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RESUMEN

El plastico es uno de las materiales mas utilizados a nivel mundial, su uso se ha dado
desde hace mucho tiempo debido a que su composicidon es muy resistente y maleable
para poder desarrollar muchas herramientas y productos necesarios. Uno de los
plasticos mas conocidos es el PET, el cual tiende a ser muy resistente al querer
degradarlo. Se han utilizado muchos tipos de degradacién como la quimica,
fisicoquimica y biologica. Sin embargo, presenta grandes limitaciones al recurrir a
reactivos contaminantes, a temperaturas exageradas y a un mal manejo del desecho
causante de la degradacion. Unas de las enzimas que degradan PET es la PETasa de la
bacteria Ideonella sakaiensis. Se describio la accion de diferentes mutantes y variantes
que aumentaron desde 1.4 a 120 veces la actividad de la enzima, también se mostraron
las estructuras cristalinas de sus mutantes con una resolucion de imagenes que van
desde 1.4 a 2.00 angstrom, las estructuras cristalina fueron halladas en el PDB, cada
residuo presentd una polaridad conveniente a la degradacion de la superficie de PET.
Las doble mutante con mas alto valor de Tm fue la W159H, F229Y con una tasa de
degradacion equivalente a 23.4 mg de PET por hora, por miligramo de enzima. Los
adyuvantes encontrados fueron a adecuados para medir la velocidad cinética de
formacioén de producto y la unién del sustrato al sitio activo, la union de SDS y
dodeciltrimetilamonio ayudaron a que el sustrato ingrese con mayor facilidad dentro

del sitio activo de la enzima.

Palabras clave: Revision bibliografica, actividad enzimatica, gestion de residuos,

residuos plasticos, biodegradacion, PETasa, Ideonella sakaiensis

Xii



ABSTRACT

Plastic is one of the most used materials worldwide, its use has been around for a long
time because its composition is very resistant and malleable to be able to develop many
necessary tools and products. One of the best-known plastics is PET, which tends to
be very resistant when wanting to degrade it. Many types of degradation have been
used such as chemical, physicochemical, and biological. However, it has great
limitations by resorting to polluting reagents, exaggerated temperatures and poor
handling of the waste that causes degradation. One of the enzymes that degrade PET
IsPETase from the bacterium Ideonella sakaiensis. The action of different mutants and
variants that increased from 1.4 to 120 times the activity of the enzyme was described,
the crystal structures of their mutants were also shown with an image resolution
ranging from 1.4 to 2.00 angstrom, the crystal structures were found in the PDB, each
residue presented a suitable polarity to the degradation of the PET surface. The double
mutant with the highest Tm value was WI159H, F229Y with a degradation rate
equivalent to 23.4 mg of PET per hour, per milligram of enzyme. The adjuvants found
were adequate to measure the kinetic rate of product formation and the binding of the
substrate to the active site, the binding of SDS and dodecyl trimethylammonium

helped the substrate to enter more easily into the active site of the enzyme.

Keywords: Literature review, enzyme activity, waste management, plastic waste,

biodegradation, PETase, Ideonella sakaiensis

Xiii



CAPITULO I
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 La contaminacion por plastico

En la actualidad, los polimeros sintéticos (plasticos) se encuentran en todas
partes del mundo, lo cual ha provocado una gran problemdtica ambiental. Su alta
produccion se debe a que existe una inmensa demanda de productos elaborados a partir
de los siguientes materiales: el policloruro de vinilo (PVC), poliestireno (PS),
polietileno (PE), polimetilmetacrilato (PMMA), polipropileno (PP), poliuretano (PU)
y el polietileno tereftalato (PET), los cuales presentan propiedades de impermeabilidad
gracias a su alta hidrofobicidad, asi como resistencia y baja densidad, lo que los hace
utiles para las diferentes industrias, en especial el PET (Fotopoulou &
Karapanagioti, 2017). Una de las principales industrias que utilizan PET, es la
industria de alimentos, ya que requieren una presentacion final en empaque, y, asi
mismo, necesitan que el producto empaquetado sea colocado en un envase nuevo y
virgen, por lo que la industria no acepta la utilizacién de empaques reciclados. Esto ha
ocasionado una acumulacion de materiales de un solo uso, convirtiéndolos en desechos

los cuales no cuentan con métodos adecuados para su degradacion y reciclaje.

Las multiples utilidades del plastico han revolucionado dentro de las industrias
comerciales. Estos productos por su alto peso molecular, sus diferentes estructuras
lineales o ramificadas, su estado cristalino, semicristalino o amorfo, lo han hecho ideal
para la produccion de botellas, fundas, empaques, etc. (Krueger et al., 2015). Sin
embargo, la demanda de materia prima de plastico aument6 de 2 a 400 millones desde
el afio 1950 al 2018 (Yang et al., 2019). A pesar de todos sus diferentes usos, este ha
generado una gran problematica en cuanto a la contaminacion ambiental que causa el
plastico al ecosistema, siendo cuestionada su produccion. Las propiedades del plastico
que son tan importantes dentro de la industria textil, ganadera, alimenticia, entre otras,

son las mismas que lo convierten en un compuesto recalcitrante o de mucha



durabilidad, es decir, dificil de degradar, lo que provoca su acumulacion prolongada

en vertederos, basureros, en ecosistemas terrestres y acuaticos (Yang et al., 2019).

Los plasticos en su mayoria después de su fabricacion tienen una duracidon
aproximada de un afo en el mercado para posteriormente ser descartados o
desechados. El 14% son llevados a recoleccion, el otro 14% se incinera provocando
grandes emisiones de CO2, el 40% es vertido en basureros y el 32% se encuentra
desechado en los ecosistemas ambientales (Nazareth et al., 2018). Dentro de las
soluciones que se han buscado, se ha introducido el reciclaje, lo cual proyecta una
sociedad en donde los articulos de plésticos son reutilizados en diferentes areas, sin
embargo, no ha tenido una alta eficiencia este método debido a que las personas e
industrias buscan, por lo general, un producto nuevo que provenga de materia prima

virgen no reciclada (Yang et al., 2019).

Anualmente se acumulan 150 millones de toneladas de plastico y 8 millones de
estos ingresan al océano causando dafos irreversibles como la muerte a la flora y fauna
ambiental. Con la alta produccion de plastico, se debe considerar su vida util y su
desecho a largo plazo. Su utilizacion ha generado la formacion de un ciclo de
produccion, consumo y eliminacion de plastico, el cual no termina en un adecuado
reciclaje, simplemente se desecha. Solo el 17% de plastico es reciclado en todo el
mundo, y el 20% del plastico reciclado se utiliza en la nueva fabricacion de materiales.
Uno de los pléasticos que mas resistencia presenta a la degradacion es el PET

(Crawford & Quinn, 2017).

Como se nombra anteriormente, el porcentaje de crecimiento de la produccioén y
desecho de pléstico es incontrolable. Los métodos convencionales como el reciclaje
no estan funcionando correctamente, y su acumulacion conforma el 20% de los
desechos totales del planeta (Luo et al., 2015). Es por esta razon, que se busca nuevas
alternativas de desecho, degradacion y uso de los plasticos, ya que, si no se logra
disminuir este porcentaje, en una proyeccion al 2050 (Figura 1), se tendrd 26 mil
millones de toneladas de desechos plasticos (Geyer et al., 2017). Estos provocaran
efectos negativos sobre el medio ambiente causando danos e incluso la muerte de

muchos seres vivos, tal es el caso de las especies marinas que sufren al toparse con



macro y micro residuos de pléstico en todo el océano, éstos residuos en muchas
ocasiones provocan su inmovilidad, incapacidad de respirar e incluso la muerte (Luo

et al., 2015).

Generacion y eliminacién acumulada de residuos plasticos

7 25,000
l”
Residuos primarios generados s
Residuos desechados /'
Residuos incinerados [ 20,000
= 4 /!
___ Residuos reciclados 4
'I
’l
¥ 15,000
’
o,
7’
4 -
2 o
’ o
rd ~
’/ = 10,000
’ =
o, »” ’
”, - .
rd »” ,f
”, - ”
> - >
2 5000

1950

0
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050

Figura 1. Proyeccion de los desechos de plastico desde el afio 1950 hasta 2050
Las lineas continuas muestran informacion de datos historicos desde 1950 hasta el
2015. Las lineas discontinuas muestran las posibles proyecciones basado en los datos
historicos hasta el 2050. Los residuos primarios generados son aquellos que por
primera vez son desechados, es decir, no provienen de plastico reciclado.

Fuente: modificado de Geyer et al., (2017)

1.1.2 El polietileno tereftalato (PET)

Uno de los plésticos més conocido es el polietileno tereftalato (PET), el cual es
a base de 4cido tereftalico (TPA) derivado del petroleo y etilenglicol (EG). Su proceso
se da mediante una reaccion de policondensacion, el cual es un proceso en donde
reaccionan sustancias, en este caso el TPA y EG, para crear mondmeros que
posteriormente se convertiran en un polimero (Figura 2). El PET es utilizado por lo

general, en el envasado de liquidos, alimentos y dentro del desarrollo de fibras

Millones de toneladas métricas



sintéticas de textil, es también producido por petrdleo crudo. A pesar de su versatilidad
y su intensivo uso presenta una alta resistencia a la degradacion de forma natural y son
quimicamente inactivos, lo cual ocasiona un alto riesgo y dafio a las especies naturales
dentro del ecosistema, lo que lleva a un desequilibrio de los seres vivos, sin embargo,

existen en la actualidad diferentes métodos para su degradacion (Austin et al., 2018).
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Polietileno tereftalato (PET)

Figura 2. Estructura de PET
Reaccion de policondensacion de mondomeros de EG y TPA da como resultado PET,

con agua de subproducto.

Fuente: (Carr et al., 2020)



1.1.3 Métodos de degradacion del PET

La degradacion del PET se ha denotado por ciertas limitaciones como su
descomposicion a altas temperaturas (> 200°C), su disolucién o hinchazon en fluidos
organicos calientes, su alta emision de CO» y su alta durabilidad al aplicar métodos
fisicos y mecanicos (Nazareth et al., 2018). Los métodos de degradacion depende de
factores quimicos, fisicoquimicos (degradacion térmica o mecanica), y por procesos

bioldgicos (Fotopoulou & Karapanagioti, 2017).

Existe un método de degradacion que no se considera en la actualidad, y es la
degradacion por radiacion. Aqui interfieren radiaciones de alta energia que producen
cambios quimicos, como la formacion de enlaces quimicos entre moléculas diferentes,
fragmentacion de la molécula, la formacion y desaparicion de grupos no saturados.
También se encuentra la fotodegradacion, la cual es inducida por luz en el plastico, ya
sea luz visible o ultravioleta, estos tipos de luces son capaces de absorber las impurezas
del plastico, lo que ocasiona que éste se torne mas fragil y provoque su decoloracion.
Por ultimo, la degradacion fotolitica que se da tanto en ausencia o presencia de oxigeno
con la ayuda de la radiacion solar, el polimero se expone a esta radiacion y produce un
dano por las reacciones de oxidacion que interfiere en la estructura del plastico

deforméandolo (Posada, 1994).

