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RESUMEN EJECUTIVO

El polietileno tereftalato (PET) se acumula en ecosistemas a tasas que los métodos
convencionales de reciclaje no logran compensar. La PETasa de Ideonella sakaiensis
(IsPETasa) degrada el PET, pero su termoestabilidad por debajo de 40 grados centigrados
limitan su aplicacion industrial. La comparacion estructural con la cutinasa termofilica LCC,
cuyo residuo D193 participa en redes de puentes salinos que sostienen la actividad hasta 70
grados centigrados, motivé la variacion S188D que sustituye los codones TCC por GAC, sobre
la arquitectura mutante antecesora M8 de IsPETasa. La variante se clon6 en el vector pET-
30a(+) y se expreso en E. coli (DE3) Rosetta bajo induccion con IPTG 0,1 milimolar a 20
grados centigrados. La purificacion por IMAC Ni-NTA produjo 1,5 miligramos por mililitro
de proteina soluble, registrando a las fracciones 4 y 5 con mayor concentracion proteica activa
una vez filtrada en gel PD10, y se confirmo, por SDS-PAGE, la presencia de la proteina entre
la banda de 26 a 34 kilodalton. El ensayo de degradacion mostréd que la actividad de 1,5
miligramos de enzima por gramo de PET post-consumo micronizado y sin amorfizacion previa,
a 50 grados centigrados durante 72 horas, redujo el polimero un 13,22 por ciento a comparacioén
de la muestra control. Este rendimiento es aceptable pero no tiene significancia a comparacion
de variantes mutantes antecesoras, por lo que es necesario integrar a S188D con otras
mutaciones acumulativas que refuercen la estabilidad funcional de IsPETasa y la consoliden

como una estrategia viable para la biodegradacion del pléstico a escala industrial.

Palabras clave: PETasa, Ideonella sakaiensis, ingenieria de enzimas, termoestabilidad,

degradacion enzimatica del PET.
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ABSTRACT

Polyethylene terephthalate PET accumulates in ecosystems at rates that conventional recycling
methods cannot compensate for. The PETase from Ideonella sakaiensis, IsPETase, degrades
PET, but its thermostability below 40 degrees Celsius limits its use in industrial applications.
The structural comparison with the thermophilic cutinase LCC, whose D193 residue
participates in salt bridge networks that sustain activity up to 70 degrees Celsius, motivated the
S188D variation, which replaces the TCC codons with GAC, based on the ancestral mutant M8
architecture of [sPETase. The variant was cloned into the pET-30a(+) vector and expressed in
E. coli (DE3) Rosetta under induction with IPTG 0.1 millimolar at 20 degrees Celsius.
Purification by IMAC Ni-NTA produced 1,5 milligrams per milliliter of soluble protein, with
fractions four and five showing the highest active protein concentration, following PD10 gel
filtration, and the presence of the protein between the 26 to 34 kilodalton band was confirmed
by SDS PAGE. The degradation assay showed that the activity of 1.5 milligrams of enzyme
per grams of micronized post-consumer PET, without prior amorphization, at 50 degrees
Celsius for 72 hours, reduced PET by an unspecified percentage compared with the control
sample. This performance is acceptable, but it does not show significance compared with
ancestral mutant variants. Therefore, it is necessary to integrate S188D with other cumulative
mutations that strengthen the functional stability of IsPETase and consolidate it as a viable

strategy for plastic biodegradation at an industrial scale.

Keywords: PETase, Ideonella sakaiensis, enzyme engineering, thermostability, enzymatic

PET degradation.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Justificacion

La imperante produccion y consumo del plastico de un solo uso, cuyo mercado global se valord
en aproximadamente 707.47 billones de ddlares en 2025, contribuye significativamente a la
acumulacion de residuos poliméricos en ecosistemas terrestres y acuaticos (Fecker et al., 2018;
Research Nester, 2025). El polietileno tereftalato (PET) es un polimero sintético hidrofobico
y altamente resistente empleado en los empaques desechables y fibras textiles (Ahituv et al.,
2025; Groseclose & Nguyen, 2025). Estas caracteristicas fisicoquimicas y resistencia a la
degradacion natural favorecen su acumulacion. Mas alla del impacto ecologico visible, estudios
recientes exponen la bioacumulacién de particulas plésticas en tejidos humanos y su relacion
directa con alteraciones en el sistema endocrino (Hoang et al., 2025; Tavakolpournegari et
al., 2024). Aunque, métodos como el reciclaje mecénico y la degradacion quimica han sido
empleados para gestionar plasticos post-consumo, sus limitaciones energéticas y ambientales
han impulsado el desarrollo de alternativas amigables y mas eficientes basadas en la

degradacion enzimatica.

En 2016, Yoshida et al. (2016) aislaron una bacteria gran negativa denominada Ideonella
sakaiensis 201-F6, capaz de utilizar el PET como fuente de carbono. Este microorganismo
secreta la enzima PETasa (IsPETasa) que hidroliza los enlaces éster del PET liberando los
intermediarios monos (2-hidroxietil) tereftalato (MHET) junto a bis (2-hidroxietil) tereftalato
(BHET), para finalmente degradar el MHET en los oligdmeros acido tereftadlico (TPA) y
etilenglicol (EG) por accion de la MHETasa. Esta actividad ocurre a una temperatura optima
de 30 °C. No obstante, la actividad de la IsPETasa se ve comprometida a temperaturas cercanas
de 40 °C (Tm) (Joo et al., 2018), valor cercano al rango requerido para incrementar la
flexibilidad y accesibilidad superficial de las cadenas poliméricas del PET. Adicionalmente, la
enzima presenta una baja eficiencia cinética frente a sustratos con indices de cristalinidad
superiores al 15%, lo que restringe su desempefio sobre la mayoria del PET post-consumo que

suelen presentar una cristalinidad mayor al 30% (Austin et al., 2018; Wei et al., 2025).

Para superar estas limitaciones, diversos estudios han enfocado en optimizar la IsPETasa
mediante ingenieria de enzimas, empleando analisis comparativos con enzimas homodlogas

termoestables y herramientas computacionales para identificar y redisefiar estructuras



estabilizantes. Cui et al. (2021) disefiaron la variante termoestable DuraPETasa e identificaron
al residuo S188 como un sitio critico para regular la estabilidad conformacional de la enzima.
En particular, la substitucion S188Q aumenté 1.5 veces la Tm aparente y, en presencia de otras
mutaciones acumulativas puntuales (S214H-I168R-W159H-S188Q-R280A-A180I-G165A-
QI119Y-L117F-T140D), contribuy6 a la formacién de puentes salinos y redes de puentes de
hidrégeno que disminuyen la flexibilidad conformacional de la enzima silvestre. Como
resultado, la variante DuraPETasa logré degradar PET con indices de cristalinidad de 34%, e
incremento la Tm a 77°C. Complementariamente, en un analisis comparativo de las secuencias
de IsPETasa y de la enzima termofilica Leaf-branch Compost Cutinase (LCC), descubierta por
Sulaiman et al. (2012), mostr6 que LCC presenta naturalmente un aspartato en la posicion
D193, cuya carga negativa participa en la formacion de una red de puentes salinos con R173 y
T192, interacciones que posiblemente le confieren la capacidad de degradar 1.45 mg de PET a
50°C tras 24 horas de incubacion. Por consiguiente, la introduccion de la substitucion S188D
en IsPETasa podria favorecer la estabilizacion electrostatica de regiones proximales al centro

catalitico sin afectar su conformacion funcional y mejorando su termoestabilidad.

Con base a estos antecedentes, el presente proyecto evaluo el efecto de la variante S188D sobre
la arquitectura del mutante M8 de IsPETasa, desarrollada en la Universidad Técnica de
Ambato. La variante propuesta contribuye al fortalecimiento de estrategias de biorremediacion
eficaces para la conversion de residuos de PET en unidades monoméricas de valor afiadido,

validando soluciones tecnolédgicas de baja huella de carbono.

1.1.2. Impacto Global de los residuos plasticos

1.1.2.1. Recalcitrancia del PET y efectos en los ecosistemas

El polietileno tereftalato (PET) es un termopléstico semicristalino sintetizado por la
condensacion de dos mondmeros, acido tereftalico (TPA) y el etilenglicol (EG), unidos por
enlaces éster (Ahituv et al., 2025; Austin et al., 2025), disposicion que le confiere una
temperatura de fusion cercana a los 260 °C y un elevado grado de cristalinidad (20-40% en
materiales comerciales) gracias a que sus cadenas poliméricas estabilizadas por interacciones
de Van der Waals y fuerzas hidrofobicas, restringen la accesibilidad de agentes fisicos,
quimicos y bioldgicos (Han et al., 2025; Lu et al., 2022; Tamburini et al., 2025). Estas
propiedades, determinantes para su amplia utilizacion en las industrias de envases, fibras

textiles y peliculas de embalaje, son al mismo tiempo la causa fundamental de su recalcitrancia



ambiental que puede prolongarse entre 58 — 1200 afios hasta su degradacion natural parcial

(Chamas et a., 2020).

De los mas de 460 millones de toneladas de pléstico producidas anualmente (Plastics Europe,
2023), aproximadamente el 45% del PET de un solo uso generado, se deposita en rellenos
sanitarios o en el ambiente durante el primer afio (Geyer, 2020; Swamy et al., 2024). La
exposicion a la radiacion UV, el calor y estrés mecéanico, provocan la ruptura progresiva de las
cadenas poliméricas, induciendo fragilidad del material hasta fragmentarse en microplasticos
(<5mm) y nanoplasticos (<Ium) que se bioacumulan en todos los niveles tréficos (Toussaint

et a., 2019).

