperatura de transicion vitrea (Tg) que varia desde ~67 °C (PET
amorfo) hasta ~80 °C (PET semicristalino). Adicionalmente, el PET se distingue por su buena
estabilidad quimica y una robusta resistencia a la traccion que se encuentra en 70 y 75 MPa

(Nistico, 2020).

Estas propiedades fisicas y mecanicas han convertido al PET en uno de los principales materiales
en el mercado global de plésticos. Particularmente, el PET domina el sector de empaquetado de
productos en la industria alimentaria, ya que es un pldstico transparente, con alta robustez
mecanica, baja permeabilidad de gases y estabilidad a altas temperaturas (de 60° a 220 °C)

(Benyathiar et al., 2022; Tamburini et al., 2025).

1.1.3.1 Sintesis del PET.

El PET es sintetizado principalmente a través de dos rutas de reaccion. La primera es la
esterificacion directa del EG con TPA, un proceso que se efectia a temperaturas en el rango de
240 — 260 °C y presiones de 300 — 500 kPa. La segunda ruta consiste en la transesterificacion del
dimetil tereftalato (DMT) con EG, la cual se lleva a cabo en condiciones mas moderadas, a

temperaturas de 140 — 220 °C y una presion de 100 kPa (Webb et al., 2013).

Ambos procesos iniciales convergen en la formacion del mondémero bis(2-hidroxietil) tereftalato
(BHET) (Benyathiar et al., 2022). Posteriormente, este mondémero se somete a una serie de etapas
de polimerizacion para alcanzar el peso molecular deseado del polimero final. Estas etapas
incluyen una transesterificacion a 250 — 280 °C y de 2 a 3 kPa, seguida de una policondensacion
de los oligbmeros a 270 — 280 °C. Opcionalmente, se puede realizar una polimerizacion en estado
solido (SSP) a temperaturas entre 200 y 240 °C y una presion de 100 kPa para incrementar ain

mas el peso molecular del PET (Webb et al., 2013).
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Figura 2. Rutas de sintesis del polietileno tereftalato (PET).

Nota. EL monomero bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) se obtiene a través de dos vias
principales: a) la esterificacion directa del acido tereftalico (TPA) con etilenglicol (EG), o b) la
transesterificacion del dimetil tereftalato (DMT) con EG. Subsecuentemente, el monémero BHET

se somete a una policondensacion para formar polimero PET.

Fuente: (Nistico, 2020)

1.1.3.2 Contaminacion por PET

El PET es el sexto polimero mas importante y el “Rey de las bebidas botellas plasticas”.
Aproximadamente el 66% de los envases de bebidas fueron fabricadas a partir de PET en 2021
(Hamade et al., 2020). Las botellas de PET tipicamente son descartadas luego de su uso,
tedricamente son completamente reciclables, sin embargo aproximadamente solo el 15% se

reutilizan para fabricar nuevas botellas (Stegman et al., 2023)

Para el periodo 1950-2020, se estima una produccién acumulada de 583.3 billones de botellas PET
por afio. De este total, 426.3 billones corresponde a residuos mal gestionados y 34.1 billones
ingresaron a los ecosistemas ocednicos (Tamburini et al., 2025). Sus propiedades lo convierten
en un polimero muy estable resistente a la degradacion fisicoquimica y bioquimica agravando su

impacto ambiental (Han et al., 2025; Hiraga et al., 2019).
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1.1.3.3 Métodos de reciclaje del PET
Existen diversas estrategias de reciclaje del plastico PET, que implican la implementacion de

varios métodos quimicos, fisicos y procesos térmicos (Jovanovi¢ et al., 2025). Los métodos de
reciclaje del PET pueden clasificarse en cuatro diferentes tipos de tratamiento: en las etapas
primario, secundario, terciaria y cuaternario (Babaei et al., 2024). Varios factores influyen en
estos procesos de reciclaje de desechos de PET, que incluyen el uso de disolventes, catalizadores,
temperatura y tiempo de reaccion tienen efecto significativo en los procesos de reciclaje

(Benyathiar et al., 2022).

El reciclaje primario es un procedimiento mecanico en el que incluye la separacion, limpieza,
trituracion, lavado y secado de las particulas de PET (Babaei et al., 2024). No obstante, las botellas
de pléstico no pueden ser recicladas varias veces, ya que las cadenas de polimeros se acortan
después de cada proceso (Jovanovié et al., 2025). Esto limita el nimero de los ciclos de reciclaje
a los que puede someterse el PET, lo que conduce al devalué de los productos reciclados, siendo

la principal desventaja de este método.

Por otra parte, el reciclaje secundario combina procesamiento quimicos y fisicos del PETs, cuya
primera etapa consiste en una purificacion mediante tratamientos mecéanicos y quimicos
(Hahladakis & Iacovidou, 2019). Sin embargo, el reciclaje secundario presenta un elevado
consumo energético, sobre todo en la fusion y el reformado, lo que incrementa la emision de gases
de efecto invernadero. De igual forma, el reciclaje secundario de PET exige una inversion de

capital significativo (Lonca et al., 2020).

La transformacion quimica del PET postconsumo en sus monomeros estructurales se denomina
reciclaje terciario (Chanda, 2021). Esto incluye la formacién de nuevos materiales o productos
quimicos a través de la despolimerizacion quimica del PET. En sintesis, se han descrito cinco
procesos basicos para el reciclaje quimico del PET, y estos son; metandlisis, hidroélisis, glicdlisis,
alcoholisis y amondlisis (Jovanovi¢ et al., 2025). Sin embargo los residuos de estos tratamientos
son tratados con acidos fuertes, convirtiéndolo en procesos insostenibles debido a la alta demanda

de insumos y su alto costo (Swamy et al., 2024).