1.1.3.1 Degradacion quimica

La degradacion quimica es el efecto que producen las sustancias quimicas a la
composicion quimica del polimero provocando cambios fisicos como en su color,
resistencia, solubilidad y flexibilidad. Este tipo de degradacion es inducida por
reactivos quimicos, en donde se da énfasis en las reacciones espontaneas cuando entran
en contacto con sustancias quimicas, lo que ocasiona una ruptura, deformacion, y por
ende, la hinchazon y disolucién del plastico (Min et al., 2020). Existen
macromoléculas que forman cristales muy resistentes frente a la interaccion con
solventes, y solo se disuelven a temperaturas altas, mayores a 100 °C tal es el caso del

PET; sin embargo, los polimeros no siempre permanecen intactos en la disolucion, asi



que se necesita que el liquido solvente tenga un bajo peso molecular lo que permite la

descomposicion en fragmentos, pero no en su totalidad (Nazareth et al., 2018).

La degradacion quimica conlleva la transformacion de la cadena del polimero,
¢ésta se degrada en monomeros (despolimerizacion) o rupturas fuertes, lo cual se asocia
a la formacion de gases (Min et al., 2020). También este tipo de degradacion es llevado
a cabo por pirolisis (degradacion térmica en ausencia de oxigeno) a través de la
degradacion con solventes. Las desventajas de este proceso es el uso de altas
temperaturas de 200 a 250 °C, con una presion que oscila de 1.4 a 2 MPa, y el tiempo
largo que se requiere para completar la despolimerizacion (Sabagh et al., 2016). Por
otro lado, la descomposicion de PET por acido sulfurico concentrado produce alta
corrosividad del sistema de reaccion y la generacion de grandes cantidades de sales
inorganicas y desechos acuosos. A pesar de que el proceso quimico de degradacion se
ajusta a la sintesis de la materia prima en poliésteres saturados e insaturados o en
materiales de revestimiento, no se opta por este proceso debido a su alto costo y la

utilizacion de reactivos perjudiciales al medio ambiente (Min et al., 2020).

1.1.3.2 Degradacion Fisicoquimica

1.1.3.2.1 Degradacion térmica

La degradacion térmica es un cambio producido en la estructura fisica del
plastico por causa de las altas temperaturas como las vitreas, donde el polimero es
fragil y rigido al enfriarse y por la temperatura de fusion. Cuando el PET es sometido
a una temperatura vitrea (80°C) toma una consistencia entre un estado liquido y sélido
que aparentemente no llega al equilibrio termodinamico, provocando una inestabilidad
en el material en donde se puede descartar el uso del plastico. A su vez, si al PET se
lo somete a la temperatura de fusion (260°C), provoca cambios en las propiedades del
polimero como su fragilizacion, pérdida de grupos laterales en su estructura y, por
ende, se acomoda en estructuras con una menor estabilidad que la original dando un
aspecto de un PET mas fragil, es decir, el estado solido y liquido del PET, con esta

temperatura se llega a un equilibrio termodindmico. La principal desventaja de este



método es la fragilidad del material, ya que no se sabe si puede ser reutilizable

(Chamas et al., 2020).

1.1.3.2.2 Degradacion mecanica

La degradacion mecénica es inducida automaticamente mediante la separacion
de sus contaminantes para posteriormente ser reprocesado en pequefios fragmentos en
forma de granulos, esto se da por la induccidon de esfuerzos mecanicos y el resultado
es la reduccion de tamaio, fusion y reformacion del plastico. Uno de los problemas
que presenta este método es el resultado final, el cual, al reutilizar el plastico puede
causar dafios en alimentos, por lo que no se mantiene un control adecuado en el plastico
tratado, ya que puede darse la emision de gases y sustancias toxicas no aptos para el
uso (Khoonkari et al., 2015). Otra desventaja, es en el reprocesamiento de PET por
reduccion de la viscosidad, que es causada por la degradacion hidrolitica y térmica, en
donde se pueden generar oligdbmeros lineales y ciclicos, que afectan las propiedades
del producto final como imprimibilidad o su color. La desventaja més grande dentro
del reciclaje de PET tratado después de procesos mecéanicos es su color amarillo. Este
color amarillo es la consecuencia del entrecruzamiento intramolecular y reacciones de
oxidacion. Esto conlleva una problematica significativa para el PET que es reusado en

la produccion de botellas (Sabagh et al., 2016).

1.1.3.3 Biodegradacion de PET

La biodegradacion es la descomposicion del PET en sustancias mas simples
mediante un proceso enzimatico o metabodlico en donde participan diferentes
microorganismos ya sean bacterias, hongos, entre otros. En el proceso de
descomposicion del PET, los microorganismos se unen a la superficie de las laminas
o peliculas de PET secretando hidrolasas de PET extracelulares, y en conjunto inician
el proceso de biodegradacion rompiendo las estructuras moleculares (Jaiswal et al.,
2019; Kawai et al., 2019). Las hidrolasas actuan en el enlace éster del PET, y lo
hidrolizan a TPA y EG lo que origina productos de hidrdélisis incompleta como: mono

-2- hidroxietil) acido tereftalico (MHET) y tereftalato de bis-(2-hidroxietilo) (BHET)



(Yoshida et al., 2016). Para comprobar el potencial de degradacion de los
microorganismos, se utiliza el método de zona clara en una placa de agar. El plastico
se aplica en la placa de agar y se inocula los microbios, estos liberan una enzima
extracelular que se difunde en el agar y van degradando los polimeros en componentes
solubles en agua y se forma una zona clara lo que indica que ha cumplido el proceso

de degradacion.

En la actualidad, existen chasis microbianos los cuales son un soporte que
constan de sistemas biologicos disefiados en biologia sintética en donde se puede
programar informacidn genética y expresar genes de codificacion, como soporte de
almacenamiento bioldgico, se utilizan las bacterias, hongos y microalgas marinas.
Estos chasis microbianos se pueden emplear para la expresion de hidrolasas de PET
que son aptos para su degradacion, es por eso que se han disefiado biocatalizadores
con estos chasis para una facilidad de degradacion de PET, estos procesos evitan la
larga purificacion de las enzimas y también permiten la reutilizacion de este sistema
para diferentes reacciones, lo cual es mucho mejor a comparacion de solo enzimas
libres (Qi et al.,, 2022; Serra & De Simeis, 2018). La generacion de chasis
microbianos en biocatalizadores ha resuelto la baja actividad de las enzimas y su
inactivacion por factores ambientales, sin embargo, presenta una gran desventaja al

llevarlo a escala industrial.

A través del tiempo para la degradacion de PET, la mayor carga la tiene la
degradacion bioldgica, ya que existen diferentes fuentes de microrganismos aptos para
este proceso debido a su produccion de enzimas que hidrolizan al PET, en donde la
actividad de degradacion ha sido eficiente y menos contaminante a comparacién con

los métodos quimicos o fisicos quimicos.



1.1.4 Fuentes microbianas de enzimas hidrolizante

1.1.4.1 Enzimas de Ideonella sakaiensis

La enzima Ideonella sakaiensis fue descubierta por un grupo de investigadores
de Japon. Realizaron estrategias de biorremediacion y bioreciclaje de los desechos de
PET, en donde se podia dar diferentes aplicaciones a los desechos, con su
experimentacion se dieron cuenta que en botellas de reciclaje crecia una bacteria que
degradaba el plastico la cual era la /. sakaiensis (Taniguchi et al., 2019; Yoshida et
al., 2016). La bacteria ha demostrado que puede crecer en un medio que contiene como
sustrato el PET, a su vez las enzimas encargadas de este proceso son la PETasa o
también llamada IsPETasa y MHETasa, en donde la primera enzima tiene alta afinidad
por el PET de mayor cristalinidad a temperatura ambiente y lo convierte en MHET,
TPA y BHET, y la otra es la que degrada el producto intermedio que se forma de
MHET a TPA y EG (Palm et al., 2019). Estas enzimas presentan una mayor
preferencia catalitica por el PET a comparacion con otras enzimas hidroliticas como

la de las cutinasas (Taniguchi et al., 2019).

1.1.4.2 Enzimas actinobacterianas

Las enzimas actinobacterianas son encontradas por lo general en el suelo, y son
las encargadas de descomponer materia organica, también han sido utilizadas para la
degradacion de PET. Una de las cepas de actinobacterias es la Thermobifida fusca, la
cual es un actinomiceto termofilo capaz de producir enzimas para hidrdlisis de PET.
La cepa T. fusca DSM43793 produce hidrolasas BTA-1y BTA-2 y la T. fusca KW3
produce cutinasas TfCutl y TfCut2 (Welzel et al., 2002). Una enzima cutinasa TfH
(BTA-1) aislada por Miiller et al., (2005) fue utilizada para degradar botellas de PET
prensadas durante 3 semanas a 55 °C con una reduccion de pesos al 50%, la cual mostrd
que esta enzima requiere de altas temperaturas para poder degradar por completo el

plastico y también de un tiempo largo.

Dentro de este grupo de enzimas no solo se encuentran las derivadas de
actinomicetos, sino que también se incluyen a las esterasas como la de Bacillus
subtilis, cutinasa de Pseudomonas mendocina y lipasa de Burkholderia spp (Carr et

al., 2020). Aunque exista una variedad de enzimas de este tipo no son las mas
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utilizadas debido a que requieren en su crecimiento altas temperaturas, la cual es una

limitacion muy grande.

1.1.4.3 Enzimas fungicas

Las enzimas fungicas son las derivadas de hongos, en este grupo de enzimas se
consideran a las cutinasas de hongos como las de Fusarium y Humicola, sus
actividades se han evaluado en peliculas de PET de baja cristalinidad del 7 al 35%
respectivamente (Ronkvist et al., 2009). Como se puede denotar la actividad
enzimatica es muy baja para obtener un buen resultado, y, es por eso que tampoco se

las utiliza con mucha frecuencia para este proceso.

1.1.5 Enzimas modificadas para la degradacion de PET

Actualmente se han desarrollado enzimas hidroliticas modificadas para la
degradacion de PET como: lipasas, cutinasas, esterasas, PETasa y MHETasa. Las
lipasas son las que presentan mas bajo rendimiento de hidrolisis de PET debido a que
sus centros cataliticos son cubiertos por estructuras tipo tapa (estructura que cubre el
sitio de union del sustrato) que limitan el contacto y catélisis con el sustrato PET. Por
otro lado, las cutinasas son mas fuertes en cuanto a su capacidad de hidrolisis, y esto
se debe a sus grandes bolsillos de union al sustrato (sin estructuras tapa), lo cual ayuda
a la facil combinacion del PET con sus centros activos, sin embargo, las cutinasas
necesitan de altas temperaturas entre 50 y 70 °C para la degradacion al igual que las
esterasas (Yoshida et al., 2016). El descubrimiento de las enzimas PETasa y
MHETasa, ha tenido una mayor eficiencia al degradar PET a 30 °C, es decir, son mas
propensas a degradarlo a la temperatura ambiente. Aln se sigue estudiando sus
comportamientos por la aparicion de variantes. Estas enzimas, como se dijo fueron
descubiertas por Yoshida et al., (2016), quienes aislaron la bacteria 1. sakaiensis 201-
F6, que es capaz de degradar el PET y emplearlo como tnica fuente de carbono y

energia. A continuacion, se redacta las enzimas utilizadas para la degradacion de PET.
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1.1.5.1 Enzimas cutinasas

Las enzimas cutinasas son producidas por microorganismos saprofitos, estas
utilizan la cutina como fuente de carbono en donde se rompe la barrera de la cutina y
entra a las plantas directamente como hospedantes. La cutinasa posee ciertas
propiedades cataliticas para la degradaciéon del PET, por lo tanto, ha llamado la
atencion de muchos investigadores en los tltimos afios. Es un sustituto bien estudiado
de los productos quimicos agresivos que generalmente se practican durante la

hidrolisis y reciclaje de plasticos con base quimica (Tournier et al., 2020).