En el ambiente, la contaminacion de residuos plésticos en el ecosistema terrestre es 4 — 23
veces mayor que los sistemas acuaticos, siendo el suelo el principal receptor debido a la
actividad antropogénica, acumulando entre 19 y 23 millones de toneladas de pléstico
anualmente (UNEP, 2026). Los residuos PET alteran la diversidad microbiana, la fertilidad y
biodisponibilidad del suelo, comprometiendo procesos biogeoquimicos como la
descomposicion de materia organica y el ciclo del nitrogeno (Wang et al., 2025).
Consecuentemente, la toxicidad del suelo llega a inhibir el crecimiento y productividad de las
plantas, y de estas hacia herbivoros, aves y mamiferos disminuyendo su capacidad reproductiva
(Shi et al., 2024; Yao et al., 2022). Esta convergencia de rutas de diseminacion convierte a los
plésticos en contaminantes capaces de alcanzar al ser humano a través de vectores dificilmente

controlables.

En el ambiente, la contaminacién de residuos plésticos en el ecosistema terrestre es 4 — 23
veces mayor que los sistemas acuaticos, siendo el suelo el principal receptor debido a la
actividad antropogénica, acumulando entre 19 y 23 millones de toneladas de pléstico
anualmente (UNEP, 2026). Los residuos PET alteran la diversidad microbiana, la fertilidad y
biodisponibilidad del suelo, comprometiendo procesos biogeoquimicos como la
descomposicion de materia organica y el ciclo del nitrégeno (Wang et al., 2025).
Consecuentemente, la toxicidad del suelo llega a inhibir el crecimiento y productividad de las
plantas, y de estas hacia herbivoros, aves y mamiferos disminuyendo su capacidad reproductiva
(Shi et al., 2024; Yao et al., 2022). Esta convergencia de rutas de diseminacion convierte a los
plasticos en contaminantes capaces de alcanzar al ser humano a través de vectores dificilmente
controlables. (Habumugisha et al., 2024; Tuuri & Leterme, 2023)EI ecosistema acuatico es el

receptor final de residuos plasticos y se estima que cada afo acaban depositandose 11 millones



de toneladas en lagos, rios y mares (Pires et al., 2025). Todos los niveles alimentarios marinos
se ven obstaculizados debido a la disminuciéon acumulativa de las poblaciones por la ingesta
directa e indirecta (transferencia trofica) de los fragmentos de polimeros y sus aditivos,
provocando elevados indices de muerte por la obstruccion en el tracto digestivo, intoxicacion,

y desnutricion (Habumugisha et al., 2024; Tuuri & Leterme, 2023).
1.1.2.2.Toxicidad de los plasticos sobre la salud humana

En la fragmentacion del PET, también se diseminan compuestos quimicos como plastificantes,
antioxidantes, pigmentos y estabilizadores térmicos, que se emplean en su sintesis para mejorar
las caracteristicas finales del material (Y. Li et al., 2024). Estos aditivos industriales, al estar
enlazados superficialmente a la matriz polimérica, se liberan facilmente en medios acuosos
bajo condiciones fisiologicas de temperatura y pH; presentando un elevado riego ecotoxico
(Luo et al., 2022). Analisis en diferentes animales han reportado que, en la degradacion del
PET, el bistenol A y ftalatos son los principales compuestos en diseminarse y bioacumularse
en tejidos vitales debido a la afinidad por las membranas celulares que otorgan sus cargas
superficiales, interfiriendo en diferentes procesos bioldgicos en el sistema reproductivo,
endocrino e inmunoldgico (Lear et al., 2021; Tyc et al., 2025). Tanto las particulas plasticas
como los aditivos que liberan generan toxicidad por estrés oxidativo. Al integrarse a las células,
se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que alteran la funcion mitocondrial, activando
vias inflamatorias y de muerte celular, incluido daiio en el ADN (Subramanian et al., 2024).
En humanos, se estima que una persona ingiere e inhala hasta 1,26 x 10° y 8,38 x 10* de
particulas por dia, respectivamente (K. Liu et al., 2024). La exposicion crénica a estos
compuestos ha llevado a registrar su presencia en sangre, pulmones e incluso en la placenta (

Hoang et al., 2025; Tavakolpournegari et al., 2024; Vethaak & Legler, 2021).

1.1.3. Gestion de residuos plasticos

1.1.3.1. Tratamientos convencionales

Las proyecciones del OECD (2022) senalan que el volumen global de residuos plésticos mal
gestionados podra triplicarse para 2060 en ausencia de politicas de circularidad efectivas,
convirtiendo la gestion sostenible del PET en un imperativo ambiental, sanitario y econémico
sin retorno. Por un lado, el reciclaje mecanico, que procesa alrededor del 90% del plastico
circular disponible a nivel mundial (Chan & Zinchenko, 2023), degrada las propiedades del
polimero en cada ciclo térmico mediante hidrolisis parcial y oxidacioén con la desventaja que

disminuye la calidad de la materia prima resultante. En cambio, el reciclaje quimico abarca
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tecnologias como glicolisis e hidrolisis acida-alcalina que descomponen el PET en sus
mondmeros constituyentes para su posterior re — polimerizacion. No obstante, esta estrategia a
escala industrial resulta insostenible por sus elevados insumos energéticos, el uso de reactivos
corrosivos y toxicos, aumentando sus costos operativos sin reducir la huella ambiental (Ellis
et al, 2021). En conjunto, ambas estrategias logran procesar apenas el 10% del plastico
producido anualmente, lo que sugiere que la busqueda de alternativas mas eficientes y con

menor impacto ambiental.
1.1.3.2. Biodegradacion enzimatica del PET

La biodegradacion enzimatica del PET aprovecha la maquinaria metabdlica de
microorganismos extremofilos y mesofilos capaces de secretar hidrolasas (cutinasas, lipasas y
esterasas) que rompen los enlaces éster del polimero, liberando los mondémeros TPA y EG, tras
la despolimerizacion (Kawai, 2021). Estas moléculas pueden ser empleadas para la resintesis
de plastico o para la produccion de metabolitos con valor agregado como acido muconico,
catecol o polihidroxialcanoatos (Urbanek et al., 2021). A diferencia de la degradacion abiotica,
la ruta enzimatica opera bajo condiciones de reaccion suaves, bajo consumo energético y de
reactivos, y no genera subproductos téxicos, facilitando la integracion de procesos de

biorremediacion y reciclaje (Kushwaha et al., 2023).

1.1.4. PETasa de Ideonella sakaiensis

Ideonella sakaiensis 201-F6 es una bacteria gramnegativa aislada de residuos plasticos de una
planta de reciclaje en Sakai (Japon) (Yoshida et al. 2016). Los resultados expuestos mostraron
que este microorganismo fue capaz de degradar completamente el film PET después de la sexta
semana a 30 °C. Tras un ensayo de comparacion de actividad degradativa sobre diferentes
matrices poliméricas, la IsPETasa mostré mayor preferencia y capacidad de hidrolizar el PET
frente a sus enzimas homologas (7fH, LCC y FsC). Este microorganismo evolucion6 para
utilizar el PET como fuente primaria de carbono y energia mediante el sistema enzimatico que
combina la accidn sinérgica de dos enzimas, [sPETasa y MHETasa. La primera cataliza la
hidrélisis de los enlaces éster del polimero generando el monémero MHET como principal
producto de la reaccion. La segunda, hidroliza el MHET en TPA y EG, completando la

conversion del polimero en sus mondémeros constituyentes (Brott et al., 2022).



1.1.4.1. Estructura y Mecanismo de accion de IsPETasa sobre el PET

IsPETasa es una serina hidrolasa con una arquitectura proteica altamente conservada que
adopta el plegamiento canénico & hidrolasa, caracterizada por una ldmina P central rodeada
de ocho hebras  mixtas (B1- B9) y rodeadas por siete hélices a en ambos lados (al- a7) sobre
el que se organiza la triada catalitica S160-D206-H237 (Figura 1 A, D) (Joo et al., 2018). El
analisis cristalografico de la enzima (PDB: 5XH3) mostré dos caracteristicas clave de la
enzima: el sitio activo se ubica en una hendidura superficial de 25 — 29 A de longitud, mucho
mas flexible que las cutinasas homologas gracias al residuo W185 que promueve interacciones
7 — 7 con el anillo bencénico del sustrato para estabilizarlo a una distancia de 3,6 A (Figura
1C,E) (Han et al. 2017; Joo et al. 2018); /sPETasa contiene dos puentes disulfuro cerca del
sitio activo (C203-C239 y C237-C289) que ayudan a mantener la integridad de la triada
catalitica, reforzando su actividad sobre las matrices cristalinas superficiales del PET (Figura

1D) ( Liu et al., 2023)

Enlace disulfuro
(C237-C289)

fare

- Subsitiolla

7 )
¥

Subsitio |

Figura 1. Estructura cristalina y representacion del sitio activo de IsPETasa con sustrato de
estudio 2-HE(MHET) 4 que imita al PET.

Nota. A) Residuos de la Triada catalitica (cian: S160, H237 y D206) y parte del sustrato 2-
HE(MHET), acopldndose (naranja); en lineas entrecortadas se muestran las distancias

involucradas en la interaccion del agujero oxianion (Y87 y M161) y los residuos de la triada.



B) Modelo de superficie de potencial electrostatico de la enzima con los respectivos sitios de
unién con el sustrato (subsitio I, rojo; subsitio Ila, verde; subsitio IIb, celeste; subsitio Ilc,
morado) flanqueados en circulos entrecortados; el sitio de escision se resalta en un cuadro rojo.
C) Vista lateral de la hendidura a la que se acopla el sustrato al sitio activo. D) Estructura
monomérica representada en cintas por la parte de frontal (derecha) y se gira horizontalmente
90° hacia el lado izquierdo. Se muestran los residuos de la triada (sticks cian), enlaces
disulfuros (stick azul claro) y el sustrato (sticks naranja). E) Estructura cartoon de la enzima
(gris) y los residuos que participan en la union del sustrato (stikcs naranja) en el subsitio |
(magenta) y II (a, b, c: azul claro). Los enlaces de hidrogeno generados entre los residuos y el
sustrato se muestran como lineas entrecortadas de color rojo. La interaccion n-n entre el residuo
W185 y el anillo bencénico del sustrato inicial del subsitio I se encuentra sefialada con un anillo

entrecortado de color verde. Adaptado de Joo et al. (2018).