Por ultimo, el reciclaje cuaternario, tambien conocido como recuperacion de energia de residuos,

es un proceso en el que se obtiene energia a través de la despolimerizacion del PET por pirdlisis o



gasificacion para producir combustibles utilizados para generar calor y electricidad (Jovanovié et

al., 2025; Sevilla, Garcia, Castillo, et al., 2023).

No obstante, la incineracién de plasticos genera preocupacion; por la liberacion de materiales
peligrosos, como las cenizas volantes que contienen residuos toxicos (plomo y cadmio), la
filtracion de compuestos quimicos toxicos (como dioxinas, bifenilos policlorados y furanos) y la

emision de gases de efecto invernadero (Benyathiar et al., 2022)

En este sentido, cobra importancia la necesidad de generar métodos para degradar el PET con un
menor impacto ambiental. En los ultimos afos, se han desarrollado varias tecnologias y lo
investigadores se han centrado en la biodegradacion del PET mediante microorganismos capaces
de liberar enzimas que despolimerizan el PET para usarlo como su fuente principal de carbono

(Then et al., 2015; Wei & Zimmermann, 2017).

Se ha reportado 89 enzimas capaces de hidrolizar el PET (PHEs) (Maity et al., 2021). Entre ellas,
destacan las cutinasas TfH y TfCut2 de Thermobifida fusca, lipasas FsC de Fusarium solani, HiC

de Humicola insolens y PmC de Pseudomonas mendocina e hidrolasas de [ sakaiensis

denominada /sPETasa (Ru et al., 2020).

1.1.4 PETasa de Ideonella sakaiensis 201-F6

Yoshida et al. (2016), al examinar comunidades microbianas naturales expuestas al PET en una
planta de tratamiento de Japon, aislaron una novedosa bacteria gram negativa, que fue
taxondmicamente clasificada como Ideonella sakaiensis. Después de su anélisis, se determind que
el microorganismo tiene la capacidad de utilizar el PET como fuente de carbono y energia. El
analisis del transcriptoma de I sakaiensis se revelo que las enzimas PETasa y MHETasa
desempefian un papel fundamental en la descomposicién y aprovechamiento del PET a nivel
metabolico (Yoshida et al., 2021). La PETasa de I sakaiensis (IsPETasa) es un monomero
enzimatico de la familia esterasa de tipo cutinasa que posee actividad hidrolitica especifica sobre
el PET. IsPETasa muestra una mejor actividad enzimatica sobre el PET en comparacion con otras
enzimas. Por ejemplo, 88 y 120 veces mas eficiente para degradar PET amorfo que TfH, LCCy
FsC, bajo condiciones de 30 °C y pH 7 (Maity et al., 2021; Yoshida et al., 2016; Yoshida et al.,
2021).



IsPETasa presenta un plegamiento caracteristico de las «/ 8- hidrolasas, compuesta por una lamina
P central de nueve hebras y siete hélices . Su estructura se estabiliza mediante dos puentes
disulfuro. El sitio activo contiene una triada catalitica comprendida por Ser160-His237-Asp206
(Taniguchi et al., 2019). Adicionalmente, el residuo Trp159 amplia la superficie hidrofobica
adyacente al sitio activo y confiere una flexibilidad conformacional clave que optimiza la
eficiencia catalitica (Austin et al., 2018; Maity et al., 2021). Esta arquitectura molecular resulta

en una superficie con carga altamente polarizada y un punto isoeléctrico de 9.6 (Austin et al.,
2018)

Figura 3. Caracterizacion estructural de la enzima IsPETasa (PDB ID:6EQE)

Nota. A) Representacion de la superficie molecular de IsPETasa, determinada a 0.92 A de
resolucion. El sitio activo se indica con un circulo rojo. B) Representacion cartoon de IsPETasa.
La enzima tiene una estructura tipica de las «/f hidrolasas. Su sitio activo tiene forma de ranura

expuesta hacia el solvente. C) IsPETasa muestra dos puentes disulfuros (representados como sticks

de color amarillo) DS1 es crucial para la catalisis ya que brinda estabilidad a la arquitectura del

sitio activo. La presencia de dos puentes disulfuro es una caracteristica tnica de IsPETasa, no
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observada en toras enzimas como LCC o TfCut que solo emplean un puente disulfuro D) Vista
detallada del surco del sitio activo, correspondiente al area resaltada en (A) y (B). E) Ampliacion
del sitio activo mostrando los residuos de la triada catalitica (H237, S60 y D206) en forma de

sticks de color blanco. F) Residuo W159 coloreado de blanco.

1.1.5 Mecanismos de accion de la enzima IsPETasa de I sakaiensis 201-F6

El mecanismo catalitico propuesto para IsPETasa es el mecanismo clasico de accion de las serina
hidrolasas, y particularmente, de las cutinasas. Este mecanismo, involucra varias caracteristicas
estructurales unicas que permiten la union la unidn del sustrato (PET) y la liberacion coordinada
de los productos de la reaccion. Por lo general, IsPETasa hidroliza el PET mono (2-hidroxietil)
tereftalato (MHET), aunque la enzima también puede producir bis (2-hidroxietil) tereftalato

(BHET), y acido tereftalico (TPA) en cantidades traza (Shi et al., 2021).