1.1.5.2 Enzimas lipasas

Las enzimas lipasas se las puede encontrar en la naturaleza y también dentro de
procesos metabodlicos de algunos animales y plantas, son utilizadas por su alto rango
de actividad en ciertos sustratos como el PET, se utilizan en especial la Candida
cylindracea y Pseudomonas sp. También se han realizado lipasas inducidas por
BHET/TPA de Aspergillus oryzae (Maurya et al., 2020). Segun Bollinger et al.,
(2020) la combinacion de las enzimas Candida antarctuca (1B CALB) y la cutinasa
Hlc permite una hidrolisis eficaz de PET a TPA. Sin embargo, Hlc presenta una
limitacion al convertir MHET (intermedio de la hidrolisis del PET) en TPA, en cambio
la enzima CALB lo convierte con facilidad, pero tiene una menor eficiencia al

utilizarlo solo (Maurya et al., 2020).

Por lo tanto, la degradacion de PET utilizando cutinasas y lipasas se ha
convertido en un importante foco de investigacion; sin embargo, estas enzimas estan
limitadas por su capacidad de degradacion de PET que no es tan alta, y el
requerimiento de una temperatura considerablemente alta de aproximadamente 70 °C

para llevar a cabo su actividad (Chen et al., 2018).
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1.1.5.3 Enzimas esterasas

Las enzimas esterasas son utilizadas para romper los enlaces ésteres de los
monomeros de PET, se las pueden encontrar en la mayoria de los organismos vivos.
Se ha utilizado la nitrobencilesterasa de Bacillus subtilis y se ha aplicado para
hidrolizar el PET en TPA y MHET (Austin et al., 2018). Existe una poliesterasa
recombinante termoestabilizada de Saccharomonospora viridis AHK190 capaz de
hidrolizar PET, con esta enzima se observo que la actividad de hidrolizacion de PET
aumentaba en presencia de iones de Ca’. A pesar de los estudios y avances que se han
realizado, se ha considerado que presenta las mismas limitaciones de las lipasas y

cutinasas (Kawai et al., 2014).

1.1.5.4 Enzima PETasa

La enzima PETasa fue aislada de la bacteria 1. sakaiensis 201-F6, de ahi se
denota el nombre IsPETasa, la cual utiliza el PET como fuente de energia y carbono,
fue encontrada en una fabrica de reciclaje de botellas de plastico en Japon (Yoshida
et al., 2016). Se ha establecido que la IsPETasa destaca en su estructura cristalina por
el sitio activo, que a comparacion con las cutinasas es mas ancho, por lo que se debe
su alta especificidad hacia el PET (Chen et al., 2018; Kawai et al., 2019). Consta de
una excelente actividad hidrolitica para hidrolizar PET a BHET, de MHET en TPA
como se muestra en la figura 3. Esta enzima degrada a 30 °C con pH 7, tiene un rango

que va de 5.5 a 120 veces de eficiencia a comparacion con las otras enzimas (Samak

et al., 2020).
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Figura 3. Degradacion de PET.
La enzima PETasa cataliza la escision hidrolitica de PET para producir BHET, MHET
y TPA. Los sitios de escision potenciales de PET se indican mediante flechas rojas.

Fuente: (Chen et al., 2018)

1.1.5.1 Enzima MHETasa

La enzima MHETasa 201-F6 de I sakaiensis es la encargada de degradar el
MHET del PET hasta reducirlo a TPA y EG, a una temperatura ambiente como se
muestra en la figura 4, lo que le permite convertirlo en la materia prima inicial para la

produccion del PET (Pinto et al., 2021).
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Figura 4. Degradacion de PET por la enzima MHETasa.
La MHETasa convierte el MHET en los mondémeros TPA y EG

Fuente: modificado de Pinto et al., (2021)
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Explorar los avances realizados en la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis con el

fin de mejorar su actividad catalitica.

1.2.2 Objetivos especificos

- Identificar bibliograficamente al menos 10 mutaciones efectuadas en la enzima
PETasa de I. sakaiensis.

- Recopilar estructuras tridimensionales de la enzima PETasa de /. sakaiensis y
sus variantes mutantes, determinadas por cristalografia de rayos X, con el fin
de evaluar los cambios en la polaridad, hidrofobicidad y volumen que se
producen por la substitucion de residuos.

- Identificar al menos 2 adyuvantes que incrementan la actividad de la enzima

PETasa de 1. sakaiensis.
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CAPITULO 11
METODOLOGIA
2.1 Métodos

Esta investigacion bibliografica consta de la recopilacion y revision de
informacion experimental contemporanea sobre la enzima PETasa de /. sakaiensis. La
informacion identificada se analizé de acuerdo con su naturaleza y se evalu6 con el fin
de identificar brechas en el conocimiento que permitan establecer la necesidad de crear
y abordar nuevas lineas de investigacion. El principal proposito de este proyecto fue
analizar la informaciéon con mayor relevancia, seleccionar e identificar tanto la
informacion como la metodologia empleada y sobre todo responder las interrogantes
acerca de la temadtica de investigacion para poder acaparar los vacios investigativos en

multiples areas (Baker, 2016).

2.2.1 Primera etapa

2.2.1.1 Pregunta de investigacion

En la primera etapa se genero la pregunta de investigacion, se planted mediante
los lineamientos establecidos dentro del manual Cochrane, en donde se define las
caracteristicas, tipo de personas que van a participar, las intervenciones,
comparaciones que se deben hacer, los criterios de valoracion mas importantes o

resultados, también llamado PICO por su terminologia en inglés (Sobre et al., 2011).
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Tabla 1. Seleccion de variables para la pregunta de investigacion

Parametros PICO Caracteristicas del tema de
investigacion
Participantes/Poblacion Enzima PETasa de /. sakaiensis
Intervencion Meétodos de investigacion, tesis,

articulos o libros.

Comparacion Identificacion de la informacion actual
acerca de los avances, mutaciones,
estructuras y adyuvantes en cuanto a las
variantes desarrolladas de la enzima /.

sakaiensis.

Resultados Mutaciones encontradas, estructuras y

adyuvantes.

- Pregunta de investigacion

(Cuadles son los avances actuales en mutaciones, estructuras y adyuvantes de

la enzima IsPETasa para una mayor eficiencia en cuanto a la degradacion del PET?

2.2.2 Segunda Etapa
2.2.2.1 Bases de datos digitales

Las bases digitales utilizadas dentro de la investigaciones fueron:

- Springer Link

- ProQuest

- PubMed

- Science Direct
- ResearchGate

- Scielo
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- Web of Science

- Latindex

2.2.2.2 Programas digitales para las estructuras
Se utilizaron para encontrar y desarrollar las estructuras de las variantes

mutantes de la enzima IsPETasa.

- WinCoot
- PyMOL

2.2.2.3 Equipos

- Computadora personal

- Router de internet

2.2.2.4 Criterios de elegibilidad
Dentro de una revision sistemdtica de una investigacion narrativa se debe
considerar criterios de inclusion y exclusion de estudios o también conocido como

criterios de elegibilidad.

2.2.2.5 Criterios de inclusion
Para esta revision se tomo a consideracion que la informacion que se describira
dentro de los resultados serd a partir del 2020 en adelante, sin embargo, en los
antecedentes investigativos se tomaron en cuenta estudios publicados desde el 2016
en un 80%. Como prioridad en idioma inglés y espafol enfatizando la informacioén

dada en el titulo y resumen, ademas se analiz6 completamente el texto de acuerdo a:

- Articulos, tesis, revisiones o libros, en donde se encuentre informacion acerca
de los avances realizados en las mutaciones y variantes de los residuos
encontrados en la enzima IsPETasa con respecto al incremento de la actividad
enzimatica a favor de la degradacion del PET.

- Articulos, tesis, revisiones o libros, en donde se encuentre informacion acerca
de las estructuras tridimensionales de las mutaciones encontradas en la enzima
IsPETasa con respecto al incremento de la actividad enzimética a favor de la

degradacion del PET.
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- Articulos, tesis, revisiones o libros, en donde se encuentre informacion acerca
de los avances en adyuvantes que incremente la actividad enzimatica de la

enzima IsPETasa con respecto a la degradacion del PET.
Criterios de exclusion

La informacion y documentacion de estudios cientificos para exclusion fueron
los que cumplieron con los criterios de inclusion, basandose en cada objetivo

propuesto.

2.2.3 Tercera Etapa

2.2.3.1 Busqueda de informacion

La busqueda de informacion se bas6 en los términos y criterios descritos con

anterioridad y también basados en las estrategias de busqueda para agilizar el proceso.

2.2.3.2 Estructura de estrategia de busqueda cientifica

En las diferentes bibliotecas informaticas para la identificacion, filtracién y
seleccion de la informacion, se utilizod términos de sintaxis de busqueda (operadores
boléanos, de campo, proximidad y truncamiento) o bisqueda booleana que ayuda a
optimizar los resultados e identificar los articulos mas relevantes, siguiendo los
criterios antes mencionados para incluir en la revision de literatura (Baker, 2016;

Sobre et al., 2011).
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Tabla 2. Simplificaciones y formulas de busqueda para los avances de la
IsPETasa

Simplificaciones de busqueda en

bases de datos

Busqueda con sinénimos y operadores
logicos para Google académico, Scopus,

Springer y Science

Busqueda con sindnimos y operadores

l6gicos para PubMed

“Variant” + “PETase”
“Mutation” + “PETase”
“Catalisys” + “PETase”
“Structure three dimensional”
+ “mutation PETase”

“Adjuvant” + “PETase”

PETase mutation AND
“Ideonella sakaiensis” AND

(“last 2 years (PDat))
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Tabla 3. Simplificaciones y formulas de busqueda para las estructuras
tridimensionales de la IsPETasa

Simplificaciones de busqueda en

bases de datos

Busqueda con sinénimos y operadores
logicos para Google académico, Scopus,

Springer y Science

Busqueda con sindnimos y operadores

l6gicos para PubMed

“Structure” + “PETase”
“Mutatation” + “PETase”
“Crystal” + “PETase”
“Structure three dimensional”
+ “mutation PETase”

“Tridimensional” + “PETase”

PETase mutation AND
“Ideonella sakaiensis” AND

(“last 2 years (PDat))
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Tabla 4. Simplificaciones y formulas de busqueda para los adyuvantes de la
IsPETasa

Simplificaciones de busqueda en

bases de datos

Busqueda con sinénimos y operadores - “Adjuvant mutation” +
logicos para Google académico, Scopus, “PETase”
Springer y Science - “Substances” + “PETase”

- “Catalisys” + “PETase”
- “Substance enchancements” +
“mutation PETase”

- “Adjuvant” + “PETase”

Busqueda con sin6nimos y operadores - PETase mutation adjuvants
l6gicos para PubMed AND “Ideonella sakaiensis”
AND (“last 2 years (PDat))

22



CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Identificacion de las mutaciones efectuadas en la enzima PETasa de 1.
sakaiensis.