La catalisis transcurre mediante un mecanismo de adicidon-eliminacion nucleofilica de dos
etapas. En la acilacion, H237 extrae el proton de S160 generando el oxianion de la serina, el
cual ataca el carbonilo del enlace éster formando un primer intermediario tetraédrico cuya carga
negativa es estabilizada por el agujero oxianion (M159 y Y87) (Burgin et al., 2024;Lu et al.,
2022). El colapso de este libera el primer producto alcoholico y genera el intermediario acil-
enzima covalente. En la deacilacién, una molécula de agua activada por His237 ataca el
carbonilo del intermediario acil-enzima, formando el segundo intermediario tetraédrico cuyo
colapso libera el producto acido carboxilico (TPA o MHET) y regenera S160 (Burgin et al.,
2024; Fecker et al., 2018)
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Figura 2. Mecanismo catalitico de reaccion por acilacion y desacilacion de IsPETasa

Nota. A — C) Mecanismo quimico de la reaccion de acilacion de IsPETasa. A) Complejo de

Michaelis de un dimero PET, donde S160 es activado por H237 y D206 y orientado para atacar

uno de los carbonos carboxilicos centrales de los anillos aromaticos del dimero PET. B) El

carbono carboxilico del dimero adopta una configuracion Ts tetraédrica con H237, extrayendo

un proton de S160. C) El Ts colapsa y escinde el enlace éster con el grupo saliente BHET

aceptando el proton de H237 mientras MHET se mantiene unido a la enzima a través de S160

(estado acil-enzima “AEI”). D — F) Mecanismo quimico de la reaccion de desacilacion de

IsPETasa. D) Desde el estado AEI, el agua catalitica transfiere un proton a H237 y ataca al

carbono carboxilo del fragmento PET acilado. E) se adopta una configuracion Ts tetraédrica

entre el carbono carboxilo y H237. F) El Ts colapsa y escinde el enlace acilo entre MHET y

S160, regenerando al residuo para regresar a la triada catalitica tras aceptar un proton de H237,

y formar MHET como producto final. Adaptado de Burgin et al. (2024).
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1.1.4.2. Limitaciones de la biodegradacion enzimatica a escala industrial

La principal restriccion a escala industrial es la limitada accesibilidad de las enzimas a las
diferentes estructuras complejas del sustrato polimérico. La accidon enzimatica estd
directamente influenciada por la capacidad de la enzima para acceder a las cadenas poliméricas
del PET, caracteristica tipica de un mecanismo sustrato limitante (Akram et al., 2024). La
temperatura de transicion vitrea (T,) del PET se ubica entre los 65 — 81 °C, punto en el que las
cadenas adquieren movilidad suficiente en su capa superficial para el ataque enzimatico y
consecuentemente la hidroélisis de sus enlaces éster (Thomsen et al., 2022; Wei et al., 2022).
Favorablemente, estudios reportan que, en condiciones acuosas, disminuye la Ty superficial
hasta 40 — 48 °C debido al efecto plastificante del agua, reduciendo la ordenacion molecular en
sus cadenas poliméricas, lo que explica la capacidad de enzimas mesoéfilas como /sPETasa para
hidrolizar el PET de cristalinidad <15% a temperatura ambiente bajo estas condiciones de
reaccion (Ramnath et al., 2026; Tarazona et al., 2022). En este contexto, los biocatalizadores
empleados para el reciclaje enzimatico del PET deben mostrar un balance Optimo entre

termoestabilidad y eficiencia catalitica (Figura 3).

Velocidad de reaccion

Temperatura

Figura 3. Relacion de la actividad catalitica de la enzima frente la temperatura y
comportamiento del PET

Nota. La temperatura modula la degradacion enzimatica del PET mediante el balance entre la
transicion vitrea superficial y la recristalizacion del polimero, y la activacion e inactivacion
térmica de la enzima. A) Transicion de la superficie del PET. B) activacion de la enzima. C)

inactivacion de la enzima. D) Amorfizacion del PET. Adaptado de Akram et al. (2024).



En la aplicacion industrial, es necesario incluir etapas previas de amorfizacion y micronizacion
del sustrato, sin embargo, estos procesos elevan los costos operativos y el consumo energético.
A este problema se afiade que la acumulacion de intermediarios de reaccion, principalmente
MHET y BHET, inhibe a la enzima y reduce la velocidad de despolimerizacién, lo que obliga
a incorporar una segunda enzima (MHETasa) para hidrolizar este intermediario en sus

monomeros constituyentes (TPA y EG) (Groseclose & Nguyen, 20225).

1.1.5. Ingenieria de enzimas para la optimizacion de IsPETasa

La actividad de IsPETasa ocurre a una temperatura 6ptima de operacion entre 20 — 30 °C y se
desnaturaliza por debajo de 40 °C, umbral incompatible con las condiciones que maximizan la
degradacion del PET (Burgin et al., 2024; Chen et al., 2021). A esta fragilidad térmica se
suma la baja eficiencia de IsPETasa frente al PET post-consumo (>25 %) (Lu et al. 2022,) sin
procedimientos de amorfizacion previos, mecanicos o térmicos, que reduzcan estos indices y

hacer del PET enzimaticamente mas accesible.

Pese a ello, IsPETasa se mantiene como una estrategia potencial en estudios de optimizacioén
gracias a su caracteristica particular de presentar un sitio activo altamente flexible, como se
menciono en la seccion 1.1.4.1., otorgandole una eficiencia enzimatica superior a la de otras
enzimas PET hidrolasa termoestables como LCC (Yoshida et al. 2016). Por lo tanto, para
aprovechar la excelente capacidad de IsPETasa para degradar el PET, con miras a su aplicacion
a escala industrial, es necesario redisefiar la estructura de la enzima para generar interacciones
electrostdticas mas fuertes que favorezcan su estabilidad térmica y evitar asi su

desnaturalizacion temprana.

El analisis de la estructura cristalina de IsPETasa realizado por Son et al. (2019) demostré que
la enzima presenta varias regiones con valores de factor térmico (b-factor) superiores al
promedio, lo cual sugiere que son segmentos con mayor flexibilidad, susceptibles de adoptar
diferentes estados conformacionales que contribuyen negativamente a la estabilidad y actividad
catalitica a temperaturas elevadas. Esta flexibilidad conformacional, aunque util para la
plasticidad del sitio activo, no se observa en la estructura cristalina de 7fCut (PETasa
termofila), y resulta contraproducente para mantener la integridad global de la proteina en
condiciones industriales. Producto de este andlisis Cui et al. (2021) se determind que los
segmentos comprendidos por Q119-S121 y S187-T189, localizados en las inmediaciones del
sitio activo, son altamente flexibles. Particularmente, S121, S187 y S188 mostraron varios

estados conformacionales en sus cadenas laterales probablemente debido a la escasa formacion
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de puentes de hidrogeno con D186 y otros residuos adyacentes (Figura 4A). Por lo tanto, este
microambiente es un excelente punto de partida para estabilizar la arquitectura de IsPETasa

mediante estrategias de evolucion dirigida.

1.1.5.1.Desarrollo de la variante DuraPETasa e identificacion de residuos clave para el

incremento de termoestabilidad en IsPETasa

Cui et al. (2021) desarrollaron DuraPETasa mediante una red neuronal convolucional 3D
(MutantCNA) que predijo diez mutaciones puntuales en regiones distales al sitio activo para
incrementa la estabilidad global de la proteina sin comprometer su actividad catalitica. El
resultado fue una variante con una Tm de ~77 °C, 31 °C mayor que la enzima silvestre, y
capacidad de degradar PET con indices de cristalinidad de hasta 34%. Entre las substituciones
introducidas, S188Q e [168R se ubican precisamente en los bucles de alta flexibilidad Q119-
S121 y S187-T189 descritos por Son et al. (2019). El analisis de la estructura cristalina de
DuraPETasa (PDB:6KY5) revela que S188Q establece una red de puentes de hidrégeno con
I168R, S121, S187 y el carbonilo del esqueleto de N190, mientras que [168R forma un puente
salino con D186, reduciendo colectivamente la flexibilidad conformacional exclusivamente del
bucle S187 — T189 (Figura 4B) (Cui et al., 2021). No obstante, los puentes de hidrogeno, cuya
contribucion energética individual (~0,5 — 1,5 kcal/mol) (Newberry & Raines, 2016) es
inferior a la de los puentes salinos (1 — 5 kcal/mol) (Nayek et al. 2014), dejan margen para
explorar sustituciones que incorporen interacciones idnicas mas energéticas en la misma

posicion.
1.1.5.2. Analisis comparativo de IsPETasa y la cutinasa LCC

La Leaf-branch Compost Cutinase (LCC), caracterizada por Sulaiman et al. (2012) a partir de
ADN metagendmico de compost, mantiene actividad hidrolitica sobre el PET a temperaturas
de hasta 70°C y constituye el referente estructural mdas relevante para la ingenieria de
termoestabilidad en IsPETasa. Aunque LCC comparte con IsPETasa el plegamiento o/f-
hidrolasa y la triada catalitica (Figura 4D), difiere sustancialmente en la arquitectura de los
bucles adyacentes al sitio activo. El alineamiento de secuencias reveld que, en las posiciones
equivalente a los segmentos Q119-S121 y S187-T189 de IsPETasa, LCC presenta las
sustituciones S188—D193, 1168—R173, S121-D129 y, D186—H191 (Cui et al., 2021;
Sulaiman et al., 2012). Estos residuos conforman una red de puentes salinos entre D193-R173-
D129, complementada por puentes de hidrogeno mediados por H191 (Figura 4C), que ancla

y rigidiza los bucles correspondientes con una cohesion electrostética cualitativamente superior

11



a la observada en IsPETasa silvestre, donde la estabilizacion de estos segmentos depende
unicamente de interacciones hidrofobicas débiles e interacciones polares de baja energia
(Sevilla et al., 2023; Son et al., 2019). Esta comparacion establece que la termoestabilidad
entre ambas enzimas no reside en el nucleo hidrofobico ni en el sitio activo, sino en redes
electrostaticas especificas de bucles periféricos, ofreciendo una guia estructural precisa para la

ingenieria racional de /sPETasa.