Todo comienza con el acoplamiento de la enzima al sustrato. La enzima en su forma apo (sin
ligando) presenta una hendidura superficial poco profunda donde se acomoda el PET (Austin et
al., 2018). El residuo W159, adyacente al centro catalitico exhibe diferentes conformaciones
(wobbling) en la forma apo. Por lo tanto, se asume que cuando el PET se une al grupo carbonilo
unido al primer anillo de TPA, el TPA es dirigido hacia el centro de la hendidura de union al
sustrato, donde forman una interaccion 7 de apilamiento (T-stacking) con el residuo W185 (figura

4) (Taniguchi et al., 2019).

A continuacion, la triada catalitica S160-H237-D206 activa a S160 mediante la formacion de una
red de transmision de carga, quien participa como nucleofilo (figura 4) (Han et al., 2017). El
nucleodfilo (S160) ataca el enlace éster del PET formando un intermedio tetraédrico. Durante el
proceso catalitico, el grupo carbonilo del sustrato se orienta en el sitio activo. El agujero oxianion,
conformado principalmente por los residuos M161 y Y87 (figura 4), induce la polarizacién del
enlace éster y estabiliza el intermedio tetraédrico generado. Posteriormente, se produce la
formacion del intermedio acil-enzima, en el cual la hidrdlisis progresa a través de un segundo
ataque nucleofilico ejercido por una molécula de agua. Este proceso conduce finalmente a la

escision del enlace éster y a la liberacion del producto de la reaccion (Joo et al., 2019).



La reaccidon culmina con la liberacion del producto. Tras la escision del enlace éster, el anillo
bencénico del producto resultante adopta una conformacion planar extendida. Esto conduce una
rotacion del producto que favorece una interaccion de m de apilamiento tipo sandwich con la
cadena lateral de W159. Dicho proceso promueve el desplazamiento del producto desde su sitio

original, facilitando asi su liberacion de la enzima (Han et al., 2017).
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Figura 4. Mecanismo de reaccion de la enzima IsPETasa

Fuente: (Taniguchi et al., 2019)

1.1.6 Mutaciones dirigidas en la enzima PETasa de I sakaiensis 201-F6

La enzima IsPETasa ha sido objetivo de modificaciones genéticas para mejorar su estabilidad
térmica y afinidad con el PET. En este sentido, se han empleado varios enfoques basados en
elementos criticos encontrados en enzimas cutinasas y lipasas, ademas de enfoques
computacionales que integran la inteligencia artificial y analisis de estabilidad mediante dinamica

molecular (Tabla 1) (Wang et al., 2024).

10



Tabla 1. Mutaciones en estructura de IsPETasa para modificar su actividad degradativa en PET

Mutaciones Efecto en la actividad enzimatica Sustrato Referencia
1208V Decrece (Sevilla et al., 2023)
N212A Incrementa Influye en la fijacion PET films  (Sevilla et al., 2023)
S238Y Incrementa del sustrato (Sevilla et al., 2023)
S131A No detectado (Llu et al., 201 8)
D177A No detectado (Llu et al., 2018)
PET 1
H208A No detectado bottle 1 ¢ etal, 2018)
W130A Incrementa Influye en la fijacion (Liu et al., 2018)
del sustrato
W130H Liuetal., 2018
Influye en la fijacion (Liuetal, )
Incrementa
del sustrato
M132A Decrece (Llu et al., 2018)
WI16A Decrece (Liu et al., 2018)
WI180A Decrece (Liu et al., 2018)
A1801 No ' hay Influye en la fijacion ppr bottle (Liu et al., 2018)
cambios obvios del sustrato
Q90A Decrece (Liu et al., 2018)
S185H Incrementa Influye en la fijacion (Liu et al., 2018)
del sustrato
S209F Decrece (Liu et al., 2018)
QI153L No hay Cambio en la

Liuetal., 2018
cambios obvios propiedad hidrofébica (Liuetal, )

Aumento de 9,73 °C (Erickson et al.,
S238F/W159H Incrementa Tmen comparacion con 2022)
WT IsPETasa

Incremento de la PET film (Son et al., 2020)
S121E/D186H/N246D Incrementa estabilidad térmica y
actividad catalitica
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MI61A Incrementa  rumento 52% de la PET (Joo et al., 2019)
actividad hidrolitica

Degradacion de PET PET

WI159H/F229Y Incrementa  de 23.4 mgper/MEenzima (Meng et al., 2021)
*h
Aumenta 22.4% en PET film (Joo et al., 2019)
R280A Incrementa comparacion con WT
IsPETasa

Pese a los esfuerzos realizados, aun no se ha alcanzado la actividad enzimatica necesaria para
degradar PET altamente cristalino, empleado principalmente en la elaboracion de botellas de
bebidas gaseosas. Asi mismo, alin es necesario mejorar la estabilidad de la enzima para trabajar en
condiciones idoneas, a escala industrial. Por ello, atin es necesario aplicar nuevas estrategias con

miras a mejorar la estabilidad y actividad de IsPETasa.

1.1.7 Mutacion Q119Y-L117F en IsPETasa

La caracterizacion de los parametros cinéticos y estructural de IsPETasa ha permitido identificar
segmentos del polipéptido que podrian ser susceptibles de modificaciones con miras a mejorar la
actividad y termoestabilidad de la enzima. Parte de estos segmentos incluyen la hélice o 3,
proxima al bucle que se forma entre forma entre «3 y 84, y que es adyacente al subsitio I de union
del sustrato (Joo et al., 2019). Cui et al., (2021) identificaron que al introducir las sustituciones
Q119Y y L117F, que forman parte de la hélice < 3 se lograba estabilizar una serie de interacciones
hidrofobicas que contribuian significativamente al aumento de la estabilidad térmica de la enzima
(Tm), donde la variante presente una Tm de 77 °C, comparada con los 48,2 °C de la enzima
silvestre. Ademas, estas mutaciones ejercen un efecto sinérgico. Es decir, su contribucion al
incremento en termoestabilidad es mayor cuando estas mutaciones se encuentran en combinacion

en comparacion al efecto que consiguen individualmente.