3.1.1.1. Descubrimiento de Ideonella sakaiensis

La bacteria 1. sakaiensis 201-F6 o IsPETasa fue descubierta por un grupo de
investigadores que realizaban un andlisis de aguas residuales, lodos activados, suelo y
de sedimentos alrededor de una planta de reciclaje de botellas de PET, en donde
descubrieron que un microorganismo lo degradaba. Realizaron un analisis en 250 sitios
contaminados y en el consorcio 46 se encontraban bacterias que se adherian a la
pelicula de PET con una cristalinidad del 1.9% que se considera baja (Yoshida et al.,

2016).

La cepa encontrada en el consorcio 46 pertenecia al género Ideonella
correspondiente a la bacteria /. sakaiensis 201-F6 de la familia Comamonadaceae, la
cual se adheria a la pelicula de PET lo que ocasionaba cambios en la morfologia
(deterioro de la pelicula y blanqueamiento de la superficie) (Yoshida et al., 2016),
todo estos cambios se daban a temperatura ambiente a una tasa de deterioro de 0,13
mg/cm? por dia y se catabolizé el 75 % del carbono, esta bacteria se encargaba de
degradar el PET utilizdndolo como sustrato, se identificd la participacion de dos
enzimas: PET hidrolasa (PETasa) y mono (2-hidroxietil) acido tereftalico hidrolasa
(MHETasa) las cuales tienen una alta actividad de degradacion de PET (Joo et al.,
2018). Mediante un analisis filogenético se detectd que la IsPETasa pertenece a las
cutinasas y tiene similitud con otras cutinasas homologas de hasta un 47% de la familia

Thermobifida (Han et al., 2017).
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3.1.1.2 Caracteristicas unicas de la estructura de la IsPETasa
La enzima presenta un pliegue tipo o/B-hidrolasa que contiene una ldmina 3
central retorcida que constituye nueve hebras B que estan interpuestas por seis hélices
a. Su triada catalitica comprende S160, D206 y H237 (Figura 5) en donde el bolsillo
de unidn se encuentra en la serina lo cual permite la facil union del sustrato. El sitio
activo de la PETasa es mucho més ancho en comparacion de las enzimas cutinasas, su
espacio de union al sustrato es mas amplio y es un factor importante para que se pueda

acomodar el PET como sustrato (Han et al., 2017).

HE!VIT

D206~ o

Figura 5. Estructura de la IsPETasa
Fuente: modificado de Aguirre, (2022)

3.1.1.2.1 Bamboleo W185

El bamboleo W185 o wobbling 185, se da por el residuo W185 adyacente al
centro catalitico con conformaciones variables en sus estructuras cristalinas, y algo
importante es que existe un Trp similar en cada enzima hidrolizante de PET, pero con

diferente posicion es asi el caso del Trp en las cutinasas (W155) (Figura 6), sin
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embargo, no se habia observado un balanceo del residuo W185, el Trp de IsPETasa se
encuentra en 3 conformaciones diferentes etiquetadas como "A", "B" y "C" como se
muestra en la Figura 6. Su conformacion se encuentra oscilandose en la enzima, lo que
ayuda a la facil union del sustrato y a la salida del producto. Las orientaciones de la
cadena lateral de la sustituciéon antes mencionada probablemente contribuyen a
modificar el sitio activo entorno a la hendidura, proporcionando una cavidad mas
amplia y flexible, adecuada para el alojamiento del sustrato (Berselli et al., 2021). El
aminoacido S214 es también diferente en la estructura de la IsPETasa debido a su
reemplazo por una His en las enzimas homologas, estudios posterior indicaran que una
cadena lateral de His se encontrara demasiado cerca para que se dé el conférmero “A”
0 “B” de W185 lo cual permite que no adopte otras conformaciones alternativas, pero
un residuo de Ser puede provocar un espacio adecuado para el conformero “C”, es
decir el movimiento de W185 se da por el residuo S214 o en pocas palabras el
bamboleo de W185 esta acoplado a S214 (Han et al., 2017). Lo que permite un mejor

acople del sustrato en el sitio activo.

W185
(W155)

S214

)\60

H184

Figura 6. Representacion de las tres conformaciones del wobbling W185

W155 solo cuando se trata de una cutinasa. El residuo S214 esta

representado de color celeste y H184 de color verde.

Fuente: (Berselli et al., 2021)

La IsPETasa es una de las enzimas que muestra mayor capacidad de degradacion
de PET por tener una temperatura moderada al ambiente y ésta a su vez es su limitante

por la baja capacidad de degradar polimeros de alta cristalinidad (Yoshida et al.,
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2016). El mecanismo de IsPETasa ha sido definido en una estructura cristalina con un
mecanismo catalitico, posterior a la adherencia del PET al sitio activo de la enzima
con una cavidad hidrofobica plana éste se degrada en monémeros de MHET por medio
de rupturas y digestion (Joo et al., 2018). Para aumento de la actividad enzimatica se
han disefiado varias mutaciones, las cuales han modificado tanto en su estructura como
en aumento significativo en la actividad a través de su termoestabilidad, disminucién

o aumento de las distancias entre residuos.

3.1.3 Mutaciones y variantes desarrolladas para la mejora de la enzima IsPETasa

A partir del descubrimiento de las hidrolasas de PET, en ingenieria de proteinas
han desarrollado la mejora de las propiedades cataliticas, los datos biologicos junto
con algunos métodos informaticos han dado apertura al disefio de proteinas con el
unico fin de mejorar la estabilidad de las proteinas (Erickson et al., 2021). Las
mutaciones en términos generales se pueden considerar al cambio en el codigo
genético o también al cambio de aminoacidos que al momento de ser copiado se
produce estos pequefios o grandes errores de transcripcion. A su vez, las variantes son
la agrupacion de distintas mutaciones donde también pueden ser llamadas ramas o
linajes (Gamero & Gamero, 2021). A continuacidn, se muestra algunas mutaciones
y variantes que han desarrollado cientificos a lo largo del descubrimiento de /sPETasa
para lograr la mejora de la actividad catalitica para la degradacion de PET (Tabla 5y

6).

A través de intentos de obtencion de estructuras complejas por medio del remojo
de los cristales de la enzima PETasa de tipo salvaje o nativa (WT) en varios ligandos,
Han et al., (2017), consideraron que no existia ningiin cambio entre la densidad de los
electrones afiadidos correspondientes al ligando, por lo que utilizaron la variante
S131A inactiva para evitar la hidrolisis del ligando, en donde se observd que su
actividad era muy baja en comparacion con la WT. Sin embargo, sus intentos de
obtencion de estructuras complejas con la variante SI131A en cristalizacion fallaron.
Al cristalizar la cadena R103 y S131 penetraban en la proteina en una hendidura de la

superficie lo que ocasionaba que la R103 ocupara la cavidad adoptada de la unién del
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sustrato, es decir, evitaba que el sustrato se una, lo que conlleva a una deficiencia de
degradacion del PET. Las proteina WT y S131A tampoco se podian cristalizar en una

célula unitaria diferente a diversas condiciones de cristalizacion.

Por esta razon crearon y cristalizaron el doble mutante R103G/S131A o (DM)
para formaciones complejas. En comparacion las estructuras cristalinas de WT, SI31A
y la nueva doble mutante DM propone que estas mutaciones no modificaron
significativamente el pliegue de la proteina, es decir el pliegue presentd una desviacion
cuadritica media de la raiz de Ca = 0.144-0.2 A. Al remojar los cristales de DM en
tereftalato de 1-(2-hidroxietil) 4-metil (HEMT), el cual es un semejante de la proteina
que se enlaza en el sitio activo, y en p-nitrofenol (pNP) como se muestra en la Figura
6, se desarroll6 densidades claras para ambos ligandos, y los compuestos se modelaron
en una cavidad o hendidura no tan profunda en la superficie de la proteina (Han et al.,

2017). Lo que permite una mejor adaptacion del sustrato en la cavidad del sitio activo.
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Figura 7. DM en HEMT y pNP

a. Representacion de mapas OMIT F,-F. de los electrones de los ligandos
unidos a la estructuras complejas de PETasa con un contorno de 3.0 ¢ y vista
estéreo, b. los ligandos en DM-HEMT (celeste-rojo) y DM-pNP (verde-azul) y
se muestran en la superficie de la hendidura de la proteina cubierta con

superficies electroestaticas (rojo-azul)

Fuente: (Han et al., 2017)

(Han et al., 2017), desarroll6 una mutante a partir del bamboleo W185 ya que
se determino que ese efecto se producia por el residuo S214 nombrado anteriormente,
por lo tanto, construyeron la variante S214H con una actividad de produccion
resultante de 43.87 £ 0,30 % de MHET y 9.73 £ 0,77 % de TPA, lo que mostrd que

S214 juega un papel importante en la catalisis de la IsPETasa y con el reemplazo de la
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His mejora igualmente la actividad de modo que la unidn del sustrato sea facilitada e

incluso la salida del producto.

La mutaciéon S121E/D186H/R280A fue disefiada para tener un bucle de
conexion estabilizado f6-f7 y un subsitio extendido Ilc, tuvo un valor de temperatura
de fusion o Tm que se incremento en 8.81 °C y la actividad de degradacion de PET se
mejord en 14 veces a 40°C en comparacion con la IsPETasa WT. Las modificaciones
estructurales disefiadas se verificaron a través de la determinacion de la estructura de
las variantes, y la alta estabilidad térmica se condujo aiin méas mediante un experimento
de inactivacion por calor. La estrategia propuesta y las variantes desarrolladas
representan un avance importante para lograr la biodegradacion completa del PET en

condiciones controladas (Son et al., 2020; Yoshida et al., 2021).

Una variante termoestable disenada de IsPETasa es también Ia
R280A/S121E/D186H N233C/S282C o TS-PETasa, cuenta con una temperatura de
desnaturalizacion de 69.4 +£0.3°C. Segiin Zhong et al., (2021), se realiz6 un ensayo de
absorbancia para medir a lo largo del tiempo las velocidades cinéticas a
concentraciones diferentes (Figura 8A). Al inicio del experimento pudieron observar
que los cambios de las velocidades iniciales tanto de la TS-PETasa y la WT se
mantienen lineales lo que produce una desaceleracion de la reaccion (Figura 8B) y
depende de las concentraciones y la variante, es decir la tendencia de la tasa de
formacion de producto disminuye al aumentar la concentracion de enzima. La variante
mutante TS-PETasa mostr6 una diferencia de velocidades iniciales de 1.6 a 2 veces
altas a menor concentracion de enzima a 20 y 40 nM y también al incremento en 300
y 400 nM, por lo tanto, la velocidad méaxima inicial que alcanzd la variante fue 20%
mayor a la WT (Figura 8A). Con la variable tiempo se observo una evolucion del
producto y se denotd que esta variante alcanza 6.8 veces a las 72 horas y 4.9 veces a
lo largo de los 6 dias frente a la WT a una temperatura de 30 °C en concentracion de
400 nM. Se realizd experimentos con un mayor aumento de temperatura de 48 °C y 58
°C, en donde la velocidad catalitica de la variante fue de 6.6 y 14.3 veces a 48 °C y
58°C respectivamente (Figura 9). Con el cambio considerable de velocidades a través

del tiempo y temperaturas entre la TS-PETasa y WT, concluyen que se debe a una
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Reaction rate (mA 269 / min)

0%

estabilidad mejorada de la variante y no de una mejora en la velocidad catalitica, para

afadir, este estudio mostré que es importante conocer la cinética de degradacion de

PET de a una variante disefiada frente a la /sPETasa.
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Figura 8. Cinética enzimatica WT vs TS-PETasa a 30 °C

A. Velocidades iniciales A 260 vs concentracion de las enzimas. Color azul

WT- Color naranja TS-PETasa, B. Tasas iniciales de velocidad, absorbancia

vs tiempo a concentraciones diferentes representadas en diferentes colores,

C. Comparacion del perfil de evolucion del producto durante 6 dias de WT

frente a TS-PETasa. Las barras de color completo o solidas es WT y las

barras solo con

bordes de color es TS-PETasa

Fuente: (Zhong et al., 2021)
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Figura 9. Velocidades cinéticas de TS-PETasa a diferente temperaturas

Representacion grafica de las velocidades iniciales en funcion de mA 260/min
frente a diferentes concentraciones de enzima, con una aumento de temperatura

desde 30 hasta 58 °C.