Figura 4. Comparacion estructural de las enzimas IsPETasa, DuraPETasa y LCC

Nota. A) Estructura de la IsPETasa silvestre (WT), donde la Serina 188 presenta interacciones
hidrofobicas débiles e inestabilidad térmica. B) Variante DuraPETase (S188Q), estabilizada
mediante una red de puentes de hidrégeno. C) Cutinasa LCC forma una red de puentes salinos
entre D193-R173-D129 y HI191. D) Enzima LCC (amarillo) e IsPETasa (turquesa)
sobrepuestas. Los residuos D193(amarillo); S188 (turquesa) estan representados en modelo de

esferas.
1.1.5.3. Diseiio de la mutacion S188D: Relevancia Estructural y funcional

La sustitucion S188D pretende introducir la cadena lateral cargada negativamente del aspartato
(CH,C007) en una posicion en que la enzima silvestre solo alberga la cadena polar no
ionizable de la serina (—CH,OH), incorporando asi carga i6nica en un microambiente que

carece de interacciones electrostaticas significativas (Hofer et al., 2020; Zhou & Pang, 2018).
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El disefio de esta variante se sustenta en el analisis comparativo con LCC, donde el residuo
D193, equivalente a S188 (Figura 4D), participa en redes que disminuyen la flexibilidad
conformacional de los bucles, brindando mayor eficiencia energética en conjunto con las
substituciones acumuladas de M8 en IsPETasa, considerando la dindmica molecular del
aspartato dentro de este microambiente para contribuir al anclaje de los segmentos Q119-S121
y S187-T189 y la reduccion del b-factor (Burgin et al., 2024; Cui et al., 2021; Sulaiman et
al., 2012).

Con base a estos fundamentos, el presente trabajo evaltia el efecto de S188D sobre la
arquitectura del mutante M8 de IsPETasa, desarrollado en la Universidad Técnica de Ambato.
Se postula que las interacciones i6nicas adicionales aportadas por esta sustitucion generaran
efectos sinérgicos de estabilizacion con las mutaciones preexistentes en M8, permitiendo a la
variante mantener su conformacion funcional en el intervalo de temperatura proximo a la Tg
del PET vy, con ello, lograr una degradacion eficiente de PET de alta cristalinidad bajo

condiciones compatibles con la escala industrial.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Disenar la variante mutante S188D de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis

1.2.2. Objetivos Especificos

e Construir la variante mutante S188D de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis.
e Aislar la variante mutante obtenida utilizando cromatografia de afinidad.
e Evaluar la eficiencia de degradacion de la variante S188D de la enzima PETasa de

Ideonella sakaiensis sobre el PET.
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CAPITULO II.- METODOLOGIA

2.1. Materiales

El presente trabajo se realizo en las instalaciones de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. La Tabla 1 enlista los
reactivos, material fungible, las lineas celulares y los equipos empleados en la presente

investigacion.

Tabla 1.

Lista de reactivos, material fungible y equipos empleados

Reactivos
Glucosa Hidroxido de sodio (NaOH)
Acrillamida Imidazol
Agua desionizada Kit para la extraccion de ADN
Agua destilada plasmidico
Alcohol etilico Reactivo de Biuret
Cloranfenicol SDS
Kanamicina Triptona
Agar — Agar Tris HCI
EDTA Glicerol
Extracto de levadura Lisozima
Cloruro de sodio (NaCl) Isopropil  B-D-1-tiogalactopirandsido
Fosfato dipotasico (K,HPO,) (IPTG)
Lineas celulares
E. coli DH5a E. coli BL21(DE3) Rosetta
Material fungible
Cajas Petri de vidrio Mechero
Columna Ni-NTA Papel aluminio
Espatulas estériles Papel film
Frascos de tapa azul Papel filtro
Gradillas Pipetas seroldgicas
Guantes de nitrilo Probetas
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Hisopos

Papel absorbente

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

Tubos PCR Tubos falcon (50 mLy 15 mL)
Matraz Erlenmeyer Tubos eppendorf

Equipos
Balanza analitica Incubadora

Agitador incubador orbital
Bafio termostatico

Vortex

Centrifuga

Autoclave

Céamara de electroforesis
Cémara de flujo laminar

Ultra congelador

Incubadora con agitacion
Micropipetas (2-20 uL, 20-200 uL, 10-
1000 uL)

Nanodrop

Potencidmetro

Plancha de calentamiento

FPLC

Refrigerador

Disruptor celular (Benchmarck Pulse Termociclador

150)

2.2. Métodos

2.2.1. Construccion de la variante mutante S188D de la enzima PETasa de I sakaiensis

2.2.1.1. Secuencia del gen de la enzima PETasa de 1. sakaiensis

Para el presente proyecto se empled la secuencia de la variante M8 de la enzima IsPETasa

previamente disenada por la Dra. Liliana Cerda Mejia 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 S188D

La variante S188D se obtuvo mediante un servicio externo de sintesis, clonacion y
secuenciacion. La sustitucion S188D se introdujo en la secuencia del gen IsPETasa por
mutacion in silico, considerando la frecuencia de uso en Escherichia coli B. El gen sintetizado
fue clonado en el vector pET30a (+) a través de los sitios de restriccion Ndel y Xhol. Una vez

recibido el pldsmido generado mediante el servicio, se lo almacend a -20 °C para analisis

posteriores.
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2.2.1.3. Transformacion de las células competentes E. coli DHS5a

El plasmido que contiene la secuencia que codifica para la variante S188D se transformo en E.
coli DH5a para su multiplicacién y almacenamiento. La transformacion de las células de E.
coli DH5a se llevo a cabo mediante choque térmico, conforme al protocolo descrito por Cohen
et al. (1972). Para ello, se generaron alicuotas 100 uLL de células competentes, previamente
almacenadas a —80 °C, las cuales se descongelaron en hielo durante 30 minutos. Seguidamente,
se incorpord 100 ng de vector y se continud con una incubacion en hielo por 30 minutos

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 afiadio 900 pL de medio de recuperaciéon SOC (Tabla 2) y se incubd la suspension a 37 °C
durante 90 minutos bajo agitacion constante a 220 rpm. Posteriormente, se sembrd en placas
de agar LB (Luria-Bertani) suplementadas con kanamicina, y se incub6 a 37 °C durante 24 —
48 horas. Por ultimo, se seleccionaron entre dos y cinco colonias para su inoculacion en tubos
que contenian 5 mL de caldo LB (Tabla 2) también suplementado con antibidtico, a fin de
iniciar el cultivo liquido para su posterior conservacion y verificacion de la mutacion mediante

secuenciacion.

Tabla 2.

Medios de cultivo empleados

Cantidad por L de medio de cultivo

Reactivo
SOC Luria Bertani (LB)

Solucion de glucosa 20 % 20 mL -

Extracto de levadura S5¢g 5¢g

Cloruro de sodio (NaCl) 0.584 g 10 g

Triptona 20¢g 10g

Cloruro de potasio (KCI) 0.186 g -

Sulfato de magnesio (MgSO4) 2.4 g -

Agar - 20g

Nota. Se ajustd el pH a 7.0 con Hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 M. Para la elaboracion de
medios liquidos se omitid la adicién de Agar. Adaptado de Agilent Technologies (2015) y
Sigma-Aldrich (2013).
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2.2.1.4. Extraccion del ADN plasmidico

La extraccion del ADN plasmidico se desarrolld con el 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. Seguidamente, se descartd el
sobrenadante, mientras que el pellet se resuspendié mediante la adicién de 200 pL de solucion

de suspension y agitacion en vortex.

Posteriormente, se incorpor6 200 pL de solucidn de lisis y se realizdé una mezcla por inversion
de 6 a 8 veces, hasta observar una solucion clara y viscosa. Para precipitar los restos celulares,
se adicion6 350 pL de solucidon 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
minutos. A continuacién, se insertdé una columna GenElute Miniprep en un tubo de
microcentrifuga y se equilibré con 500uL de solucion de preparacion y se centrifugo a 12000
x g durante un minuto para luego desechar el flujo. La muestra se transfirio a la columna y se
sometié a una nueva centrifugacion bajo las mismas condiciones, eliminando el liquido de

paso.

Se adiciond 750 pL de la solucion de lavado a la columna y se centrifugd a 12000 x g por un
minuto, se descart6 el flujo y se procedi6é a una segunda centrifugacion a velocidad méxima
durante 1 a 2 minutos para la eliminacion de residuos remanentes. Finalmente, la columna se
transfirio a un tubo de recoleccion estéril, al que se adiciond 100 uL de soluciéon 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

determin6 mediante Nanodrop 2000.

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

La metodologia de transformacion de E. coli BL21(DE3) Rosetta, para la expresion de las
variantes mutantes, fue la misma descrita en la seccion 6.1.3. mediante choque térmico, con la

unica diferencia que también se afiadio cloranfenicol al medio de cultivo.
2.2.1.6. Expresion de la variante S188D de la enzima PETasa de I sakaiensis

La expresion de la proteina recombinante se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Sevilla y Cerda (2022). En primera instancia, se tomo6 una colonia de E. coli BL21(DE3)
Rosetta previamente transformada con el plasmido que porta la variante mutante y se inoculo

en 25 mL de caldo LB suplementado con kanamicina (50 pg/mL) y cloranfenicol (34 ng/mL).
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Este cultivo se incub6 durante 16 horas a 37 °C bajo agitacion constante a 200 rpm. Finalizado
este tiempo, el cultivo fue transferido a un matraz que contenia 500 mL de medio LB con los
mismos antibidticos, continuando la incubacion a 37 °C con agitacion de 200 rpm hasta
alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo) entre 0,6 y 0,8 (aproximadamente 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, y se
mantuvo la incubacion a 20 °C durante 18 a 24 horas adicionales. Posteriormente, el cultivo se
centrifugd a 4000 rpm y 4 °C por un periodo de 20 minutos para recolectar la biomasa celular.
Finalmente, el pellet obtenido se resuspendi6 utilizando 6 mL de tampon Tris 50 mM, pH 8,
con 150 mM de NaCl. 5 mM de imidazol por cada gramo de pasta celular, y la muestra se

almacend a —80 °C para su posterior procesamiento.