Con estos antecedentes, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de las
sustituciones Q119Y y L117F en la variante mutante M2 de la enzima de 1. sakaiensis, variante

que muestra mayor actividad y termoestabilidad en comparacion a la forma silvestre de IsPETasa.
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De esta forma, se busca desarrollar nuevas opciones que permitan aplicar sistemas de

biodegradacion del PET a gran escala.

13



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Disefiar la variante mutante IsPETasa®!'""Y"1117F de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Construir la variante mutante IsPETasa?"”YL!!"F de la enzima PETasa de Ideonella
sakaiensis.

e Aislar la variante mutante obtenida mediante cromatografia de afinidad.

e Evaluar la actividad enzimatica de la variante mutante /sPETasa®''”YL!'"F de la enzima
PETasa de Ideonella sakaiensis.
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CAPITULO IL- METODOLOGIA

2.1 Materiales

El presente trabajo se realizd en las instalaciones 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 en la presente investigacion.

Tabla 2. Lista de reactivos, materiales fungible y equipos que se emplearon.

Reactivos

- Acrilamida
- Agar bacteriologico
- Agua desionizada

Hidréxido de sodio (NaOH)
Imidazol
Kit para la extraccion de ADN

- Agua destilada plasmidico GenElute™ Plasmid
- Alcohol etilico Miniprep
- Cloranfenicol - Reactivo de Biuret
- E. coli DH5a - SDS
- E. coli Rosetta (DE3) - Triptona
- EDTA - Tris HCI
- Extracto de levadura
- Glicerol
- Qcosa
Material fungible

- Balones de aforo

- Cajas Petri de vidrio
- Columna Ni-NTA

- Espatulas estériles

- Frascos de tapa azul
- Gradillas

- Guantes de nitrilo

- Hisopos

- Malla metalica

- Matraz Erlenmeyer
- Mechero

Papel absorbente

Papel aluminio

Papel film

Papel filtro

Pipetas

Probetas

Puntas para micropipetas (2-20 uL,
20-200 uL, 10-1000 uL)

Tubos falcon

Tubos eppendorf
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Equipos

- Micropipetas (2-20 uL, 20-200 uL,
- Agitador incubador orbital 10-1000 uL)

- Autoclave
- Balanza analitica
- Bafo termostatico con agitacion

- Nanodrop
- pH metro
Plancha de agitacion

- Camara de electrophoresis - Plancha de calentamiento

- Cémara de flujo laminar - Refrigerador

- Centrifuga - Termociclador

- Estufa - Ultra congelador
- FPLC - Vortex

- Incubadora

2.2 Métodos

2.2.1 Construccion de la variante mutante IsPETasaQ"”YL1'"F de ]a enzima PETasa de

Indeonella.

2.2.1.1 Secuencia del gen de la enzima PETasa de I. sakaiensis
En el presente proyecto de titulacion se empled, como punto de partida, la secuencia de la variante
M2 de la enzima IsPETasa de la fue previamente disefiada por la Dra. Liliana Cerda y Dr. Mario

D. Garcia, docentes de la facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

2.2.1.2 Obtencion de la variante IsPETasaQ1?Y-L17F

La variante IsPETasa®! Y17 fye obtenida mediante un servicio externo de sintesis, clonacion y
secuenciacion. Para ello, las substituciones Q119Y — L117F se introdujeron en la secuencia del
gen que codifica para la variante M2 de la enzima /sPETasa mediante mutacion in silico. Para las
mutaciones, se considero la frecuencia de uso de codones en Escherichia coli B. El producto de
las substituciones se sintetiz6 y clono en el vector pET30a(+) empleando los sitios de restriccion
Ndel y Xhol. Una vez recibido el plasmido generado mediante el servicio externo, se lo almaceno

a -20 ° C para futuros analisis.

2.2.1.3 Transformacion de las células componentes E. coli DH5x

El plasmido que contiene la secuencia que codifica para la variante L117F/Q119Y se transform6
en E. coli DH5« para su multiplicacion y almacenamiento. La transformacion de las células de E.

coli DH5« se llevo acabo mediante el método de choque térmico, conforme al protocolo descrito
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por Cohen et al., (1972). Para ello, se generaron alicuotas 100 uL. de células competentes,

previamente almacenadas a —80 °C, las cuales se descongelaron en hielo durante 30 min.

Seguidamente, se incorpor6 100 ng de vector y se incubd las células en hielo por 30 min

adicionales.

El proceso de choque térmico se efectué mediante inmersion en un bafio termostatico a 42 °C por

90 segundos, seguido de un retorno inmediato al hielo durante 2 minutos. A continuacion, se

anadié 900 uL de medio de recuperacién SOC (Tabla 3) y se incubo la suspension a 37 °C durante

90 minutos bajo agitacion constante a 220 rpm. Posteriormente, se realiz6 la siembra en placas de

agar LB (Tabla 3) suplementado con kanamicina, y las células se incubaron a 37 °C durante 24

horas. Por ultimo, se seleccionaron entre dos y cinco colonias para su inoculacion en matraces que

contuvieron 10 mL de caldo LB también suplementado con antibiotico, a fin de iniciar el cultivo

liquido para su posterior conservacion y extraccion de ADN plasmidico.

