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Il. ABREVIATURAS

ANCUT1: cutinasa 1 proveniente de Aspergillus nidulans
ANCUT2: cutinasa 2 proveniente de Aspergillus nidulans
ANCUTS3: cutinasa 3 proveniente de Aspergillus nidulans
BHET: Bis (2-hidroxietil) tereftalato

CSTR: Reactor continuo de mezcla perfecta

DMSOQO: Dimetil sulfoxido

DMT: Tereftalato de dimetilo

EG: Etilenglicol

kDa: Kilo Dalton

mL: Mililitro

mM: Micromol

MHET: Mono (2-hidroxietil) tereftalato

PET: Polietilen tereftalato

PBS: Buffer de fosfatos de sodio

PBR: Reactor de lecho empacado

PFR: Reactor tubular

p-NFA: Para nitofenilacetato

ppm: Partes por millon

rpm: Revoluciones por minuto

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico
Tg: Temperatura de transicion vitrea

TPA: Acido tereftalico

Tris-HCI: Tris (hidroximetil) aminometano

U: Unidades internacionales de actividad enzimatica

VI: Viscosidad intrinseca

YNB: Bases nitrogenadas de levadura

YP: Extracto de levadura, peptona

YPD: Extracto de levadura, peptona y dextrosa

a-NA: Acetato de alfa-naftilo

pum: Micrometro




stz
Estudio preliminar de la reaccion de degradacion de PET Eg‘!é, A
(Polietilén Tereftalato) en reactor de 300 mL - S

1. INTRODUCCION

La busqueda de materiales versatiles y de bajo costo de producciéon ha traido como
resultado la invencion de materiales sintéticos como los plasticos. Este tipo de
materiales han tenido una amplia aplicacion en diversas industrias, por lo que la
produccion se ha incrementado dréasticamente durante las Ultimas décadas. En el mundo
la produccion y el consumo de envases plasticos tiene un gran impacto ambiental, de
acuerdo con el informe titulado “Plastics the facts 2022, publicado por Plastics Europe.
en 2022, la produccién de plasticos alcanzé casi los 390 millones de toneladas de las
cuales América Latina aporto el 4%. Tan s6lo en México se produjeron 3.6 millones de
toneladas de plésticos en el afio 2018 (SEMARNAT, 2020).

Es por lo mencionado anteriormente que se han buscado diferentes alternativas para
combatir esta problematica. Una de las primeras es el reciclaje, en donde el material
plastico es reprocesado mecénica o termoquimicamente para la manufactura de nuevos
productos. También se ha propuesto la alternativa de la elaboracion de polimeros
biodegradables buscando su facilidad de desintegracion, pero incluso estos pueden
persistir en el ambiente durante décadas, ya que su degradacion depende de diversos
factores ambientales. Finalmente, también se ha estudiado el uso de microorganismos o
enzimas que usan como sustrato polimeros sintéticos o biodegradables, este es el caso

de las cutinasas, para lograr su eliminacion.

Las cutinasas son enzimas clasificadas como hidrolasas de ésteres de acidos
carboxilicos cuyo principal sustrato es la cutina (componente lipidico de la cuticula de
las plantas). Se ha demostrado que las cutinasas también son capaces de actuar sobre
una amplia variedad de sustratos, incluyendo ésteres solubles de bajo peso molecular o
triacilgliceroles de cadena corta o larga (Chen et al., 2013). En el grupo de trabajo se
han encontrado y estudiado cuatro cutinasas codificadas en el genoma del hongo
ascomiceto Aspergillus nidulans, y dos de estas enzimas han sido identificadas,
purificadas y caracterizadas (Bermuadez, 2013; Vega, 2013). Los genes de estas dos
enzimas se han aislado, clonado y expresado exitosamente en Pichia pastoris y se ha
encontrado que pueden ser Utiles en la obtencion de biodiesel, asi como la sintesis de
compuestos quimicos por transesterificacion. (Ayala, 2011; Farres et al, 2021 Morales,
2015; Solis, 2015; Vergara, 2010).
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Del mismo modo, en el grupo de trabajo se ha llevado a cabo el estudio de la capacidad
de hidrdlisis de las cutinasas recombinantes ANCUT1 y ANCUT2 con diferentes
polimeros (entre los cuales se encontraba el polietilen tereftalato) obteniendo resultados

favorables evaluando la pérdida de masa (Morales, 2018; Sanchez, 2015).