2.2.2. Aislamiento de la variante mutante obtenida utilizando cromatografia de afinidad.

2.2.2.1. Lisis Celular

Para llevar a cabo la lisis celular, se empled una concentracion de lisozima equivalente a 10 mg
por cada gramo de células, seguida de un proceso de sonicacion utilizando un equipo disruptor,

conforme al protocolo descrito por (Dermit & Mardakheh, 2021).
2.2.2.2. Purificacion de la proteina

Obtenido el lisado, se procedio con una centrifugacion a 2100 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 NacCl, 5 mM de imidazol. Una vez que la muestra se
cargd en la columna, se aplicd un lavado utilizando de cinco a diez volumenes del mismo
tampon, para remover proteinas unidas de forma inespecifica. La elucion de la enzima PETasa
recombinante se realizd mediante la aplicaciéon de un tampén que contenga 250 mM de
imidazol, recolectando las fracciones eluidas en alicuotas de 0,5 mL en tubos estériles.
Posteriormente, las fracciones que contenian la proteina de interés fueron agrupadas para
evaluar su pureza mediante electroforesis SDS-PAGE. Finalmente, la concentracion proteica

fue determinada utilizando un espectrofotdémetro NanoDrop 2000.
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2.2.3. Evaluacion de la eficiencia de degradacion de la variante S188D de la enzima

PETasa de I sakaiensis sobre el PET.

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 se
incub6 con 500 pL de tampon 1 M fosfato de potasio pH 8.0, tanto en presencia como en
ausencia de la enzima mutante (en una relacion 1.5 mg de enzima por gramo 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 y una
vez con etanol y se dejo secar a temperatura ambiente hasta peso constante. Posteriormente, la
actividad de la variante mutante se determin6 por diferencia de peso entre la muestra inicial y

la final. La actividad de la enzima se expreso en funcidon 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. Diseiio de la variante IsPETasa S188D

3.1.1.1. Criterio de frecuencia de codones para la sustitucion S188D

La eleccion del cododn para introducir la sustitucion S188D sobre el gen de IsPETasa en E. coli
no es una decision trivial de disefo, sino que refleja la tension entre dos criterios técnicos con
consecuencias practicas directas sobre el rendimiento de la expresion y la calidad de la proteina
recombinante. El 4cido aspartico dispone de dos codones sindonimos para el sistema E. coli:
GAU y GAC, cuyas frecuencias de uso relativo en E. coli son del 33,7% y 17,9%,
respectivamente (Nakamura, s.f.). Seleccionar codones sinébnimos de alta frecuencia en el
genoma del huésped mejora la eficiencia de traduccion y el rendimiento de la proteina
expresada, de modo que la optimizacion de codones es un factor central en la produccion de
proteinas recombinantes. Sin embargo, la maximizacidn del indice de adaptacion de codones
(CAI) no garantiza por si sola la obtencion de una proteina funcional (Baddam et al., 2025).
La sobreutilizacion de codones de alta frecuencia puede inducir desequilibrios en los grupos
de ARNt y estrés metabodlico que comprometen la solubilidad y la estabilidad de la proteina
expresada (Hiraga et al., 2021). Desde este punto de vista, el codon GAC ofrece una frecuencia
suficiente y practica para sostener una traduccion eficiente en E. coli BL21(DE3) Rosetta sin
saturar los posibles grupos de ARNt correspondientes, lo que la hace preferible en contextos

donde la calidad del plegamiento es tan critica como el rendimiento de expresion (Li et al.,

2025).

El segundo argumento a favor de GAC proviene del disefio de los oligonucledtidos de
mutagénesis. En mutagénesis dirigida por PCR, el nimero de desapareamientos entre el
cebador mutagénico y el molde determina la estabilidad del duplex formado y, por tanto, la
eficiencia de amplificacion del producto mutante (Varela-Castillo et al., 2026). Los métodos
basados en cebadores mutagénicos se apoyan en el apareamiento del oligonucledtido a la
secuencia complementaria del molde, y los desapareamientos en posiciones designadas
facilitan las sustituciones de codones; minimizar estos desapareamientos reduce el costo
energético de la hibridacion (Watts et al., 2021). Si el codon original de la S188 en el gen de
IsPETasa optimizado para E. coli es AGC o TCC, el cambio hacia GAC requiere menos
sustituciones de bases nitrogenadas que el cambio hacia GAT, lo que se traduce en una

temperatura de fusion del diplex cebador-molde optimizada y en una mayor probabilidad de
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¢xito en el ciclo de amplificacion (Y. Wang et al., 2016). El disefio de cebadores para
mutagénesis dirigida busca minimizar la energia libre del duplex con desapareamientos para
reducir el costo energético de la mutacion y maximizar el rendimiento del producto mutante.
La eleccion de GAC mantiene una frecuencia de codon aceptable para la maquinaria ribosomal

de E. coli y reduce la complejidad técnica del oligonucleétido de mutagénesis(Baddam et al.,

2025; Jiang et al., 2024).

Esta decision adquiere mayor relevancia cuando se considera la sensibilidad conformacional
de IsPETasa. La sustitucion S188D se introduce en el bucle S187-T189, adyacente al bolsillo
de union al sustrato, una region que los andlisis de b-factor de Son et al. (2019) identificaron
como de alta flexibilidad y que participa directamente en la estabilidad global de la enzima.
Tanto los codones de alta como baja frecuencia contribuyen positivamente a la solubilidad de
las proteinas recombinantes, y la sustitucion sistematica de codones poco frecuentes por los
preferentes del huésped puede derivar en la formacion de agregados insolubles por plegamiento
incorrecto (Baddam et al., 2025). Traducir a velocidad maxima una region estructuralmente
sensible puede desincronizar el avance del ribosoma de la cinética de plegamiento co-
traduccional de los bucles circundantes al sitio activo, un riesgo que la eleccion de GAC puede
llegar a atenuar al no alcanzar la frecuencia maxima de uso (Jiang et al., 2024; Watts et al.,
2021). En el contexto del mutante M8, que ya porta sustituciones acumulativas en estas
regiones, preservar las condiciones que favorecen un plegamiento correcto es tan importante
como asegurar un nivel de expresion adecuado para los ensayos de degradacion de PET. No
obstante, este criterio puede ser reafirmado o refutado después de los procesos de purificacion
en la seccion 3.1.2.1. que demuestren la viabilidad proteica de la variante propuesta en unidades

de concentracion.

3.1.1.2. Criterios de clonacion in silico de la variante IsPETasa S188D

La construccion del plasmido recombinante se planted a partir de un disefo in silico orientado
a generar un sistema de expresion eficiente y controlado para la variante mutante S188D de la
enzima PETasa de Ideonella sakaiensis. Para ello, se optd por la sintesis del vector mediante
un servicio externo especializado que permitiera obtener un constructo altamente preciso, lo
que garantizd6 la fidelidad del ensamblaje desde el inicio del proceso experimental,
minimizando los riesgos asociados a metodologias de clonacion, como digestion y ligadura
(Ramirez et al. 2024), reduciendo significativamente el tiempo experimental, un factor

limitante en la naturaleza de este proyecto.
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Para el sistema de expresion, se selecciond el vector pET-30a (+), que constituye una de las
plataformas predominantes para la produccion de proteinas recombinantes en E. coli (Dvorak
et al., 2015). Su eleccion se fundamenta en las caracteristicas estructurales que presenta
(Figura 5) pues la presencia del promotor T7 en combinaciéon con el operador Lac (lacO)
permite una regulacion estricta de la transcripcion en ausencia del inductor IPTG, minimizando
la expresion basal que podria resultar toxica para el huésped o generar presion selectiva sobre
el constructo (Du et al., 2021; Zhao et al., 2018); el gen regulador lacl incorporado en el
vector asegura, en cambio, la represion en condiciones no inductoras; el origen de replicacion
ColE1l mantiene un alto nimero de copias por células garantizando elevados niveles de
transcripcion de ARNm; y el marcador de resistencia a kanamicina (KanR) proporciona una
estable selectividad y compatibilidad con el sistema de expresion E. coli BL21(DE3) Rosetta
(Khananisho et al., 2023). Esta arquitectura ha demostrado ser particularmente eficaz para la
produccion de mutantes y otras enzimas homologas de IsPETasa, como documenta Carter et
al. (2024) y Ke at al. (2012) en la expresion de variantes cutinasas e hidrolasas,

respectivamente.

La insercion del gen codificante se disefio entre los sitios de restriccion Ndel y Khol del Sitio
de Clonacion Multiple (MCS) del vector, una combinacion ampliamente adoptada en la
aplicacion de ingenieria de proteinas (Goulas et al., 2014). Segun Danaher Life Sciences
(2022) esta eleccion favorece una insercion direccional, disminuye la probabilidad de eventos
de autoligacion y asegura la correcta orientacion del inserto. Ndel genera extremos cohesivos
de 4 nucleotidos e incorpora el codon de inicio ATG dentro de su secuencia de reconocimiento,
lo que permite preservar el inicio de la traduccion del gen sin necesidad de introducir
nucledtidos adicionales que podrian generar aminoacidos no deseados en el extremo N-
terminal de la proteina expresada. Xhol, por su parte, actua en el extremo 3' de la secuencia
codificante, asegurando la integridad de la region final del gen y su fusion con la etiqueta de
purificacion de histidinas (6xHis) incorporada en el extremo C-terminal del vector, la cual
desempefia un papel fundamental en el proceso de purificacion (Hayat et al., 2018; Ramos et

al., 2004).
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Figura 5. Plasmido pET-30° (+) con variante mutante IsPETasa S188D

Nota. El constructo IsPETasa S188D presenta un gen de resistencia a kanamicina (KanR), un
promotor T7 inducible por IPTG, un operon /ac y una secuencia codificadora de etiqueta 6xHis
C-Terminal. En color gris se encuentra flanqueada de manera lineal la enzima M8 sobre la cual
se genera la mutacion S188D; en color rosado se sefiala el sitio estimado de mutacion y la
substitucion realizada de dos nucledtidos. Se resalta los sitios de corte del MCS Nhel

(G/CTAGC) y Xhol (C/TCGAG).