Tabla 3. Medios de cultivo

Cantidad por L de medio de cultivo

Reactivo
SOC Luria Bertani (LB)  Terrific Broth (TB)

Solucion de Qcosa 20 % 20 mL - -
Extracto de levadura S5¢g 5¢g 24 ¢
Cloruro de sodio (NaCl) 0.584 ¢ 10g -
Kanamicina - 50 pg/mL -
Triptona 20g 10g 12¢
Cloruro de potasio (KCl) 0.186 g - -
Sulfato de magnesio 24¢ - -
(MgS04)
Fosfato dipotasico - - 1254 ¢
(K2HPOy)
Fosfato monopotasico - - 2313 g
(KH2POq)
Glicerol - - 4 mL
Agar - 20g -

Fuente: (Agilent Technologies, 2015) (Sigma-Aldrich, 2013)
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Nota. Ajustar el pH a 7.0 con Hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 M. Para la elaboracion de medios

liquidos se omitira la adicion de Agar.

2.2.1.4 Extraccion del ADN plasmidico

La extraccion del ADN plasmidico para su almacenamiento y uso posterior se desarrolld con kit
GenElute Plasmid Miniprep, siguiendo la metodologia descrita por el fabricante (Sigma-Aldrich,
2013). Los cultivos fueron sometidos a centrifugacion (12000 x g) durante un minuto. A
continuacion, se descarté el sobrenadante, mientras que el pellet se resuspendié mediante la
adicion de 200 pL de solucion de resuspension y agitacion en vortex. Posteriormente, se
incorporaron 200 pL de solucion de lisis y se realiz6 una mezcla por inversion de 6 a 8 veces, hasta
lograr observar una solucion clara y viscosa. Para precipitar los restos celulares, se adicionaron
350 pL de solucion de neutralizacion, realizando nuevamente una mezcla por inversion de 4 a 6

veces, seguida de una centrifugacion a una fuerza de 12000 x g durante 2 min.

A continuacion, se insertd una columna GenElute Miniprep en un tubo de microcentrifuga. La
columna se equilibr6é con 500 puL de solucion de preparacion y se centrifugd a 12000 x g durante
un minuto y se desecho el flujo. Posteriormente, la muestra se transfirié a la columna y se sometio
a una nueva centrifugacion bajo las mismas condiciones, eliminando el liquido de paso. Luego, se
adicionaron 750 pL de la solucion de lavado y se centrifugd nuevamente a 12000 x g por un
minuto, se descarto el flujo y se procedid a una segunda centrifugacion a velocidad maxima durante
1 a 2 minutos para la eliminacion de residuos remanentes. Finalmente, la columna fue transferida
a un tubo de recoleccion estéril, se adicionaron 100 uL de solucidn de elucion (o agua estéril grado
biologia molecular) para llevarla a una tltima centrifugacion de 12000 x g por un minuto para la
recuperacion del ADN plasmidico, cuya concentracion y pureza se determinaron mediante

Nanocrop.

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

La metodologia de transformacion de E. coli Rosetta (DE3), para la expresion de la variante
mutante fue la misma descrita en la seccion 2.2.1.2 mediante choque térmico, con la Unica
diferencia que tambien se afiadi6 cloranfenicol al medio de cultivo

2.2.1.6 Expresion de la variante IsPETasa?"”Y117F de 1a enzima PETasa de L sakaiensis.

La expresion de la proteina recombinante se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito por

Sevilla y Cerda-Mejia (2022). En primera instancia, se tomo una colonia de E. coli Rosetta (DE3)
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previamente transformada con el plasmido que porta la variante mutante y se inocul6 en 25 mL de
caldo LB suplementado con kanamicina (50 ug/mL) y cloranfenicol (34 ug/mL). Este cultivo fue
incubado durante 16 horas a 37 °C bajo agitacioén constante a 200 rpm. Finalizado este tiempo, el
cultivo fue transferido a un matraz que contenia 500 mL de medio TB (Tabla 3) con los mismos
antibidticos, continuando la incubacion a 37 °C con agitacion de 200 rpm hasta alcanzar una
densidad optica a 600 nm (DO600) entre 0,6 y 0,8, lo cual se esper6 que ocurriera

aproximadamente a las 4 horas.

Al alcanzar la densidad optica requerida, se indujo la expresion génica mediante la adicion de
IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0.1 mM. El cultivo se
incubo a 20 °C durante 18-24 horas adicionales. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado a 4000
rpm y 4 °C por un periodo de 20 minutos para recolectar la biomasa celular. Finalmente, el pellet
obtenido fue resuspendido utilizando 6 mL de tampdn Tris 50 mM, pH 8, con 150 mM de NaCl
por cada gramo de pasta celular, y la muestra fue almacenada a —80 °C para su posterior

procesamiento.

2.2.2 Aislamiento de la enzima mutante a través de cromatografia de afinidad.

2.2.2.1 Lisis celular.

Para llevar a cabo la lisis celular, se anadi6 a la suspension celular 0.3% de Triton X — 100 y se
incubd las células por 10 min. Enseguida, la muestra se sénico, conforme al protocolo descrito por

Dermit & Mardakheh (2021).

2.2.2.2 Purificacion de la proteina.
Una vez obtenido el lisado celular, la muestra se centrifugd a 21000 g durante 60 minutos a 4 °C
con el fin de eliminar los restos celulares. El sobrenadante fue cuidadosamente transferido a una

columna de afinidad Ni-NTA, previamente equilibrada con diez volimenes de columna (cv) de

tampon Tris 50 mM, pH 8, 150 mM NaCl, 5 mM de imidazol.