Con base en lo anterior, el presente proyecto se enfocé en evaluar el efecto del buffer, la
velocidad de agitacion, el tamafio de particula, la temperatura, el tipo y concentracion de
enzima, en la degradacion del PET en un reactor de acero de 300 mL. Para ello, se
cuantificaron por HPLC los productos TPA, DMT y BHET. También se evaluod la
cristalinidad de las muestras tratadas y se analizaron los difractogramas de las muestras
de PET al finalizar las reacciones para determinar modificaciones estructurales por

difraccion de rayos X.
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2. HIPOTESIS

Si las condiciones de reaccion evaluadas previamente en el grupo de trabajo se llevan a
cabo a una temperatura cercana a la temperatura de transicion vitrea del poli(etilen
tereftalato) y con la implementacion de una agitacion homogénea usando una propela en

reactor. Entonces, se mejorarad la degradacion de PET produciendo acido tereftalico y
disminuyendo el tiempo de reaccion.
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3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de las condiciones de reaccién para la degradaciéon del PET en un
reactor PARR de acero de 300 mL, utilizando la enzima ANCUT1.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la produccion de la enzima ANCUT1 en la cepa recombinante Pichia
pastoris X33.

2. Estudiar el efecto de la modificacion de condiciones de degradacion en un reactor
de acero de 300 mL mediante la variacion de los siguientes parametros:
e Velocidad de agitacion 50, 100 y 200 rpm.
e Naturaleza del buffer (PBS y Tris-HCI).
e Tamano de particula de PET (300 y 180 um).
e Temperatura en la reaccion (35 y 60°C)
3. Determinar la eficiencia de la reaccion observando los cambios en la cristalinidad

del PET, la pérdida de peso y la concentracion de subproductos.
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S. ANTECEDENTES

5.1 Plasticos

La palabra plastico proviene del griego “plastikos” que significa “que puede ser
moldeado o formado™. La escasez de recursos no sostenibles como el hueso, el marfil o
el carey dieron nacimiento a los plasticos. En la fabricacion de este material se pueden
obtener diferentes formas como laminas, fibras, tubos, botellas, entre otros

(PlasticsEurope, 2018) lo que facilita diversidad de usos.

Los plasticos son materiales de origen orgéanico ya que para su produccién se utilizan
productos naturales como la celulosa, el carbon, el gas natural, la sal, y el petréleo.
Estos materiales forman parte de una gran familia de moléculas conocidas como
polimeros sintéticos. Para la fabricacion de pléastico se utilizan dos procesos principales:

la polimerizacion por adicion y la policondensacion.

5.1.1 Polimerizacion por adicion

La polimerizacion por adicion consiste en afiadir monémeros de uno en uno al polimero
en formacion. Estos mondmeros se unen mediante enlaces ya sean sencillos, dobles o
triples asi se va alargando la molécula en una sola direccién. La formacion de polimeros
por adicion consiste basicamente en tres etapas: la iniciacion donde se utiliza una
molécula iniciadora que desata la polimerizacion (puede ser un radical libre, un cation,
un ion o un complejo organometalico), la propagacion, donde se van afiadiendo mas
mondmeros a la molécula mediante una reaccion en cadena y la terminacion cuando la
molécula iniciadora se elimina y la propagacion se detiene. Algunos ejemplos de
polimeros obtenidos mediante esta ruta son el poli(etileno), el poli (cloruro de vinilo) y

el poli(estireno).