La variacion S188D se generd dentro de la arquitectura de M8 la cual presenta mutaciones
acumulativas. Aunque, las cadenas hidrofobicas se encuentran internamente durante el
plegamiento de la proteina, el microentorno estructural superficial de la proteina cercana al
sitio de sustitucion es hidrofilica, ya que los residuos, tanto el aspartato como la serina, son
polares y ofrecen especificidad (Zhou & Pang, 2018), con la variacion de que el primero ofrece
una carga negativa gracias a la perdida de los protones de sus grupos carboxilo (—COOH —

—CO00™) mientras que el segundo posee carga neutra al no perder protones (Hofer et al. 2020),
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y alli yace la diferencia entre la formacion de interacciones electrostaticas relativamente fuertes

y rigidas, y la solubilidad de la proteina (Quiao et al., 2019).
3.1.1.3. Expresion y rendimiento de biomasa de variante mutante S188D en E. coli BL21
(D3)

Para la expresion heterodloga se emple6 el sistema E. coli, que partioé con la multiplicacion del
plasmido en E. coli DH5a y, posteriormente, la expresion de la enzima fue mediada por E. coli
BL21 (DE3) Rosetta. La ventaja de este ultimo hospedador es su plasmido provisional.
pRARE, que provee ARNt adicionales que mejoran la traduccion de codones poco frecuentes
en E. coli y disminuye la sintesis de productos incompletos o terminaciones prematuras
(Pouresmaeil & Azizi, 2023; Tegel et al., 2010). Ademas, este hospedador promueve la
sobreexpresion y la solubilidad de la proteina en la fase inductora, una vez acumulada la
biomasa en la fase no inductora (Du et al., 2021). Todas estas consideraciones permitieron una
adecuada sintesis y plegamiento de la IsPETasa gracias a que el disefio adopt6 eficazmente el
sistema de expresion T7, ampliamente utilizado en proteinas recombinantes, donde el promotor
T7-1acO es reprimido por lacl en ausencia del inductor IPTG, reduciendo la expresion basal
del gen clonado. Una vez afiadido el inductor, este se une a lacl, baja su afinidad por el lacO y
permite iniciar la transcripcion de los genes por la ARN polimerasa T7, bajo condiciones
especificas que promueven una induccion eficiente de la proteina en el huésped (Studier,

2018).

Se garantiz6 la expresion selectiva en E. coli BL21(DE3) Rosetta, gracias a las consideraciones
mencionadas anteriormente y el marcador de resistencia a kanamicina (KanR), logrando cribar
aquellas células con el sistema plasmidico establecido y, se corrobor6 gracias a la obtencion de
colonias, que no hubo una induccion fuerte que genere toxicidad en el sistema bacteriano ni se
vieron afectadas rutas metabolicas relevantes, indicando viabilidad celular (Dvorak et al.,
2015). Los clones recombinantes obtenidos tras la transformacion fueron seleccionados en
funcién de su capacidad de crecimiento en medio LB suplementado con kanamicina y
cloranfenicol, lo que permitié asegurar la incorporacién y mantenimiento del constructo
plasmidico en E. coli. Posteriormente, las células transformadas se emplearon para la expresion
de la variante mutante S188D mediante induccion con IPTG a una concentracion final de 0,1
mM, una vez alcanzada una densidad oOptica de ODsoo = 1,187. Tras la incubacion,
centrifugacion y recuperacion del pellet, se obtuvo un peso de biomasa himeda final de 2,035

g de células en 550 mL de LB, con un rendimiento de 3,7 g/L, un valor que varia entre estudios
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de resultados consistente con los rangos reportados para cultivos de E. coli BL21(DE3) Rosetta

en LB a temperaturas optimas (Bell et al., 2022).

Estudios destacan que inducir tempranamente las células (ODsoo~ 0,1) a bajas temperaturas
pueden priorizar eficazmente la solubilidad de la proteina, la induccién a una densidad ODsoo~
0,4 — 0,6 (log medio), resulta mas productivo (Rajacharya et al., 2024; San-Miguel et al.,
2013). En este sentido, se ha demostrado que el punto 6ptimo de induccién puede generar
densidades celulares mas elevadas en funciéon del medio de cultivo, la cepa hospedadora, la
carga metabolica asociada a la sobreexpresion y, de manera critica, las caracteristicas
estructurales de la proteina recombinante, incluidas sus mutaciones especificas (Mithlmann et

al., 2017).

3.1.2. Aislamiento de la variante mutante IsPETasa S188D por cromatografia de
afinidad

3.1.2.1. Evaluacion de la eficiencia de purificacion de la mutante IsPETasa S188D

El extracto celular correspondiente a la variante mutante /sPETasa S188D fue sometido a un
proceso de purificacion mediante cromatografia de afinidad (IMAC) utilizando una columna
de Ni-NTA. Esta estrategia es ampliamente utilizada para la recuperacién selectiva y
cuantificacion de proteinas recombinantes con etiquetas de histidina (His-tag) pues el principio
se basa en generar sitios de unién coordinados por el acido nitrilotriacético (NTA), ligando
quelante que inmoviliza el Ni?*, y este tltimo coordina con las colas de histidinas permitiendo
retener de manera especifica la proteina de interés (Jiang et al., 2025; Volzke et al., 2023).
Finalmente, la adicién de imidazol a la columna compite con la enzima para coordinarse con

el metal, bloqueando la unidn previa y liberando la proteina en la etapa de elusion (Hajihassan

et al. 2024; Loughran et al., 2023).

Como se evidencia en el perfil cromatografico de la variante enzimatica /sPETasaS188D
(Figura 6) se distinguen claramente dos sefiales del proceso de purificacion. En la fase de carga
y lavado se observa una sefial sostenida hasta los primeros 39 mL, representando el paso de las
proteinas y restos celulares sin afinidad a la resina Ni-NTA hasta desechar todos los
contaminantes de la columna con un descenso y estabilizacion de la sefial, sugiriendo
efectividad en el proceso de purificacion. La segunda sefial, muestra la fase de elusion con un
unico pico definido y simétrico, que confirma un adecuado grado de pureza de la proteina,
aunque con una absorbancia maxima de 894 mAU, relativamente menor a comparacion de
otros estudios que superaban los 1500 mAU en variantes mutantes de /sPETasa a 280 nm

(Chancusig, 2026; Dutan, 2026; Molina, 2026). La probabilidad de que esta disminucion se
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deba a la baja expresion de la proteina soluble que produce E. coli (Carter et al. 2024; Lizhu
et al. 2022) es baja al comparar las variantes mutantes previas que expresaron efectivamente
en el sistema bacteriano. Asi que, la generacion de cuerpos de inclusion o agregados insolubles
de la proteina que se perdieron en el proceso de lisis celular se puede deber a un posible colapso
hidrofébico por la repulsion electrostatica local del aspartato con otros 4cidos circundantes al
carecer de nutaciones compensatorias de carga positiva (I168R o I1168K), desplegando el bucle
B6-B7 y exponiendo el nucleo hidrofobico interno, y finalmente obtener los agregados

insolubles (Cui et al., 2021).

Cromatograma de /sPETasa S188D
2500

2000 -

1500 -

1000 -

Absorbancia (mAU)
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-500 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Volumen (mL)

Figura 6. Perfil cromatogrdfico del proceso IMAC-Ni-NTA de la variante IsPETasa S188D

Nota. El pertfil cromatografico muestra el proceso de purificacion de la proteina de interés en
unidades de absorbancia mAU a 280 nm y en volumen (mL). El 4rea del cromatograma (verde
claro) se evidencia el pico simétrico resaltado (area verde intenso), limitado por el hombro
inicial, el punto de absorbancia maximo y el final del hombro donde se registra las fracciones
T4, T5 y T6 (lineas rojas), respectivamente, que fueron recolectadas cada 1 mL por el equipo

AKTA Start.

Pese a la consideracion anterior, la presencia de este pico de la proteina eluida, registrado entre
la elucion 42,75 — 50,75 mL que ubica las fracciones T4, TS y T6 (Figura 6), se puede
comprobar mas adelante para determinar la cantidad y el rendimiento de la purificacion de la
proteina propuesta. Ademas, se evidencia el desplazamiento adecuado de la proteina purificada
de la columna cargada con iones de niquel (Ni?*) al afiadir imidazol para liberacion y
recoleccion. En este contexto, Yu et al. (2021) han reportado perfiles similares con picos

simétricos durante la purificacion de variantes mutantes, asociando este patron a un
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plegamiento estructural estable y a una buena homogeneidad conformacional para coordinar

eficientemente la 6xHis-tag con la resina.

El proceso de purificacion permite estimar la concentracion de la proteina soluble eluida sin
interferencia del tampdn de intercambio. Primeramente, para determinar el valor aproximado
de masa se aplico la ley de Beer — Lambert aplicada directamente para celdas de flujo continuo,

mediante la deteccion UV-vis obtenida:
A=eXxIXxC

. -3
_aredpico X 10
€ Xl

X PM x 1000

Ecuacion 1

El area bajo la curva (AUC = AU X mL) representa el area entre la sefial del detector UV-Vis
y la linea base a lo largo del volumen de elucidn, el pico donde se detecta la proteina. El area
del triangulo del pico (base: 6.5 mL; altura del tridngulo: 864 — 93=771 mAU) es igual a un
drea de 2 505,75 X 1073mAU -mL o a su vez AUC = 2,506 AU - mL. El area del pico
resultante equivalente a la absorbancia areay;., = 0,386 AU. Se definié el coeficiente de
extincion (€) de IsPETasa S188D es de 37 150 M~ - cm™! con un peso molecular (PM) de
28835.01 g/mol. La longitud del camino 6ptico (/) de la celda AKTA Start es de 0.2 cm, segin
especificaciones del fabricante (Cytiva Life Sciences, 2020). Reemplazando cada valor

expuesto en la Ecuacion 1 se obtuvo una concentracion total de 1,50 g/L.