Fuente: (Zhong et al., 2021)

Cui et al.,, (2019), disefiaron computacionalmente la enzima IsPETasa para
poder desarrollar un mutante termoestable S214H/I168R/W159H/S188Q/R280A/
A180I/G165A/Q119Y/L117F/T140D o DuraPETasa, esta mutante mostré un aumento
de Tm de 31°C y una actividad de degradacion de PET que aumenta hasta 38 veces
por 24 horas en comparacion con la WT en peliculas de PET semicristalino (23%), la
disminucion de la energia de activacion por DuraPETasa fue igual a la de la IsPETasa,
es decir que presenta perdida rapida de su actividad por la inestabilidad aunque
permanezca a 37°C, la enzima mostrd también un aumento en la tolerancia al metanol
(MeOH) y al EG, en donde la degradacién ascendi6 1.6 y 1.1 veces con MeOH 5 % y
10 % v/v respectivamente. Cuando se incubd con disolvente EG, DuraPETasa
mantuvo la mayor parte de su actividad al 5 %, 20 % y 50 % (v/v) de EG y aumento

su actividad de degradacion hasta 1.5 veces al incubarla al 10 % (v/v) de EG. Este
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rendimiento mejorado de DuraPETasa en cosolventes mejora el potencial de esta

enzima para la biodegradacion auxiliar en aplicaciones de glucolisis y alcoholisis.

Para ampliar las aplicaciones potenciales de DuraPETasa también se examin6 el
uso de esta enzima para la degradacion de otros poliésteres semiaromaticos, como el
polietileno naftalato o PEN vy el tereftalato de polibutileno o PBT. EI PEN consta de
una estructura quimica muy parecida al PET, la diferencia es que contiene anillos de
naftilo, los cuales producen cadenas moleculares mucho mas fuertes que los anillos de
fenilo del PET. Por con siguiente, el PEN presenta una alta temperatura vitrea (Tg) de
120 °C y excelentes propiedades de traccion y barrera (Kim et al., 1998). A su vez, el
PBT muestra una mayor resistencia a la traccion, y caracteristicas de manejo mas
rapidas y econdmicas que muchos termoestables. Aunque el producto de degradacion
de PBT es TPA, la cadena alifatica mas larga en butanodiol que en EG otorga a PBT
de una mejorada resistencia a una amplia gama de productos quimicos a temperatura
ambiente con una Tg de 50 °C (Androsch et al., 2015). Al analizar la actividad de
degradacion de la DuraPETasa con PBT, hubo un resultado de degradacion lenta, sin
embargo, se observd una mejora significativa de la degradacion de PEN por
DuraPETasa. En el transcurso de los 10 dias de incubacion, la enzima produjo una
concentracion maxima de producto de 48 uM con pelicula PEN, lo que mostro6 una alta
especificidad de hidrolisis de DuraPETasa hacia los poliésteres semiaromaticos por la
hendidura activa hidrofébica redisefiada, aunque la actividad de degradacion aun era

menor que la del PET (Cui et al., 2019).

La variante IsPETasa S121E/D186H/S242T/N246D fue creada mediante la
integracion de las mutaciones S242T y N246D en la variante IsPETasa S121E/
D186H/R208A disefiada con anterioridad. Son et al., (2020) y sus colaboradores
utilizaron el método de homologia de secuencias para el disefio de esta nueva mutante,
la variante cuadruple en incubacion a 37 °C mantuvo su actividad de degradacion de
PET durante 20 dias, a diferencia de IsPETasa WT que perdi6o su actividad en un
dia. En consecuencia, este estudio mostré un aumento de 58 veces en la actividad en
comparacion con IsPETasa WT, sin embargo, también se analizdé que en polimeros

cristalinos de mayor densidad su efecto de degradacion es bajo, lo que quiere decir que
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el polimero mas compacto impide el acceso de la proteina a los grupos quimicos libres

(Leitdo & Enguita, 2021; Son et al., 2020).

Una serie de mutantes disefiadas por Liu et al., (2018) como se muestra en la
tabla 5, fueron escogidos los residuos de la triada catalitica S160, D206 y H237, los
bolsillos de union del sustrato W130, M132, W156, 1180, Q90, S185, S209, y tambien
los residuos de estabilizacion de la rigidez del sitio activo W68, Q153, R94, N212,
estos fueron los seleccionados (Han et al., 2017; Joo et al., 2018). El pH y la

temperatura Optima para el experimento fue de 30 °C y 7.5 y se utiliz6 en la medicion
de las actividades enizmadticas relativas de las diferentes mutantes. La mayoria de las
mutantes presentaron una actividad baja a excepcion de la W130H y S209F que
muestran que juegan un papel importante en la funcién de degradacion de la PETasa.
En el ensayo BHET las mutaciones W68, Q153, R94 y N212 bajan la actividad de
hidrolisis lo que indica que estos residuos no son puntos viables para la mejora de la
proteina. Por otra parte, la cadena lateral Q90, M132 y W156 son alineadas en el
mismo lado del bolsillo lo que permite el reconocimiento de particulas de PET y
BEHT, ya que se mostrd una disminucion de la actividad de hidroélisis. Por lo tanto,
las mutaciones que permiten dar mas espacio en el centro de unidén fueron Y58A,
W130A, W130H, A180I y una mayor aromaticidad en el borde del bolsillo de unién
con el residuo S185H produjeron una actividad més alta que la de la enzima WT. El
residuo S209F no genera ningln efecto evidente en el ensayo BHET que disminuye
de golpe la hidroélisis de las particulas de PET. Cabe destacar que las mutaciones en
los bolsillos de union producen diversos efectos en las particulas de BHET y PET, lo
que propone que el sustrato PET agregado en cantidades altas es més suceptible al

acceso del bolsillo de union que el de BHET.
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Tabla 5. Efecto de las mutaciones especificas de un sitio de mutacion en la
actividad de la enzima PETasa

Sitios de mutacion BHET Botellas de PET Mecanismo
$160 < ND Interrumpe o
o . paran el proceso
Sitio activo D206 - ND Proc
de catalisis
H237 < ND
WI130A < >
WI130H > >
MI132A < <
Influencia en la
Bolsillos de W156A < < facilidad de la
union del A180] < <> union del sustrato
sustrato
Q90A < <
S185H < >
S209F < <
W68L < <
Q153L < </> Cambiar la
Otras propiedad
RI4A < < hidrofdbica
N212A < <

Nota: “>" 0 “<” significa incrementar o disminuir la actividad enzimatica, “</>”

indica no hubo cambio significativo y “ND” no detectado.

Fuente: modificado de: Liu et al., (2018)
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Tabla 6. Resumen de varias mutaciones de la enzima IsPETasa y su efecto.

Mutaciones

/variantes

Efecto sobre la enzima

Referencia

S131A

S131A/R103G

S214H

S238F/W159H

S214H/1168R/W159H/

/S188Q/R280A/A1801/

G165A/Q119Y/L117F
/T140D

Evitar la hidrélisis del ligando en

la enzima.

No alteran significativamente el
pliegue de la proteina (Co=0.144-
0.2 A) para una adaptacion mejor

del sustrato.

Mejorar  su  actividad  de
produccion en 43.87 = 0.30% de
MHET y 9.73 £ 0.77% de TPA y

un mejor acople del sustrato.

S238 proporciona nuevas
interacciones hidrofobicas y de
apilamiento m a los restos de

tereftalato adyacentes.

His159 del Trp més voluminoso
permite que el polimero PET que

se asiente en el sitio activo,

Aumento de la Tm en 31°C y con
una actividad de degradacion hasta
38 veces mejorada a 37°C por 24

horas en comparacion con la WT.
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(2018)

(Joo et al., 2018)

(Cui et al., 2019)



S121E/D186H/R280A

S121E/D186H/S242T

/N246D

R280A/S121E/D186H

/N233C/S282C

S136E

WI159H/F229Y

Mayor Tm de 8.8°C y la actividad
mejorada de 4,3 veces a30°Cy 9,1

veces a 40°C.

Mayor actividad enzimatica de
hasta 20 dias a 37°C. Aumenta 58

veces en la actividad.

Medir la actividad enzimatica a

través de una Tm=69.4 +0.3°C.

Aumento en la Tm con 43.6 °C,
aumento de 2.4 veces en el
tiempo de vida media a una

temperatura de 45 °C.

Cataliza el PET en 24 y 72 h
aumento de la Tm en 10.4 °C. El
t 112 se triplica a una tasa media de
degradacion de 234 mg
PET/h/mg enzima.

Fuente: Elaboracion propia

(Son et al., 2020)
(Yoshida et al.,
2021)

(Son et al., 2020)
(Leitao & Enguita,
2021)

(Zhong et al.,
2021)

Rennison et al.,

(2021)

Meng et al., (2021)

Esta doble mutante S238F/W159H disenada por Austin et al., (2018), presenta

una mayor actividad que la IsPETasa descubierta por primera vez. Lo determinaron a

través de las concentraciones medidas de MHET y TPA después de 96 horas de
reaccion con la IsPETasa modificada o doble mutante /IsPETasa S238F/W159H, la WT

con 150 mg/L y la doble mutante con 60 mg/L. Es decir, por cada 1.5 ml de reaccion

de la mutante en el tubo eppendorf la reaccion necesitarda 50 nM de IsPETasa

S238F/W159H, para que se obtenga como resultado una despolimerizacion maxima

de 0.35 mg de sustrato. A través de las mediciones hechas por los investigadores

denotaron que el cambio del porcentaje de cristalinidad con esta nueva enzima fue de
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5.7 % con una concentraciéon de producto MHET de 175 mg/L, con los residuos de
Trp159 y Ser238 se recubre el canal del sitio activo y adoptan una interaccion mas
productiva con PET (Joo et al., 2018). La mutacion S238 proporciona nuevas
interacciones hidrofobicas y de apilamiento m (interacciones de alta atraccion no
covalentes entre anillos aromaticos) a los restos de tereftalato adyacentes, mientras
que la conversion a His159 del Trp mas voluminoso permite que el polimero PET

se asiente mas profundamente dentro del canal del sitio activo (Tabla 6).