5.1.2 Polimerizacion por condensacion

Este tipo de polimerizacion se da cuando dos moléculas se unen para formar una mas
grande y liberan una molécula pequefia, generalmente de agua. Para que comience la
formacion del polimero; los monémeros deben tener dos grupos reactivos que sean
capaces de condensarse. Muchos de los polimeros de condensacién se forman cuando

reacciona un acido carboxilico con un alcohol y generan el correspondiente grupo ester
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(Bardn et al., 2009). Los poliésteres y las poliamidas son algunos de los plasticos que se

sintetizan por este proceso.

Aunque el tipo de polimerizacion permite clasificar de manera general a los polimeros,
existen muchas otras clasificaciones que se basan en sus propiedades fisicas y quimicas.
Por ejemplo, de acuerdo con su estructura molecular, los polimeros pueden ser
clasificados en tres grupos generales: termoplasticos, elastdbmeros y fibras. Los
termoplasticos son separados a su vez en cristalinos y amorfos (no cristalinos) como se
muestra en la Figura 1. Los termoplasticos son cominmente referidos como plasticos
unicamente y son polimeros lineales o ramificados que se vuelven liquidos al aplicarles
calor, pueden ser moldeados y remodelados en casi cualquier forma mediante el uso de
técnicas de proceso como moldeado por inyeccién y extrusién. Generalmente los
termoplasticos no cristalizan en fase solida facilmente a través de enfriamiento, ya que
esto requiere el ordenamiento de las macromoléculas que se encuentran altamente
enroscadas y enredadas en estado liquido. Aquellas que si logran cristalizar, no forman
materiales perfectamente cristalinos sino materiales semicristalinos con ambas fases, la

cristalina y la amorfa (Krevelen & Nijenhuis, 2009).

Polimeros

Figura 1. Clasificacion de polimeros (Krevelen & Nijenhuis, 2009).

Los polimeros amorfos se caracterizan por tener una temperatura de transicién vitrea
(Tg), la cual esta definida como la temperatura a la cual se pasa abruptamente del estado
vitreo (duro) al estado gomoso (suave). Esta transicion corresponde al movimiento en

blogues de las cadenas debajo de la Tg las cadenas de polimero no pueden moverse y se
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encuentran en posicion fija. Ejemplo de un polimero que se sintetiza de esta manera es
el poli (etilen tereftalato) (PET).

5.2PET

El poli (etilen tereftalato) (PET) es un polimero sintético derivado del petréleo que se
encuentra junto con otros polimeros sintéticos en la mayoria de los plasticos. Es un
termoplastico formado por la polimerizacion del é&cido tereftalico (TPA) con
etilenglicol, eliminando agua (Figura 2) o mediante la esterificacion de tereftalato de
dimetilo (DMT) con etilenglicol, eliminando metanol (Figura 2). EI TPA es un derivado
de xileno producido a partir de nafta de petréleo, mientras que el etilenglicol se produce
a través de la oxidacion de etileno, el cual es un derivado petroquimico comun. Por lo
visto anteriormente se puede clasificar entonces como un producto de polimerizacién

por condensacion por etapas (Scheirs & Long, 2005).

9 Q PN
HO—COC—OH + HO OH
H,O
TPA Etilenglicol 9 9 OH Agua
o ° — HO\/\O—COC—O/\/ + o
1] I P CH3;OH
H3C-0-C C-0-CH; + HO OH Bis-(2-hidroxiletil)tereftalato Metanol
Etilenglicol
DMT g Policondensacion
>250 °C
HO %/\ /\ﬂ/
Etilenglicol

Figura 2. Reaccién de sintesis de poli (etilen tereftalato).