3.1.2.2. Eficiencia de las fracciones purificadas post filtracion

Una vez recolectadas las fracciones, se transfirieron a una columna de filtracion en gel por
gravedad para el desalado e intercambio de tampon, para la cuantificacion de cada fraccion por
NanoDrop 2000. Los valores registrados por el equipo (Tabla 3) a 280 nm, aplicaron la misma
ley de Beer — Lambert para cuantificar la concentracion especifica de las fracciones con mayor
presencia proteica de la variante S188D. Se considerd una longitud del paso optico 1.0 cm y

los mismos valores de € y peso molecular de la mutante propuesta.
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Tabla 3.

Valores obtenidos de las fracciones recuperadas y filtradas en gel

Fraccion Absorbancia Concentracion mg/mL
1 0,061 0,047
2 0,073 0,057
3 0,97 0,753
4 1,725 1,343
5 1,480 1,149
6 1,0 0,776
TOTAL 5,662
FG 1,978 1,537

Nota. La fraccion FG comprende la mezcla de la fraccion 4 y 5 que presentaron mayor
presencia de proteina soluble de manera preliminar en el perfil cromatografico po IMAN-Ni-
NTA. El total de la cantidad de enzima neta es de 5,662 mg en 6 mL.

La Tabla 3 evidencia los valores de concentracion que permitieron establecer criterios para
escoger la fraccion con mayor concentracion proteica para los ensayos de degradacion
posteriores. Las concentraciones de cada fraccidon muestran que la mayor recuperacion de
proteina se present6 en las fracciones T4 y TS con una concentracion de 1,343 y 1,149 mg/mL,
respectivamente. Estos valores coinciden con la region central del pico en el perfil
cromatografico, confirmando que la mayor parte de la proteina recombinante fue eluida en
dicho intervalo. En consecuencia, ambas fracciones se combinaron con el fin de aumentar la
concentracion a 1,537 mg/mL, similar a la obtenida en la concentracion total del pico obtenido
en el cromatograma, demostrando que se mantuvo la estabilidad operativa de la proteina pues
no existio una pérdida significativa de la misma en el proceso de filtracion en gel (Rosano &

Ceccacerelli, 2024).
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Figura 7. Concentracion de fracciones post-filtracion

Nota. La linea verde continua representa el ajuste por interpolacién polindmica cubica de
Hermite (PCHIP) de las concentraciones reales obtenidas mediante la ley de Beer-Lambert,
con el coeficiente de extincion de masa especifico corregido de la variante. Los marcadores
circulares naranjas sefalan la concentracion en mg/mL de cada alicuota de 1,0 mL. La region
sombreada en celeste corresponde al pool central purificado, integrado por las Fracciones 4 y
5, con una masa neta combinada de 2,492 mg de enzima soluble en un volumen total 2.0 mL.

Elaboracion propia (2026).
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Tabla 4.

Rendimientos obtenidos tras la purificacion de la variante IsPETasa S188D

Parametro Operacional Volumen / Masa
Biomasa humeda total 2,035¢g
Medio de cultivo LB usado 0,550 L
Fraccion de elucion 4 1,343 mg/mL
Fraccion de elucion 5 1,149 mg/mL
Pool enzimatico homogenizado 2,492 mg
Rendimiento / Biomasa 1,22 mg E/g
Rendimiento / Volumen 4,53 mg E/L medio LB

Los resultados obtenidos sugieren un rendimiento menor al esperado en estudios previos de
mutantes IsPETasa, posiblemente se vié comprometido por el sistema de expresion de E.coli
para recombinar la enzima lo que disminuyo el rendimiento de la proteina pese a que se
obtuvieron resultados aceptables y discutibles en los procesos de purificacion (Bell et al., 2022;

Son et al., 2020).
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3.1.2.3. Analisis de la pureza de IsPETasa S188D por SDS-PAGE

Por otra parte, el andlisis SDS-PAGE permitio6 corroborar la pureza y estimar el peso molecular
de la variante IsPETasaS188D posterior a la purificacion (Figura 7). El gel mostr6é una banda
predominante, en la columna 5, 6 y 4-5, cercana a la banda 30 kDa del ladder (28.8 kDa) que
concuerda con el peso molecular reportado para la PETasa nativa y sus variantes recombinantes
por mutagénesis (Bell et al., 2022; Yoshida et al., 2016). La presencia de una banda definida
respalda la eficacia del proceso de purificacion y confirma que las fracciones seleccionadas por
separado y el pool de la fraccion T4+TS contienen la proteina de interés, aunque no se
evidencio esta banda en la muestra 4, lo que sugiere un error de ejecucion durante la carga del
gel, pues previamente se confirmo6 la presencia de enzima en esta fraccion en el FPLC.

B)

kDa

MW 4 5 6 FG

250-

180 -

130 -

95 -

72 -

55 -

43 - -

IsPETasa S188D
— i s -, 28.84 KDa

34 -

26 -
20 -

Figura 8. SDS-PAGE de la variante IsPETasaS188D

Nota. MW: marcador de peso molecular; 4, 5, 6: fracciones que conforman el pico de elucion
de IsPETasaS188D mediante durante la cromatografia de afinidad; FG: mezcla de las

fracciones con mayor concentracion (4 y 5) tras la purificacion en la columna PD10.

El SDS-PAGE también muestra ligeramente otras bandas de mayor peso molecular, lo que
sugiere la presencia de productos parcialmente degradados pero activos de la enzima
denominados homodimeros funcionales o proteinas propias del huésped que se co-purificaron

por afinidad residual con la IMAC-Ni-NTA (Robichon et al., 2011; Zhang et al., 2019). En
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conjunto, los resultados de la purificacion respaldan la eficacia de la estrategia utilizada para

la obtencidn de proteinas recombinantes de alta pureza.

3.1.3. Degradacion del PET por variante IsPETasa S188D

Una vez confirmada la pureza de la enzima mutante S188D, se procedi6 a evaluar la capacidad
de degradacion de PET para comprobar si la variante propuesta presentaba actividad catalitica
sobre el sustrato de estudio. E1 PET no se someti6 a ningin pretratamiento de amorfizacion
térmico para reducir su cristalinidad. Unicamente, se recolecté botellas PET post-consumo, las
cuales se lavaron, se secaron y pasaron por un proceso de molienda hasta obtener un PET
<Imm. Wei et al. (2025) mencionan que este proceso de micronizacion puede inducir cambios
en el orden molecular, lo que denominan como fenomeno de “cristalizacion inducida por
deformacion” (Jabarin, 1992), donde el PET sufre un estrés mecanico, sometiendo a que las
cadenas poliméricas con menor ordenamiento originalmente, se alineen y se empaqueten en
estructuras altamente ordenadas (mas cristalinas) a comparacion de particulas mas grandes.
Aunque resulta una contradiccion técnica la relacion inversa entre el tamafio de particula y su
cristalinidad, es necesario considerar esta observacion en el ensayo de degradacion pues triturar
el PET. Sin embargo, incrementando el area superficial para que las enzimas tengan mas puntos
de ataque, aumenta la velocidad inicial de reaccion (Brizendine et al., 2022), los resultados
del rendimiento de degradacion se pueden ver comprometidos por la falta de accesibilidad al
sustrato al someterse exclusivamente a este tratamiento. En condiciones industriales es
necesario considerar el pretratamiento térmico (fusion ~260 °C y enfriamiento rapido) para
disminuir estos niveles de cristalinidad y permitan a las enzimas acceder facilmente a las

cadenas poliméricas e hidrolizarlas (Groseclose & Nguyen, 2025).

Para el ensayo se optdé por una metodologia simple y directa como es la cuantificacion por
pérdida de masa que permite comprobar y estimar el grado de degradacion del PET, puesto que
la tasa de pérdida de masa es intrinsecamente proporcional al area superficial del plastico
(Chamas et al., 2020). Sin embargo, estos estudios requieren de analisis mas robustos con
enfoques multiples que analicen a profundidad si se produje una erosion superficial o parcial
de sus mondmeros ( Tarazona et al., 2022) Los resultados obtenidos en el estudio, empleando
esta metodologia directa contemplando replicabilidad y reproducibilidad, demuestran que
existe una actividad catalitica por parte de la enzima mutante /sPETasaS188D a 50 °C, pues se
partio con un promedio de 125.3 mg de PET previamente procesado y la reaccion se finalizé a

las 72 horas con lavados de DMSO y alcohol 96%, respectivamente, se dejo secar hasta
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eliminar toda la humedad, obteniendo un promedio de materia residual de 108,77 mg (Anexo

1). La degradacion de PET fue de 13,22% con una desviacion estandar de 2.15 (Anexo 2).

Estos valores, comprueban que la sustitucion S188D en la arquitectura M8 si favorecio a la
estabilidad conformacional y funcional de la proteina en condiciones industriales, incluso
frente al elevado indice de cristalinidad del sustrato empleado al no someterse a un proceso de
amorfizacion previo. Aunque la variante /sPETasa S188D presenta un rendimiento menor al de
otras variantes con sustituciones puntuales (Tabla 5), la enzima propuesta si presenta un
rendimiento significativamente mayor a temperaturas elevadas (50 °C) que la enzima silvestre
la cual tuvo un rendimiento de degradacion de PET amorfo de 1.74% a 30 °C las primeras 24
h (Yoshida et al., 2016). A comparacioén de enzimas con mas de 10 mutaciones acumulativas
(DuraPETasa y HotPETasa) o aquellas sustituciones en bucles puntuales directamente
relacionados con el sitio activo (ThermoPETasa y FastPETasa) (Tabla 5), la variante S188D
tiene un desempefio ligeramente bajo debido al disefio parcial de las mutaciones introducidas
hasta la arquitectura M8, no obstante, el estudio abre paso para promover la formacion de
nuevas interacciones electrostaticas que resulten en un aumento de la Tm y la capacidad de la
enzima para hidrolizar de manera eficiente y eficaz el PET a temperaturas que oscilen los 70
°C, favoreciendo la accesibilidad al polimero para el ataque enzimatico sin necesidad de

someter el sustrato a pretratamientos costos.