Una vez que la muestra estuvo cargada en la columna, se aplicé un lavado utilizando de diez cv
del mismo buffer, para remover proteinas unidas de forma inespecifica. La elucion de la enzima
PETasa recombinante se realizo mediante la aplicacion de un tampon que contenia 250 mM de
imidazol, recolectandose las fracciones eluidas en alicuotas de 1 mL en tubos estériles.

Posteriormente, las fracciones que contuvieron la proteina de interés fueron agrupadas para evaluar

19



su pureza mediante electroforesis SDS-PAGE. Finalmente, la concentracion proteica fue

determinada utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000.

2.2.3 Evaluacion de la actividad enzimatica de la variante mutante IsPETasaQ 1Y L117F ge

la enzim PETasa de 1. sakaiensis.

2.2.3.1 Ensayo de degradacion del PET

Granulos de polietileno tereftalato (PET) de origen comercial (botella de bebida post consumo)
micronizados fueron sometidos a un lavado con agua desionizada estéril, seguido de un secado a
temperatura ambiente hasta peso constante. Una vez completado este proceso, el PET fue incubado
con 5 mL de Na,HPO4 1 mM, pH 8, tanto en presencia como en ausencia de la enzima mutante
(en una relacion 1.5 mg de enzima por g de PET). Las condiciones de incubacion se mantuvieron
a 50 °C durante un periodo de 72 horas. Al término de la reaccion, esta se detuvo mediante la
adicion de una solucion de fosfato 20 mM pH 2.5, DMSO al 12 %. La muestra de PET resultante
se lavo tres veces con agua desionizada, una vez con DMSO y una vez con etanol y se dejo secar
a temperatura ambiente hasta peso constante. Posteriormente, la actividad de la variante mutante
se determiné por diferencia de peso entre la muestra inicial y la final. La actividad de la enzima se

expres6 en funcion de la eficiencia de degradacion del PET.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Obtencion de la variante mutante IsPETasaQ!!?Y-L117F

La construccion del plasmido recombinante se baso en el disefio in silico de un vector de expresion
que permitiera la insercion de la variante mutante IsPETasa®!”Y1!!"F bajo un sistema regulado y
eficiente. Debido a la complejidad del disefio y la necesidad de precision en la secuencia, la sintesis
del constructo fue encargada a GeneUniversal, la cual garantizo la fidelidad del ensamblaje y la
verificacion mediante secuenciacion. Este enfoque permitid optimizar el tiempo experimental,
redujo el riesgo de errores de clonacion o mutaciones indeseadas durante los pasos de digestion y
ligadura tradicionales, tal como menciona (Ramirez et al., 2024) en las estrategias de construccion

plasmidica asistida por sintesis.

El vector base seleccionado fue pET-30a(+), un plasmido ampliamente utilizado para la expresion
de proteinas recombinantes en E. coli debido a su promotor T7, su origen de replicacion ColEl y
su marcador de resistencia a kanamicina, que garantiza una alta tasa de transcripciéon como
seleccion efectiva de células transformadas (Khananisho et al., 2023). Para el proceso de disefio,
se eligieron las enzimas de restriccion Ndel y Xhol debido a su compatibilidad con el marco de
lectura del gen PETasa y a la ausencia de sitios de corte internos en la secuencia codificante.
Ambas enzimas generan extremos cohesivos, lo que facilita una ligadura direccional y reduce la
posibilidad de inserciones en sentido inverso. Segiin Danaher Life Sciences (2022), la eleccién
de enzimas que produzcan extremos compatibles y direccionales es clave para evitar auto-
ligaduras del vector y mejorar la eficiencia de clonacion. Ademas, la enzima Ndel incluye el codon
de inicio ATG dentro de su sitio de restriccion (CATATG), lo que permite mantener el inicio de
traduccion nativo del gen sin introducir secuencias adicionales. Por su parte, el uso de Xhol en el
extremo 3’ permitid conservar la region codificante completa, evitando la adicion de aminoacidos
no deseados y permitiendo una expresion correcta de la proteina fusionada a la etiqueta His del

vector.

El sitio 6xHis codifica una secuencia de seis histidinas unidas al extremo C-terminal de la proteina
PETasa (Stanbury et al., 2017). La histidina tiene grupos imidazol, que se coordinan con iones
metalicos como Ni** (Zamojé et al., 2021). Facilitando su purificacion mediante cromatografia

de afinidad.
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Figura 5. Plismido pET-30a(+) con variante mutante IsPETasaQ!!9Y-L117F

Nota. La construccion del plasmido para la expresion de la variante mutante /sPETasa?!!?Y-

LI7F incluye un gen de resistencia a la ampicilina, un promotor T7 inducible por IPTG, un

operon lac y una etiqueta 6xHis.

3.1.1.1 Induccion

Los mutantes generados tras la transformacion se seleccionaron por su crecimiento en placas con
medio LB suplementado con kanamicina y cloranfenicol. Posteriormente, las células
transformadas se utilizaron para inducir la produccion de la enzima mutante mediante la adicion
de IPTG a una concentracion de 0,1 mM, al obtener una densidad optica de 1.330 (ODgoo = 1.330),
que se incubo durante 24 horas a 18 °C con agitacion de 150 rpm en 500 ml de Terrific Broth.
Aunque en la mayoria de los estudios recomienda inducir con IPTG en fases tempranas del
crecimiento (ODgpo=~ 0.4-0.6) (Puengsawad et al., 2021), La diferencia observada en el ODsoo
determinado experimentalmente en este estudio y los valores comunmente reportados en la

literatura no implica un error metodoldgico, sino que refleja la variabilidad en los sistemas de
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expresion recombinante. Diversos autores han documentado que el punto Optimo de induccioén
puede variar ampliamente dependiendo de factores como el medio de cultivo, cepa de E coli
utilizada, la carga metabolica asociada a la proteina recombinante y la naturaleza estructural de la
proteina expresada, incluyendo sus mutaciones especificas. Estudios como los de Miihlmann et
al. (2017) y Rajacharya et al. (2024) muestran que la induccién puede realizarse desde fases
tempranas (ODsoo~ 0.4-0.6) hasta densidades celulares significativamente superiores (ODsoo > 3),

dependiendo de las condiciones experimentales y los objetivos de expresion.