Los diferentes tipos de resina de PET se distinguen en el mercado por su viscosidad
intrinseca (V1), una medicién de la ingenieria que se relaciona con la longitud media de
las cadenas poliméricas (Culbert & Christel, 2005). Las resinas de PET con una mayor
viscosidad intrinseca (V1) tienden a ser mas rigidas y tienen una mayor resistencia a la
traccion, asi como un mayor valor economico. La VI del PET puede incrementarse a
través de un proceso llamado polimerizacion de estado sélido, en el que las hojuelas de
PET se llevan a una temperatura cercana a su punto de fusion durante un periodo de

tiempo prolongado (Chang et al., 1983; Kim et al., 2003).
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Las fibras de este polimero aromatico son materia prima de un gran nimero de areas de
aplicacion, tales como ropa, muebles para el hogar y textiles de interior, higiene y
textiles médicos. Dependiendo del procesado al que se someta el polimero, se puede
hilar para formar fibras (dacron) para fabricar telas y cuerdas de llantas o bien como una
pelicula Ilamada mylar de la que se fabrican cintas magnetofonicas. EI PET también se
moldea a presion para fabricar las botellas que se usan en la actualidad para el
empaquetamiento de bebidas (L6pez, 2004). Se estima que por cada habitante mexicano
se producen alrededor de 200 botellas de PET al afio, en el afio 2022 la produccion de

este plastico alcanzo los 3.8 millones de toneladas (Plastics Technology México).

5.3 Los desechos plasticos en México

Al igual que en muchos paises del mundo México enfrenta un gran reto para atender los
numerosos problemas que se han causado en el medio ambiente, ya que estos pueden
conducir a la pérdida de ecosistemas terrestres y acuaticos, asi como a la aceleracion de
los efectos del cambio climéatico. No se debe olvidar la estrecha relacion existente entre

estos problemas con el bienestar social y el desarrollo econdémico.

La generacion de residuos solidos urbanos contribuye en gran parte a los problemas
medioambientales. Tan solo en México en el afio 2015 se produjeron alrededor de 53.1
millones de toneladas de residuos sélidos, de los cuales el 10% correspondia a los
desechos plasticos, que son los principales residuos inorganicos que se generan
(SEMARNAT, 2015). La recoleccién y separacion de dichos desechos para su posterior
reciclaje contribuye a disminuir el impacto medioambiental reduciendo el nimero de
desechos y el consumo de materia prima, electricidad, agua, entre otros recursos.

Sin embargo, esto situacion se vio seriamente afectada con la llegada de la pandemia
provocada por el COVID-19, ya que se registré un aumento de hasta 300 por ciento en
la generacion de desechos, entre los cuales se encuentran los plésticos de un solo uso
como botellas de agua, guantes, material sanitario. No fue hasta agosto del 2019 que se
logré que todos los estados del pais tuvieran una prohibicion en cuanto el consumo y
comercializacion de productos plasticos de un solo uso, en especial de las bolsas
plasticas, lo cual se plasmo en la ley hasta 2021 (DOF). Lamentablemente, durante la
pandemia se incrementd el uso de plasticos como medida de proteccion sanitaria y

cambios de costumbres como compras a domicilio. (Silva et al, 2021).
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5.4 Produccién y acumulacion de plastico

Desde la invencion del plastico su produccion ha ido en aumento de manera abismal
pues tan solo en 2015 alcanzo un total de 381 millones de toneladas que sumandose a lo
acumulado en afios anteriores dio un total de 7,800 millones de toneladas, es decir mas
de una tonelada de pléastico por cada habitante vivo del mundo (SEMARNAT, 2020)

5.5 Biodegradacion

La biodegradacion abarca la pérdida de caracteristicas estructurales y masa de un
material (Zapata, et al, 2007). Este proceso implica la accion de bacterias, hongos,
levaduras y sus enzimas que degradan el polimero principal, ocasionando alteraciones
significativas en la estructura quimica del material. Se define como la transformacion
total de las moléculas del material en didxido de carbono, agua, sales inorganicas y
otros productos derivados de los procesos metabdlicos de microorganismos.

El desarrollo de polimeros o compuestos biodegradables se presenta como una solucion
a la conservacién del medio ambiente. Los poliésteres aromaticos, tales como el PET,
son materiales que exhiben excelentes propiedades, como ser casi totalmente resistentes

al ataque microbiano.

Debido a la insolubilidad en agua y el tamafio de las moléculas de polimero, los
microorganismos no son capaces de interiorizar los polimeros directamente en las
células. Primero tiene que excretar enzimas extracelulares que sean capaces de

despolimerizar los polimeros fuera de la célula (Figura 3).