Rennison et al., (2021), crearon tres nuevas variantes IsPETasa S125R, S136E
y T270Q para una mejora en la termoestabilidad, en donde utilizaron dos ensayos: el
primero de inactivacion por calor en base a la estructura y el segundo a través de la
determinacion de la vida media de la actividad catalitica. Para la determinacion de
actividad de las variantes tomaron muestras después de la incubacion a 45 °C tanto de
las variantes como de la WT, utilizaron el sustrato acetato de paranitrofenol (pNPA).
Como se observa en el Figura 10, 1a Tm de la variante SI36E con 43.6 °C (Figura 10a)
es la mayor con un tiempo de vida media (t 12 ) de la actividad enzimatica de 10.5 min,
a comparacion de la WT con 42.5 °C, la diferencia no es tan significativa, ya que en

otros estudios se han encontrado mutaciones con una Tm de hasta 57.6 °C (Meng et
al., 2021). La vida media de actividad, t 12, de la variante S136E mostré un aumento

de 2,4 veces cuando se mide a 45 °C (Figura 10b), lo que sugiere que esta variante en
realidad mejora en términos de termoestabilidad en comparacion con IsPETasa.
También mostrd un aumento significativo den la formacion de productos en
comparacion con la WT, su aumento fue de 3.3 veces mayores a una temperatura

optima de 34 °C.
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Figura 10. Determinacion de la termoestabilidad de variantes de IsPETasa y

WT.

(a) Histograma de las Tm de las variantes y WT. (b) Vidas medias de la
actividad enzimatica en el sustrato del modelo pNPA después de la
incubacion a 45 °C.

Fuente: (Rennison et al., 2021)

Mediante un andlisis de criterios y evaluacion de la enzima /sPETasa, Meng et
al., (2021) denotaron que la WI159H/F229Y exhibid excelentes propiedades
enzimaticas, con una Tm que aumento6 en 10.4 °C y la vida media fue el triple que la
WT. Como resultado se obtuvo, que la variante podria catalizar la biodegradacion de
la botella de PET en 24 a 72 h, a una tasa media de 23,4 mg PET/h/mg enzima, y
supero a la mayoria de las otras variantes de IsPETasa reportadas con anterioridad, que
solo podian despolimerizar formas amorfas. o PET poco cristalino. W159H/F229Y se
proyectd entre solo diez variantes alternativas en el programa Premuse. La excelente
tasa de éxito se debid a que la estrategia aprovecho al méximo la informacion evolutiva
contenida en las secuencias de proteinas homologas (Porebski & Buckle, 2016). La

Tm de W159H y F229Y fueron de 57.6 y 54.4 °C respectivamente.
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3.1.2 Recopilacion de estructuras tridimensionales de la enzima PETasa de
L. sakaiensis y sus variantes mutantes.

3.1.2.1 Estructura cristalina de la IsPETasa

La enzima IsPETasa consta de un pliegue comun de o/p-hidrolasa con un nucleo
de nueve hebras B y siete hélices o (Figura 11) y de una triada catalitica mostrada en
la figura 12. Tiene dos puentes disulfuro intramoleculares DS1 y DS2, a diferencia de
otras enzimas homologas que presentan uno solo (DS2). El puente DS2 enlaza la hélice
C-terminal con el bucle final y a su vez el DS1 admite la union de los bucles B7- a5 y
B7- a5, que alojan, correspondientemente, al acido catalitico (D206) y la base catalitica
(H237) (Han et al., 2017; Pérez, 2020). Diferentes estudios proponen que el daio del
puente disulfuro DS1, especifico de la IsPETasa, conlleva a una disminucion de la
actividad catalitica de la enzima, lo que involucra que dicho enlace es importante y
fundamental en su capacidad para hidrolizar PET (Chen et al., 2018). El bucle 8- 06
de la IsPETasa contiene tres aminoacidos mas que el de otras enzimas homologas. Se
ha planteado que este bucle extenso facilita un espacio mas amplio que permite la
unién del PET a la enzima. De igual manera, es posible que el puente disulfuro DS1
sea preciso para conservar el bucle y los residuos de la triada catalitica en sus

posiciones funcionales (Chen et al., 2018; Joo et al., 2018).

Figura 11. Estructura tridimensional de IsPETasa

La triada se encuentra de diferentes colores: fucsia S160, celeste H237 y amarillo

D206, resolucién de 0.92 A con cédigo PDB 6EQE

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 12. Sitio activo de la IsPETasa con su triada catalitica.

Fuente: modificado de: (Austin et al., 2018)

3.1.2.2 Estructura cristalina del mutante IsPETasa W159F de Ideonella
sakaiensis

La estructura cristalina del mutante PETasa W159F (Figura 13) se pudo encontrd
con el codigo 6ILK en la base de datos de proteinas o como sus siglas en inglés Protein
Data Bank (PDB) como se muestra en la tabla 7. En primer lugar fue recolectada en
monocristales que luego los transfirieron a glicerol para crioproteccion, la informaciéon
obtenida segtin Liu et al., (2019), fue de 180 imagenes con resoluciones de 1.60 A
para la enzima IsPETasa y 1.45 A para la IsPETasa W159, la enzima mutante se
encuentra en el rango de 0.5-1.5 A en resolucion, significa que su estructura a nivel
general no consta de errores en su resolucion de imagenes, los atomos individuales son
resueltos y en este nivel se puede realizar estudios de geometria y bibliotecas Rotamer,
en cambio la IsPETasa se encuentra en el rango de valores de 1.5-2.00 en donde el
nimero de residuos es menor con poco rotamero incorrecto, por lo general, aqui se
detectan pequefios errores y los pliegues incorrectos son muy escasos (Huang-Yu,

Huang, & Oyang 2007).
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Figura 13. Estructura cristalina de la enzima IsPETasa W159F

Fuente: (Liu et al., 2019)

Se realiz6 una sobreposicion de las estructuras cristalinas de la enzima IsPETasa
e IsPETasa W159F bajo el programa Pymol (Pymol, 2022). El PDB de la enzima
nativa 6EQE se sobrepuso en 6ILK. La estructura de IsPETasa se determind por
reemplazo molecular utilizando Phaser MR. Las coordenadas de la cutinasa de
Thermobifida fusca (PDB: 4CG1) (Adams et al., 2010), con un 51.7 % de identidad
con IsPETasa, sirvieron como modelo para el reemplazo molecular. Para poder llegar
a la estructura de la mutante IsPETasa W159F los investigadores realizaron una
observacion acerca de la actividad de la enzima nativa al hidrolizar ésteres de natftilo,
lo cual era muy baja. Compararon la secuencia de la estructura de la IsPETasa con la
esterasa de Exiguobacterium antarcticum o EaEST, la cual puede hidrolizar ésteres de
naftilo (Lee et al., 2017), al compararlos estructuralmente se denotaron dos diferencias
significativas, la primera que el centro catalitico de IsPETasa est4 rodeado de residuos
hidrofilicos Thr88, Ser93, Thr113, Thr116, Argl23, GIn182, Asp186, Ser214, Ser236,
Ser238, Cys239 y Asn24. En cambio, el centro catalitico de EaEST consta de residuos
hidrofobicos Pro31, Met36, Tyr56, Tyr59, lle101, Alal20, Alal124, Phe227, Gly247,
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Gly249, Met250 y Phe251. En segundo lugar, entre los residuos 158 — 162 que son los
conservadores del codo nucleofilico, el residuo 159 fue Phe en EaEST y Trp en
IsPETasa, lo que denotaba que se debia realizar una mutacion para cambiar su

polaridad y tamafio en los residuos (Liu et al., 2019).

Con base en el analisis estructural y de secuencia, Liu et al., (2019) plantearon
la hipotesis de que los efectos hidrofobicos y estéricos son responsables de las
diferencias anteriores en la especificidad del sustrato, se debe modificar la
hidrofobicidad y el volumen de los residuos involucrados alrededor del centro
catalitico lo que puede cambiar la especificidad del sustrato. Para comprobar esta
hipotesis, prepararon tres mutantes, [sPETasa S93M, IsPETasa W159F e IsPETasa
N241F, midieron las actividades enzimaticas de la hidrélisis de ésteres de naftilo
(Figura 14C) y determinaron que la estructura cristalina de IsPETasa W159F fue el de
mayor efecto. Entre la IsPETasa W159F y la IsPETasa de tipo salvaje o nativa se
descubrio una nueva estructura, cuando se dé la reaccion enzimatica, el sustrato tiene
que unirse a la hendidura catalitica para acercarse a la triada catalitica (Joo et al., 2018;
Liu et al., 2018). En la IsPETasa nativa, el Trp159 voluminoso formd una prominencia
(Figura 14D) para evitar que los ésteres de naftilo de gran tamafio ingresen a la
hendidura catalitica, el reemplazar el Trp de gran volumen con un residuo pequefio de
Phe puede cambiar el efecto, lo que concede la entrada del sustrato naftilo voluminoso

a la hendidura catalitica.
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Figura 14. Estructuras de los centros cataliticos del IsPETasa y EaEST

(A)Bolsillos de union al sustrato de IsPETasa (rodeados de residuos
hidrofilicos, color cian) y EaEST rodeado de residuos hidrofébicos, color
mostaza. (B) Tapa hidrofébica, sefialadas con flechas amarillas, solo
presente en EaEST. (C) Actividades enzimaticas de las mutaciones y la
WT. (D) Entrada del catalizador hendido, residuo 159 Phe en EaEST y
reemplazado por el Trp en IsPETasa.

Fuente: (Liu et al., 2019)

3.1.2.3 Estructura cristalina del mutante IsPETasa P181A, S121D/D186H,
S121E/D186H y S121E/D186H/R280A de Ideonella sakaiensis

Las estructuras de los mutantes IsPETasa S121D/D186H, IsPETasa
S121E/D186H, IsPETasa P181A e IsPETasa S121E/D186H/R280A se depositaron en
el Protein Data Bank con codigos PDB de 61J3, 61J4, 61J5 y 61J6, respectivamente
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como se muestra en la tabla 7. Las resoluciones que tuvieron sus imagenes fueron de
1.40, 1.85, 1.72, 1.95 A respectivamente, en donde la que presento menos errores en
sus estructura cristalina segin su resolucion fue la IsPETasa S121D/D186H con 1.40

A (Son et al., 2019).