La biomasa obtenida tras la incubacion en TB (500 mL por matraz, n = 3) fue de 3,62 g en total,

lo que corresponde a una biomasa media de 1,21 g por matraz equivalente a un rendimiento de

2,41 % Aunque valores reportados en la literatura para cultivos en TB varian ampliamente seglin

condiciones experimentales, el rendimiento observado refleja un crecimiento moderado para
cultivos de E. coli realizados bajo condiciones de baja temperatura y aireacion moderada. La
literatura sefiala que la temperatura es uno de los factores mas influyentes en la velocidad de
crecimiento. Estudios como el de Kasli et al. (2019), demostraron, que la biomasa generada en
matraces agitados a 18-20 °C suele ser significativamente menor que la obtenida a temperaturas
optimas (30 -37 °C), aun cuando se emplean medios ricos como TB. Asimismo, diversos autores
han destacado que cuando el objetivo del cultivo es la produccion de proteinas recombinantes,
especialmente aquellas susceptibles a agregacion o mal plegamiento, las condiciones de
crecimiento deben priorizar a la solubilidad y calidad de la proteina, mas que la méxima biomasa.
Rosano & Ceccarelli. (2014), enfatizan que temperaturas bajas, aunque reducen la biomasa,
promueven un ambiente celular mas favorable para el plegamiento correcto. Por lo tanto, el

rendimiento obtenido es consistente entre crecimiento y expresion soluble.
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3.1.2 Purificacion de la variante mutante IsPETasaQ1?Y-L117F

El extracto celular de la variante mutante se purifico mediante cromatografia de afinidad con una
columna de niquel Ni-NTA (Figura 5A). La muestra obtenida fue analizada por electroforesis en

geles de poliacrilamida SDS-PAGE para verificar su pureza (Figura 5B).
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Figura 6. Purificacion de la variante mutante sPETasaQ!!?YL117F,

Nota. A) Cromatograma de la purificacion de la variante mutante IsPETasa®!'”Y1!7F bajo un
gradiente de elucion. Donde el gradiente de concentracion del Buffer (%) se visualiza mediante
una linea descontinua en color naranja y las fracciones T5 y T6 se encuentran marcadas con flechas
rojas, representan las fracciones seleccionadas por su sefial maxima asociada a la presencia de
IsPETasa®!!"Y-L117F By SDS-PAGE de la variante IsPETasa?'"?Yt!'7F. MW: marcador de peso

molecular y 5-6: union de fracciones.

La purificacion de la variante enzimética IsPETasa?! Y 117F permitio obtener un pico tinico y bien
definido en el perfil cromatografico, lo que indica una separacion eficiente respecto proteinas no
especificas presentes en el extracto crudo. El pico de elucioén observado entre 50-55 mL indica la

recuperacion de proteina activa en las fracciones TS5 y T6 (Figura SA) coincide con lo
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documentado en cultivos recombinantes de PETasa donde la proteina tiende a concentrarse en un
intervalo estrecho de eluciéon. Yu et al. (2021), reportan picos agudos en la purificacion de
proteinas mutadas, atribuyendo un plegamiento estable y una baja heterogeneidad conformacional,

lo que facilita su purificacion a través de columnas de afinidad y gradientes suave.

En comparacion con otros trabajos previos, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la
doble mutaciéon Q119Y-L117F podria haber favorecido la estabilidad estructural durante la
purificacion, lo que explicaria el tnico pico simétrico observado. Este patron coincide con los
estudios de Joo et al. (2018) y Son et al. (2020), quienes reportaron que mutaciones localizadas
cerca del bolsillo activo de PETasa pueden mejorar tanto la estabilidad como la facilidad de

purificacion.

El analisis por SDS-PAGE permiti6 evaluar la pureza y el peso molecular estimado de la variante
IsPETasa® YL después del proceso de purificacion (figura 5B). En el gel se observo una
banda predominante alrededor de 26-34 kDa, lo cual coincide con el peso molecular reportado por
la PETasa nativa y sus variantes recombinadas (Austin et al., 2018; Yoshida et al., 2016) la
presencia de una banda unica y definida respalda que la purificaciéon fue exitosa y que las

fracciones seleccionadas (T5-T6) contenian mayoritariamente la proteina objetivo.