CO,, H,0 y otros metabolitos

I Los intermediarios son

Excrecién de enzimas
Mlcroorgan mo/ asimilados dentro de la célula

extracelulares

Las enzimas se pegan a la superficie Intermediarios de
del polimero y llevan a cabo la ruptura degradacion cortos son
de los enlaces \ / disueltos en el medio

Enzima
Extracelular

‘ o
Intermediarios

0 ~solubles en agua
Erosion de la superficie ®. @& &

Plasticos

Figura 3. Mecanismo general de biodegradacion de plasticos bajo condiciones aerobias (Mueller, 2006).

12



iz
Estudio preliminar de la reaccion de degradacion de PET @\rgﬁ;

(Polietilén Tereftalato) en reactor de 300 mL s

Durante la degradacion, las enzimas extracelulares de los microorganismos
descomponen polimeros complejos que producen cadenas cortas o moléculas mas

pequefias, proceso conocido como despolimerizacion (Gu, 2003).

Estos intermediarios pueden ser transportados hacia los microorganismos e introducirse
en las vias metabdlicas ya que son lo suficientemente pequefios para pasar las
membranas semi permeables del microorganismo. Como resultado final, estas
moléculas de cadena corta generan nueva biomasa y productos finales como agua,
diéxido de carbono, metano (en el caso de la degradacion anaerobica), etc. A estos
procesos metabolicos de las cadenas cortas de polimeros se les conoce como

mineralizacion.

Puesto que las enzimas extracelulares se enfrentan al impedimento estérico con la
estructura del material, s6lo pueden actuar en la superficie del polimero haciendo de la

biodegradacion de plasticos un proceso clasico de erosion de superficie (Mueller, 2006).

La biodegradabilidad esta influenciada por diversos factores, entre los que se incluyen
las propiedades del polimero, como su masa molecular, cristalinidad, variedad de
grupos funcionales y la presencia de plastificantes o aditivos (Artham & Doble, 2008;
Gu, 2003). En general, la degradacion de plasticos es cominmente un proceso de

desgaste superficial del polimero.

En este contexto, las cutinasas, enzimas extracelulares que secretan los hongos
fitopatdgenos para degradar un biopolimero complejo (cutina) que protege a las plantas
que atacan, representan una herramienta Gtil para la degradacion de polimeros sintéticos

complejos contenidos en los residuos plasticos.

5.6 Cutinasas

Las cutinasas son enzimas de la clase de las serino esterasas que presentan el
plegamiento caracteristico de las o/f hidrolasas (Chen et al., 2008). Estas enzimas
Ilevan a cabo la hidrdlisis de los enlaces tipo éster que existen en el polimero de cutina
(Figura 4), su sustrato natural. Cominmente estan conformadas por alrededor de 200
residuos de aminoacidos en una molécula compacta de un dominio con un tamafio de 45

x 30 x 30 A, tienen un peso molecular de alrededor de 22 kDa con sus residuos
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altamente conservados, que incluyen cuatro cisteinas invariantes, formando dos enlaces

disulfuro.

Figura 4. Unidad basica de la estructura de la cutina (Kolattukudy, 1980).

Las particularidades distintivas de las cutinasas se encuentran detalladas en el articulo
de Martinez et al. (1994). En su mayor parte, las cutinasas se diferencian de las lipasas
por la ausencia de activacion interfacial. Esto significa que su union al sustrato no
ocasiona una reorganizacion en la cadena principal, sino Unicamente una realineacion de
algunas cadenas laterales. Esto se debe a que los lazos (80-87 y 180-188), que contienen
aminoacidos hidrofébicos, podrian constituir el sitio de union interfacial. Otra
caracteristica distintiva es la presencia de una cavidad oxianionica preformada, la cual
no es encontrada en esterasas ni lipasas. Esta cavidad proporciona un entorno
electrofilico que estabiliza la carga negativa generada durante el ataque nucleofilico al
enlace hidrolizable del sustrato (Castro-ochoa, 2010).