Son et al., (2019), tomaron en cuenta un punto importante acerca de la enzima
IsPETasa, el defecto su accion degradadora solo a una temperatura moderada o de
ambiente, por lo que no cuenta una estabilidad térmica, lo cual es de suma importancia
para la degradacion efectiva del PET. Para incrementar la estabilidad térmica,
intentaron identificar las caracteristicas estructurales claves que ocasionan la baja
estabilidad de la enzima, se enfocaron en las alrededores del sitio activo y encontraron
dos residuos que pueden ser modificados. Primero, la IsPETasa corresponde a la
superfamilia de hidrolasas o/f, y la hoja B retorcida central estd formada por nueve
hebras B mixtas (f1-p9) rodeadas por siete hélices a (a1-a7). La ldmina 3 central de la
IsPETasa es interrumpida por a una conformacion anormal de la hebra B6 (Figura
15A). En la parte central de la hebra 6 se encuentra el residuo Pro181 el cual bloquea
la continuidad de la hoja B evitando la formacién de enlaces de hidrégeno alrededor
de las cadenas principales del aminoécido. La distancia entre el nitrogeno de la cadena
principal de Prol81 y el oxigeno de la cadena principal de Leul99 es de 3.6 A, y la
distancia entre el nitrégeno de la cadena principal de Gly158 y el oxigeno de la cadena
principal de Alal80 es de 4.2 A, lo que ocasiona el rompimiento de la estructura
secundaria, es decir, esta interrupcion de la hebra B lo consideraron como el causante
de la baja estabilidad térmica, por lo que desarrollaron la variante IsPETasa P181A

con PDB: 61J5 (Tabla 7) para que la hebra no se interrumpida.
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Figura 15. Comparacion estructural de la IsPETasa vs variante IsPETasa P1§1A

(A) Las hebras  mixtas centrales de IsPETasa WT. (B) Las hebras 3 mixtas

centrales de IsPETasa P181A. (C) Vista estéreo de las estructuras

sobrepuestas.

Fuente: (Son et al., 2019)

En segundo lugar, en IsPETasa, el bucle de conexion B6-f7 (Asp186-Phel91)

mostr6é un valor de factor b mas alto 22.2 en comparacion con el valor de factor b
general de 16.1 y este bucle es una de las regiones mas flexibles de la estructura (Figura
15A). De hecho, la region esta ubicada en la superficie de la proteina y no interactia
con las regiones vecinas (Figura 15A). Después compararon la region de IsPETasa con
la region correspondiente de cutinasa2 de Thermobifida fusca DSM43793 (TfCUT2),
la cual tiene una estabilidad térmica mucho mayor que IsPETasa. En comparacién con
la IsPETasa, el bucle de conexion P6-f7 (His156-Trpl61) forma una estructura

bastante estable en 7fCUT2, con un valor de factor b similar en la region a diferencia
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del valor del factor b general (Figura 15B). El residuo His156 ubicado en el bucle
conforma un enlace de hidrogeno con el residuo Asp94 en la hélice a2, lo que ayuda a
la alta estabilidad del bucle (Figura 15B). Entonces, generaron la variante IsPETasa
S121/D186H (PDB:61J3) reemplazando los residuos de Serl2l y Aspl86 con
aspartato e histidina, respectivamente, para aumentar la estabilidad del bucle de

conexion B6-f7 mediante la introduccidon de un enlace de hidrogeno.

La estructura de IsPETasa P181A vs IsPETasa S121/D186H, mostraron una Tm
de 49.25 y 54.85 °C con una diferencia de 0.5 y 0.6 °C con respecto a la WT, la
estructura de la variante IsSPETasa P181A mostr6 la recuperacion de la hoja § central
interrumpida (Figura 15B). El nitrégeno de la cadena principal del P181A reemplazado
formo un enlace de hidrogeno con el oxigeno de la cadena principal de Leul99, y el
nitrogeno de la cadena principal de Gly158 formd un enlace de hidréogeno con el
oxigeno de la cadena principal de Alal80 (Figura 15B), aunque no aumento
significativamente la Tm. A su vez, la estructura de IsPETasa S121D/D186H mostro
un valor de factor b mucho mas bajo (18.5) para el bucle de conexion B6-B7 (Asp186-
Phel91) que el de IsPETasa WT (Figura 15C), lo que muestra que la region del bucle
de IsPETasa S121D/D186H tiene una conformacion mucho maés estable que la region
correspondiente de IsPETasa WT, lo que es acorde a su mayor valor de Tm, sin
embargo no se observo un enlace de hidrogeno entre los residuos Asp121 e His186 ya
mutados (Figura 16C), la distancia entre Asp121 e His186 fue 3.9 A, lo que no es apto

para formar un enlace de hidrogeno.
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Figura 16. Bucle de conexion f6-B7

(A) Bucle de conexion B6-B7 de IsPETasa WT. (B) 7fCUT2. (C) IsPETasa
S121D/D186H. (D) S121E/D186H. El factor b de las estructuras
(izquierda) y los residuos en relacion con la estabilizacion del bucle de
conexion B6-B7 (derecha).

Fuente: (Son et al., 2019)
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Posteriormente los investigadores reemplazaron Serl2l con glutamato, un
residuo acido un poco mas largo que el aspartato, para facilitar una distancia 6ptima
para la formacion de enlaces de hidrogeno con el His186 mutado. La variante IsPETasa
S121E/D186H mostr6 un valor de Tm de 56.02 °C, es el 7.21 °C mayor que el de
IsPETasa WT y 1.17 °C mas que el de la variante IsPETasa S121D/D186H. El Glul21
que se mut6é formo un enlace de hidrégeno mediado por agua con el residuo Asnl72
adyacente (Figura 16D). Sospecharon que la formacion del enlace de hidrogeno
mediado por agua podria contribuir a una estabilidad térmica mucho mayor de
IsPETasa S121E/D186H que la de la variante IsPETasa S121D/D186H. Las variantes
IsPETasa S121D e IsPETasa S121E mostraron una capacidad de degradacion de PET
ligeramente mayor a 30 °C, pero sus valores de Tm disminuyeron bastante en
comparacion con IsPETasa WT, lo que conduce a una actividad enzimatica mas baja
a 40 °C. Los resultados obtenidos muestran que el residuo His en la posicion Asp186
contribuye mas a aumentar la estabilidad térmica, y el enlace de hidrégeno mediado
por agua de IsPETasa S121D, e IsPETasa S121E también parece estar precedido por
el residuo His186 mutado (Joo et al., 2018).

3.1.2.4 Estructura cristalina del mutante PETasa N246D y la variante
S121E/D186H/S242T/N246D de Ideonella sakaiensis

La estructura cristalina de la mutacion N246D tuvo una resolucion de 1.9 A, con
codigo PDB:6KUO. A su vez, (Son et al., 2020) evaluaron diferentes variantes
mutantes en donde se determind que la variante que presentd un incremento
significativo en la actividad de la enzima fue la variante N246D, como se visualiza en
la figura 17, esta mutacion a comparacion de la enzima nativa mostro una actividad
aumentada de 1,2 y 1,7 veces a 25 °C y de 2,6 y 2,4 a 37°C, demostrandose que esta
mutante presento una mayor estabilidad térmica. En el mismo estudio se evalu6 la
variante S242T la cual incrementa potencialmente la actividad enzimadtica, esto se da
debido a que al sustituir a la serina por treonina genera un aumento en la hidrofobicidad
del sitio de unidn al sustrato, por lo tanto, incrementa la actividad de degradacion del

PET en la enzima.
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Figura 17. Actividad enzimatica de las diferentes mutaciones a 25y 37 °C

Fuente: (Son et al., 2020)
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Tabla 7. Estructuras cristalinas diseniadas en Pymol de las mutantes de IsPETasa

Nombre

Estructura
cristalina  del
mutante
PETasa WI159F
de Ideonella

sakaiensis

Estructura
cristalina  del
mutante
PETasa PI81A
de  Ideonella

sakaiensis

Estructura
cristalina  del
mutante
PETasa N246D
de Ideonella

sakaiensis

Codigo
PDB

6ILX

61J5

6KUO

Estructuras Polaridad
Hidrofobo
F159
\\
Figura 18. Mutacion W159F
W- lila, F-amarillo
P181
Hidrofobo
Figura 19. Mutacion P181A
P- lila, A-amarillo
Hidrofilo

Figura 20. Mutacion N246D

N- lila, D-amarillo

50


https://www.rcsb.org/structure/6ILX
https://www.rcsb.org/structure/6IJ5
https://www.rcsb.org/structure/6KUO

Estructura
cristalina  del
mutante
PETasa R280A
de  Ideonella

sakaiensis

Estructura
cristalina  del
mutante
PETasa W185H
de  Ideonella

sakaiensis

Estructura

cristalina de

PETasa A248D,
R280K de
mutante de
Ideonella
sakaiensis
Estructura

cristalina  del

mutante
PETasa S121E,
D186H de
Ideonella
sakaiensis

SYNS Hidrofobo
" Figura 21. Mutacién R280A
R- lila, A-amarillo
Hidréfilo
7CYO0
/'J . )_.//-' #
Figura 22. Mutacion W185H
W-lila, H-amarillo
R280~__
Hidrofilos
6KUQ
Figura 23. Mutacion A248D, R280K
A-lila, D-amarillo; R-azul, K-naranja
H186
6114
Hidrofilos
D186

Figura 24. Mutacion S121E, D186H

S-lila, E-amarillo; D-azul, H-naranja

51


https://www.rcsb.org/structure/5YNS
https://www.rcsb.org/structure/6IJ4

Estructura H186
cristalina  del
mutante del D186

PETasa SI121E, 6116 l Hidrofilos
DI86H, R2804

) S121%
de Ideonella

sakaiensis Figura 25. Mutacion S121E, D186H,
R280A

S-lila, E-amarillo; D-azul, H-naranja; R-verde,
A-celeste

Nota: los oxigenos se encuentran de color rojo y los nitrégenos color azul.

Fuente: Elaboracion propia

Es importante recalcar, como se muestra en la tabla 8, los residuos mutados en
la enzima nativa ayudan a que cambie la polaridad de la superficie de PET, es decir la
hidrofilizacion de la superficie de PET es un proceso significativo requerido para la
degradacion enzimatica de PET.La mejora de la tasa de degradacion répida,
la humectabilidad y la capacidad de tefiido podria realizarse mediante la modificacion
de la superficie de PET (Samak et al., 2020). La polaridad de las mutaciones
efectuadas estan definidas entre hidrofobos e hidrofilos, tres de las estructuras
cristalinas son hidrofobas (Codigo PDB:6ILX, 61J5 y SYNS) y las demas son
hidrofilicas que son las que mayor capacidad de degradacién tiene por su polaridad,
ya que, la superficie del PET es hidrofoba, lo que sugiere que para cualquier mutacion
o cambio de los residuos cercanos al sitio activo se debe considerar el hecho de que a
la IsPETasa se la debe convertir en una enzima hidrofilica que al momento de unirse
al PET puede degradarlo con facilidad, debido a que este tipo de degradacion es més
rapida y eficiente para que se acople el sustrato en el sitio activo (Shah & Alshehrei,

2017).
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https://www.rcsb.org/structure/6IJ6

3.1.3 Adyuvantes que incrementan la actividad de la enzima PETasa de L
sakaiensis.

La enzima IsPETasa tiene una gran capacidad de degradar PET como se ha dado
a conocer en este estudio, sin embargo, la adicién de adyuvantes puede mejorar su
actividad catalitica. Los adyuvantes son sustancias que al afiadirse a la enzima mejora
o potencia su funciébn de degradacién. Entre estos tensioactivos, se utilizan
tensioactivos anionicos tales como sulfato de alquilo y sulfonato de alcano, o

tensioactivos alquilofenolicos que son tensioactivos no ionicos (Keio et al., 2018).