Tabla 4. Resultados de la purificacion de IsPETasa2!"*Y1117F de E. coli (DE3) Rosetta

Paso de purificacion Total vol. (mL) Concentracion de Concentracion de proteina
proteina pM mg/mL
Enzima purificada por FPLC 2.0 194.98 5.6074

3.1.3 Ensayo de degradacion de PET

En el presente ensayo se evalu6 la capacidad degradativa de la variante mutante IsPETasa®!'!%Y-
LIF ytilizando PET tnicamente triturado y lavado, sin procesos adicionales de amorfizacion o
pretratamientos térmicos. Este detalle es relevante, ya que el PET post-consumo triturado tiende a
presentar alta cristalinidad, reduciendo sustancialmente la accesibilidad de la enzima a las cadenas

poliméricas por lo tanto limita el rendimiento degradativo (Wei & Zimmermann, 2020).
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Figura 7. Degradacién de PET por la variante IsPETasa®! Y- LI17F

Nota. A) Representacion del peso inicial y final de PET triturado y lavado tras 9 dias de incubacion
con la variante IsPETasa?'""Y-L117F (194,98 uM) a 50 °C. B) Porcentaje de degradacién de PET

triturado y lavado. Se observo una reduccion del 14.7% en la masa inicial del polimero.

A partir de 125.5 mg de PET iniciales. Tras 5 dias de incubacion a 50 °C s obtuvieron 107 mg de
material residual (figura 6A), Indicando una pérdida de masa del 14,7% (figura 6B). Aunque este
porcentaje puede considerarse moderado, debe interpretarse bajo la limitacion clave de que el PET
no fue amorfizado; estudios previos han demostrado que PETasa silvestre apenas degrada PET de
alta cristalinidad (<1-2%), mientras que materiales amorfos alcanzan tasas muy superiores (Lu et

al., 2022; Yoshida et al., 2016).
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Figura 8. Comparacion estructural de PETasa antes y después de las mutaciones L117F y Q119Y

Nota. A) Residuo salvaje Q119 y L117 en la estructura nativa de /sPETasa. B) Variante mutante
mostrando los residuos Y119 y F117 (grupos aromaticos). La imagen evidencia el cambio en la

conformacion y el entorno estérico resultante de las mutaciones.

Desde el punto de vista estructural, en la enzima nativa, los residuos Q119 y L117 (figura 8A)
presentan cadenas laterales alifaticas y polares que contribuyen modestamente al posicionamiento
del sustrato. Sin embargo, en la variante generada, estos residuos fueron sustituidos por Y119 y
F117 (figura 8B), dos aminodcidos aromaticos capaces de establecer interacciones 1T — 1 con los
anillos tereftalatos presentes en la estructura del PET. Este tipo de interacciones ha sido

ampliamente reportado como un factor clave en la captura y orientacion del polimero enzimatico.

Estudios recientes, como Cui et al. (2021) y Li et al. (2022), indican que los residuos aromaticos
en proximidad al bolsillo catalitico facilitan el apilamiento con los anillos del PET, promoviendo
un alineamiento mds favorable hacia el centro catalitico Ser-His-Asp. Esta reorganizacion
electronica y espacial contribuye a reducir la energia necesaria para la hidrdlisis del enlace éster,

acelerando la degradacion del sustrato.

Por otro lado, la sustitucion de L117—-F117 (figura 8) incrementa el volumen lateral y la rigidez
local. De acuerdo con estudios de ingenieria de PETasa como Cui et al., (2021), aumenta
ligeramente el valor de Tm por la rigidez estructural inducida por residuos aromaticos, permitiendo
que la enzima mantenga su conformacion cataliticamente competente a temperaturas superiores a
su Optimo natural. Esto coincide con los resultados obtenidos a 50 °C, donde la variante mostro
conservacion de actividad pese a estar por encima de la temperatura 6ptima reportada para PETasa

nativa (= 37 — 45 °C).
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En conjunto, los resultados siguieren que la introduccidén de grupos aromaticos en posiciones 117
y 119 no solo mejoran la afinidad por el PET mediante interacciones 1T — 7, sino que también
aporta mayor termoestabilidad, lo cual explica la capacidad de la enzima para degradar PET so6lido.
Esta tendencia también ha sido descrita en otras variantes de PETasa mejoradas, como la variante
FAST-PETasa desarrollada por Lu et al. (2022), donde el fortalecimiento de la red de
interacciones estabilizantes permitié degradar PET mas rapido y a temperaturas cercanas a la Tg

del PET.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e La variante mutante [sPETasa®!'"Y1!!"F fye obtenida de manera satisfactoria mediante la
sintesis y construccion del plasmido por GeneUniversal, garantizando de la secuencia
confirm6 que el disefio mutacional fue implementado correctamente, asegurando la
disponibilidad del constructo necesario para siguientes etapas experimentales.

e La variante IsPETasa?'""YM!"F pudo ser expresada y purificada de manera efectiva
utilizando cromatografia de afinidad, obteniéndose una fraccion proteica homogénea y con
integridad estructural adecuada. El perfil cromatografico y el analisis por SDS-PAGE
confirmaron la obtencion de la proteina objetivo con un nivel de pureza suficiente para
ensayos bioquimicos posteriores.

e La variante IsPETasa®!""Yt!!"F mostro actividad frente a PET triturado, logrando una
reduccion del sustrato después del periodo de incubacidn evaluado. Lo resultados indican
que las mutaciones introducidas favorecen la interaccion con el PET y permiten mantener
la actividad catalitica a temperaturas evaluadas. Esto demuestra que la modificacion
racional de lo residuos L117F y Q119Y puede mejorar la capacidad de degradacion de PET

en condiciones relevantes para bioprocesos.
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4.2 Recomendaciones

e Futuras investigaciones deberian determinar parametros como Km, Vmax y kcat utlizndo
sustratos modelo para cuantificar con mayor precision el efecto de las mutaciones
aromaticas en la eficiencia catalitica.

e Se recomienda estudiar la actividad de la variante mutada a diferentes temperaturas, pH y
tiempos extendidos de incubacion, considerando condiciones relevantes para bioprocesos

de degradacion de PET.
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