Tabla 5. Principales mutantes de IsPETasa y su desemperio en la degradacion de PET

Condiciones
Enzima Mutacion Desempeiio Referencia
(sustrato/T°)
PET amorfo; Yoshida et
IsPETasa WT - 100% en 6 semanas
(30°C) al. (2016)
S121E, D186H, PET film Son et al.
ThermoPETasa 70% en 24 h
R280A amorfo; 40°C (2019)

S118Q, WI159H,
[168R, S214H, PET de ata
DuraPETasa R280A, A180I, cristalinidad 100% en 96 h
GI165A, Q119Y, (37 —-40°C)
L117F, T140D

Cui et al.

(2021)
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S121E, D186H, PET post-

Lu et al.
Fast-PETasa  R224Q, N233K, consumo; 15% en24h (2022)
R280A 50°C
21 mutaciones PET
(incluye S121E, semicristalino Bell et al.
HotPETasa 48.1% en 24 h
N233C, S282C, (29.8%);(65 — (2022)
P181V) 70°C)
Dutan,
IsPETasa W159H 449% en 72 h
(2026)
PET Chancusig,
IsPETasa S214H 24,78% en 72 h
micronizado (2026)
(50°C) Molina,
IsPETasa QI119Y-L117F 14,70% en 72 h
(2026)
Variante de
IsPETasa S188D 13,22% en 72 h

estudio

La Tabla S muestra que el rendimiento de la degradacion de PET entre variantes de /sPETasa
con muchas mutaciones acumulativas. Sin embargo, se evidencia que la enzima S188D
presentd un menor rendimiento para hidrolizar los enlaces éster del PET micronizado a 50 °C
a diferencia de mutaciones previas realizadas por Dutan, (2026) y Chancusig, (2026) que
participan en la estabilidad del sitio de union del sustrato por interaccion con residuos
contiguos, mientras que la mutacion Q119Y-L117F expuso un rendimiento similar a de la
variante S188D (Molina, 2026) el cual se encarga de favorecer interacciones n-n.Pese a las
diferencias de rendimiento, si existe una optimizacion de degradacion por la variante propuesta
que se puede corroborar con el estudio de Cui et al. (2021), si bien los autores identificaron la
S188 como sitio crucial de termoestabilidad la sustitucion acumulativa con S188Q (M4) que
realizaron result6 con un desempefio mayor que la sustitucion previa D186H (M3), pues desde
el punto de vista estructural se confirma que existe una tendencia predominante hacia
interacciones epistaticas negativas que brindan los residuos acidos (glutamina y aspartato). En
este contexto, Son et al. (2019) demuestra que las interacciones generadas (enlaces de
hidrégeno) por la adicion de residuos cargados negativamente, especificamente la sustitucion

S121D, disminuye notablemente el b-factor, siempre se encuentre en presencia de otras
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sustituciones clave con cargas positivas para evitar desplegamiento del bucle f6 — £7, que

disminuyan la estabilidad conformacional debido a la repulsion electrostatica que llega a
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Figura 9. Comparacion de b-factor entre la IsPETasa silvestre y la mutacion S188D

generar la integracion de residuos con cargas negativa como es el aspartato (Figura 9).

Nota. A) Estructura del bucle f6-f7 de la enzima IsPETasa silvestre. B) estructura de la mutante
IsPETasa S121D/D186H sustituida en el bucle f6-7. A la izquierda se representa el b-factor
de cada estructura y a la derecha se flanquea los residuos que participan en estabilidad

conformacional del bucle. Adaptada de Son et al. (2021).

Complementariamente, el analisis comparativo con la enzima termofila LCC y su potencial
estabilidad térmica que le confiere el sitio D193, equivalente a S188 en IsPETasa, gracias a la
formacion de puentes salinos directos con R173 y T192, contribuye a mantener su eficiencia
hidrolitica a 70 °C, siendo energéticamente mas eficiente que los puentes de hidrogeno que
forma la mutante S188Q (Cui et al. 2021), pues las interacciones que genera naturalmente el
aspartato en esta posicion aporta entre 1 — 5 kcal/mol por interaccion (Nayek et al. 2014), frente
a los 0.5 — 1.5 kcal/mol de los puentes de hidrégeno que genera directamente la glutamina y

consecuentemente forman redes salinas (Newberry & Raines, 2016).

En este marco, la introduccion de la sustitucion S188D sobre el mutante M8 responde al disefio
racional que LCC aplica de forma natural en D193 para generar interacciones electrostaticas

de mayor entalpia. El entorno de mutaciones acumuladas en M8 podria potenciar este efecto si
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provee contracargas en las proximidades del bucle S187 — T189, y esta mutacion ser un punto

critico para aumentar la estabilidad térmica y la actividad catalitica sobre el sustrato, bajo

pardmetros industriales, en mutaciones futuras.

CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

La variante S188D se construy6 exitosamente sobre la arquitectura del mutante M8 de
IsPETasa mediante disefio in silico, sintesis externa y clonacion en pET-30 a(+). La
expresion heterdloga en E. coli BL21(DE3) Rosetta con induccion IPTG produjo un
rendimiento de biomasa de 3,7 g/L y colonias viables en medio selectivo, lo que
confirma que el sistema de expresion T7//lacO es compatible con la produccion de esta
variante y que la sustitucién no comprometi6 la viabilidad celular.

La purificacion por IMAC-Ni-NTA bajo gradiente de imidazol recuperd 5,662 mg de
proteina total soluble con un perfil cromatografico de pico Unico y simétrico con una
concentracion de 1,5 mg/mL, confirmado por la cuantificacion de cada fraccion
recuperada y filtrada. El analisis SDS-PAGE confirm6 una banda predominante de 28,8
kDa, validando tanto la integridad de la proteina como la eficacia del protocolo de
purificacion empleado.

La variante IsPETasaS188D degrad6 el 13,22 % (£ 2,15) del PET post-consumo
micronizado a 50 °C en 72 h, sin requerir amorfizacion previa del sustrato. Este valor
supera mas de siete veces la eficiencia de la enzima silvestre a su temperatura Optima
de 30 °C, lo que indica que la sustitucion S188D mejora la estabilidad conformacional
y la actividad catalitica de la enzima en el rango de temperatura requerido para la
degradacion industrial del PET, aunque no tuvo mucha significancia frente a mutantes

predecesoras.

4.2. Recomendaciones

Ajustar condiciones de induccion como temperatura, concentracion del inductor IPTG
y tiempo para promover el rendimiento de la enzima y su calidad.
Ensayar la actividad de IsPETasa S188D sobre muestras de PET con diferentes indices

de cristalinidad del PET
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e Para proximos estudios, es necesario profundizar en los ensayos de degradacion
mediante técnicas robustas que evalien diferentes enfoques de la biodegradacion del
PET como la actividad cinética de la enzima sobre el PET y la degradacion superficial

de peliculas de PET.
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ANEXOS

Anexo 2. Datos del ensayo de degradacion

Replica  Cantidad Masa inicial Masa final PET m; — m; Rendimiento
PET (mg) Falcon+PET (g) Falcon+PET (g) residual  PET (mg) (%)
R1 124,6 7,0195 7,0012 106,3 18,3 14,70
R2 124,5 6,9766 6,9632 111,1 13,4 10,76
R3 126,8 6,9540 6,9360 108,9 18,0 14,20
Promedio 125,3 6,9834 6,9668 108,77 16,56 13,22 £ 2,15
Anexo 1. Analisis estadistico del ensayo de degradacion
Cantidad PET (mg) Masa inicial Falcon+PET (g) Masa final Falcon+PET (g) (mg) Rendimiento (%)
Media 125.3|Media 6.9833667|Media 6.9668|Media 16.566667 |Media 13.22]
Error tipico 0.75055535|Error tipico 0.0192085|Error tipico 0.0189075|Error tipico 1.5857|Error tipico 1.2384399
Mediana 124.6{Mediana 6.9766|Mediana 6.9632|Mediana 18|Mediana 14.2]
Moda #N/D Moda #N/D  |Moda #N/D  |Moda #N/D  |Moda #N/D
Desviaci6n estandar 1.3|Desviacién estandar 0.0332702|Desviacion estandar 0.0327487|Desviacion estandar 2.7465129|Desviacion estdndar  2.1450408|
Varianza de la muestra 1.69|Varianza de la muestra 0.0011069|Varianza de la muestra  0.0010725|Varianza de lamuestra  7.5433333|Varianza de la muestra 4.6012
Curtosis #iDIV/0!  |Curtosis #iDIV/0! |[Curtosis #iDIV/0! |[Curtosis #iDIV/0! |[Curtosis #;DIV/0!
Coeficiente de asimetri 1.72052799|Coeficiente de asimetria 0.8773754|Coeficiente de asimetrii 0.4886978|Coeficiente de asimetria -1.708831|Coeficiente de asimetri  -1.62678
Rango 2.3|Rango 0.0655|Rango 0.0652|Rango 4.9|Rango 3.94
Minimo 124.5|Minimo 6.954|Minimo 6.936|Minimo 13.4|Minimo 10.76
Méximo 126.8|Maximo 7.0195|Méximo 7.0012{Méximo 18.3|Maximo 14.7|
Suma 375.9|Suma 20.9501|Suma 20.9004|Suma 49.7|Suma 39.66
Cuenta 3|Cuenta 3|Cuenta 3|Cuenta 3|Cuenta 3
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