3.1.3.1 Adicion de surfactantes anionicos para el incremento de la accion
enzimatica de la IsPETasa

Los surfactantes de alquilo anidnicos son las posibles moléculas de mediacion
de la interaccion entre el PET y PETasa debido a que interactiian con la superficie del
PET lo que es semejante a la interaccion de las proteinas anfifilicas, los grupos de
cabeza de carga negativa se orientaran hacia la fase acuosa para transformar la
superficie del PET en la superficie de carga como se muestra en la figura 26 (Ward et
al., 1994). Para escoger un tensioactivo correcto se debe considerar que la PETasa es
una enzima cargada positivamente, punto isoeléctrico= 9.4, existen multiples
moléculas de tensioactivos que se comercializa, pero se debe tomar en cuenta a los que
son de tamafio molecular pequefio para que se pueden acerca como tipo micelas a la

superficie de la enzima (Furukawa et al., 2018).

El anadir tensioactivos o surfactantes aniénicos produjo una mejora de 120 veces
en la actividad catalitica de la IsPETasa, y esto se da por la atraccion entre la enzima
cargada positiva y la superficie del PET que es negativo, al momento que se recubre
con los tensoactivos anidnicos genera una aceleracion brusca de la reaccion de
hidrolisis (Furukawa et al., 2018). Esta investigacion se dio a cabo mediante la
incubacion de una pelicula de PET de cristalinidad baja (3-5 %) con el tensioactivo
anionico dodecilsulfato de sodio o SDS por 1 hora, posterior a esto le anadieron la

enzima para comenzar el proceso de la reaccion enzimatica, realizaron una
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preincubacion de una hora y un proceso fue sin preincubacion (Figura 27 a y b). La
preincubacion de una hora jugd un papel importante a una concentracion 6ptima de
0.025 % p/v de SDS ya que aumento la actividad catalitica inicial de 3h, 0.07 a 3.2

nmol min'em™.

También se utilizdé como surfactante cationico al dodeciltrimetilamonio, con éste
la actividad catalitica disminuy6 drasticamente como se muestra en la Figura 27¢, esto
dependio del tiempo de preincubacion mostrado en la figura 27d. En anteriores
estudios, Gao et al., (2017) y Lee & Song, (2010) informaron que los efectos de los
tensioactivos cationicos en la degradacion de PET con lipasas y cutinasas, solamente
mejord en 1.5 veces la actividad, esta gran diferencia de entre 120 y 1.5 veces de
mejora en la actividad catalitica, se debe a que en éstos estudios previos no se
consider? la superficie de PET, solamente se hidrofiliz6 con surfactantes en donde no
se tomo en cuenta las interacciones electroestaticas entre las enzimas utilizadas y los

grupos de cabeza de los surfactantes (Furukawa et al., 2018).

Surfactante aniénico PETasa cationica

A rficial i
I > monlzac:lonsupe icia > AbSOI’Clon

Interacmon

T Ant A

Figura 26. Esquema de la unidn del tensioactivo en accidn con la superficie del

PET.

Fuente: modificado de: Furukawa et al., (2018)
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Figura 27.Velocidad de degradacion de PET vs concentracion de surfactante.
a. Concentracion de SDS sobre la actividad de hidrolisis de la enzima IsPETasa
b. concentraciéon de SDS sobre la actividad de 1 hora de la PETasa a 500 nM
c. Concentracion de dodeciltrimetilamonio sobre la actividad de hidrdlisis de
la enzima IsPETasa a 1.2 cm? mL™! por 3 h en concentracion de PETasa a 500
nM, d. concentracion de dodeciltrimetilamonio sobre la actividad de 1 hora de
la PETasa a 500 nM. Color celeste forma de rombo= velocidad de degradacion
de PET, color azul barra= velocidad de degradacion de PET en 1 hora, color
lila= velocidad de degradacion de PET con una incubacion previa de 1 hora,
color plomo barra= barras de error mostrando la desviacion estandar de tres

experimentos diferentes.

Fuente: modificado de: Furukawa et al., (2018).
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3.1.3.2 El uso de p-nitrofenil-butirato como sustrato para aumento de
secrecion de la IsPETasa

La actividad de IsPETasa (actividad hidrolizante de PET) se midi6 usando, como
indicadores, la cantidad de un producto de degradacion y la actividad hidrolizante de
pNPB (p-nitrofenil-butirato). Keio et al., (2018) describe un método para medir la
actividad hidrolizante utilizando pNPB (p-nitrofenil-butirato). El pNPB utilizado
como sustrato artificial en la medicion de la actividad, se hidroliza en acido 1-
butanoico y p-nitrofenol (pNP). En este momento, dado que pNP presenta un color
amarillo, su concentracion puede medirse usando un espectrometro de absorcion.
Midieron la actividad hidrolizante de pNPB inmediatamente después de la purificacion
de la enzima. EI pNPB se disolvi6 en sulfoxido de dimetilo (DMSO). La enzima se
mezcld con un tampdn y luego la mezcla obtenida se incubd a 30 °C durante 30
minutos. Seguido a esto anadieron el sustrato a la mezcla de reaccion y se midio tres
veces el cambio en la absorbancia a 425 nm durante 1 minuto. Como resultado dio un

aumento en la secrecion de la IsPETasa de 1.4 a 1.7 veces.

Como dato adicional también se encontré que para una mayor secrecion de la
enzima puede expresarse en Bacillus subtilis, y un estudio realizado por Wang et al.,
(2020) se demostro esta mejora, en donde se usé el gen codificante de la enzima
PETasa aislado de I. sakaiensis para sintetizarlo y expresarlo en Bacillus subtilis la
cual es una cepa utilizada, por lo general, en manipulacion genética por lo que secreta
proteinas directo del sobrenadante del cultivo. La utilizacion de esta cepa es debido a
que mediante sus péptidos de sefales y su expresion ayudan a mejorar la
biodegradacion del PET (Shi et al., 2021). En este estudio, el gen codificante de
PETasa, que se aislo de Ideonella sakaiensis, se sintetizd y expreso en B. subtilis.
Luego, evaluaron la capacidad de cinco péptidos senal de Bacillus para mejorar la
secrecion de IsPETasa por B. subtilis (Shi et al., 2021) Los resultados indicaron que la
secrecion de PETasa inducida por SP amy fue la mas alta, y su actividad contra el
palmitato de p-nitrofenilo fue aproximadamente cuatro veces mayor que la del péptido
sefal natural SP de PETasa. El promotor débil P43 proporciono tiempo suficiente para
la traduccion y plegamiento de IsPETasa, lo que resultd en una mayor expresion

extracelular. El uso de P43 y SP amy en combinacion produjo la mayor degradacion
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de tereftalato de bis-(2-hidroxietilo) y actividad de grabado de pelicula PET debido a

la secrecion maximizada de PETasa por B. subtilis (Wang et al., 2020).
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

A través de la revision bibliografica que se ha realizado en el presente estudio,
se dio a conocer la prospeccion de la IsPETasa, su descubrimiento, estructura,
mutaciones y sus adyuvantes con el fin de generar un desarrollo y mejora

dentro de la actividad enzimatica.

La enzima después de un afio de su aparicion, varios investigadores disefiaron
multiples mutaciones y variantes (> 10), que han modificado la estabilidad
térmica, su densidad de electrones, la cercania de sus residuos o su intercambio
de aminodcidos, tal fue el caso de la mutacion S136E que sobresalié de un
grupo de mutaciones por su tiempo de vida media que es equivalente al triple
que el de la IsPETasa, y, a su vez, con un Tm de 43.6 °C no tuvo un aumento
significativo en su temperatura de desnaturalizacion, solo obtuvo una variacion
de 1 °C aproximadamente a comparacion con la WT con 42.5 °C, sin embargo,
al detener el proceso de incubacion de la enzima, la temperatura de inactivacion
aumento a 45 °C, y se presento un proceso mayor de degradacion. También se
encontro una doble mutante con un alto rango de temperatura, con un valor
bastante significativo en la Tm, la cual fue la W159H/F229Y, la variacion de
la temperatura fue de un aumento de hasta 10.4 °C, su tiempo de vida media
también se triplicd con una tasa de degradacion equivalente a 23.4 mg PET/h
mg/enzima, lo que equivalié a una mutante de interés investigativa para futuros

disefios de estructuras cristalinas que mejoren la actividad enzimatica.

Mediante el buscador PDB y el programa computacional Pymol, se hallo
alrededor de 8 estructuras cristalinas con difraccion en rayos X, éstas enzimas
se sobrepusieron en la enzima original o WT (6EQE), en donde los residuos
fueron reemplazados seglin la mutacion dada, la polaridad y la hidrofobicidad
de cada aminoacido fue clave importante para que la enzima al unirse forme

un efecto sobre la superficie de PET, un efecto de micela parecido a los
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detergentes y el agua, en donde se degrada con mayor facilidad el polimero y
su cristalinidad pueda romperse rapido en mondmeros pequeios, se tomo en
cuenta que los residuos que le dan a la enzima esta capacidad son los que tienen
polaridad hidrofilica, como la mutante S121E/D186H, esta soble mutante
demostré su accion al colocar el residuo His en la posicion Aspl86 lo que
contribuy6 a un aumento considerable de la estabilidad térmica, y el enlace de
hidrégeno mediado por agua de IsPETasa S121E que también mostrd que es
precedido por el residuo His186 mutado. La resolucion de las imagenes
tomadas del PDB mostraron un rango de resolucion de 1.40 a 2.00 A, en sus
estructuras dentro del rango de oscilacion encontradas no existieron errores de
residuos o en algunas estructuras fueron muy escasos y se pudo apreciar con
mas facilidad los atomos individuales, lo que fue importante para conocer el

efecto de los residuos en la enzima.

Por tultimo, los adyuvantes contribuyeron en la actividad de la enzima
IsPETasa, la agregacion de surfactantes o tensoactivos anionicos como el SDS
y dodeciltrimetilamonio aumentaron la actividad catalitica a través de
experimentos de velocidad cinética lo cual demostré que comparar las
velocidades influye en el estado y tiempo de degradacion del sustrato. E1 SDS
aument? la actividad catalitica inicial de 3h, en 0.07 a 3.2 nmol min™'cm™a una
concentracion de 0.025 % p/v precedido de una incubacion de 1 hora de la
lamina de PET junto al SDS. Con el dodeciltrimetilamonio la actividad
catalitica de la WT disminuy¢ drasticamente, debido al tiempo de incubacion
previo. Con este estudio se pudo demostrar que los tensioactivos que constan
de cadenas largas de alquilo y grupos de cabeza de carga negativa mejoraron
de manera eficiente la actividad de la IsPETasa, lo que demuestra que estos
tensioactivos al unirse a la pelicula de PET dieron mayor accesibilidad de la
enzima a la pelicula. La utilizacion de p-nitrofenil-butirato como sustrato
aumento la secrecion de la IsPETasa de 1.4 a 1.4 veces con una temperatura de
incubacion de 30 °C durante 30 minutos, lo cual no tuvo un efecto significativo

para la enzima.
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4.2. Recomendaciones

- Utilizar otro tipo de microrganismos para la expresion de la enzima,
como el Bacillus subtilis en donde se ha demostrado que aumenta la

secrecion de la enzima y por ende su actividad.

- Desarrollar chasis microbianos como soporte genético para posteriores

expresiones a escala industrial de la enzima IsPETasa.

- Combinar la doble mutante W159H/F229Y con el mutante S136E para
que exista un acoplamiento mejorado del sustrato con una temperatura

mayor a 50 °C.
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