El plegamiento o/p hidrolasa consiste principalmente de una hoja B central paralela de
ocho hebras, con la segunda hebra antiparalela. Las hebras paralelas (B3 a 8) estan
conectadas por o hélices que rodean por ambos lados a la hoja B central (Jaeger et al.,
1999).

El sitio activo de las enzimas con plegamiento o/f hidrolasa, consiste en 3 residuos
cataliticos: un residuo nucleofilico un residuo acido catalitico y un residuo de histidina
(Figura 5). La triada catalitica esta conformada por los residuos His, Asp y Ser

(localizado en el extremo carboxilico de B5) (Jaeger et al., 1999).
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Figura 5. Plegamiento de hidrolasas a/B. Este se compone de unas hojas B centrales rodeada por a-

hélices (Jaeger et al., 1999).

El mecanismo de hidrolisis se basa en el residuo de His funcionando como una base y el
oxigeno de Ser es quien realiza el ataque nucleofilico al carbonilo del enlace éster del
sustrato, que da como resultado un intermediario tetraédrico, estabilizado por medio de
puentes de hidrégeno que se forman con los residuos de la cavidad oxianidnica. La
histidina sigue actuando como base y provoca la ruptura del enlace éster causando la
liberacion de alcohol y la formacién de la enzima acilada. Posteriormente se realiza la

hidrélisis de la enzima acilada, la cual genera como productos acido graso y enzima

libre (Neves Petersen et al., 2001). EI mecanismo catalitico se resume en la Figura 6.
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Figura 6. Mecanismo catalitico de serino-proteasas. La reaccion comprende 1) el ataque nucleofilico de la

Ser del sitio activo en el a&tomo de carbono carbonilo del enlace peptidico escindible, para formar el
intermediario tetraédrico; 2) descomposicion del intermediario tetraédrico en el intermediario acilo-
enzima mediante catalisis acida general por el sitio activo His polarizado por Asp; 3) seguido de la
pérdida del producto amino y su remplazo por una molécula de agua; 4) la reversion del paso 2 para
formar un segundo intermediario tetraédrico y 5) la inversion del paso 1 para obtener el producto

carboxilo de la reaccion y la enzima activa (Voet et al., 2013).

Ademaés de degradar cutina, se ha demostrado que las cutinasas también son capaces de
actuar sobre una amplia variedad de sustratos, incluyendo ésteres solubles de bajo peso
molecular o triacilgliceroles de cadena corta o larga (Chen et al., 2013). En medios no
acuosos 0 con baja actividad acuosa pueden catalizar reacciones de sintesis, como

esterificacion y transesterificacion de diferentes sustratos (Bordusa, 2002).

5.6.1 Aplicaciones de las cutinasas

Las reacciones de hidrolisis y sintesis presentadas por las cutinasas tienen uso potencial

en productos y procesos industriales.

El uso de las cutinasas estd presente en la industria diaria en la hidrdlisis de grasas de
leche, detergentes, industria oleoquimica, sintesis de triglicéridos, polimeros y
surfactantes, sintesis de ingredientes para productos de cuidado personal, sintesis de

productos farmacéuticos y agroquimicos (Carvalho et al., 1998).

Las cutinasas tienen una aplicacion adicional en la sintesis de biodiesel, que representa
una alternativa crucial en comparacién con los métodos tradicionales de obtencion de
combustible. Esto cobra relevancia en vista del aumento de los precios del petréleo y los
beneficios ambientales asociados. Se ha llevado a cabo un ejemplo de esta sintesis con
una cutinasa extraida de F. solani pisi (Badenes et al., 2010).

Las cutinasas han mostrado recientemente su potencial en la modificacion de superficies
y la degradacién de poliésteres alifaticos y aromaticos, con especial énfasis en el poli
(etilen) tereftalato (PET). Algunos de los monomeros y oligdmeros que se obtienen son
el &cido tereftadlico (TPA), el etilenglicol (EG), el mono-(2-hidroxietil) tereftalato
(MHET), y el bis-(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) figura 7 (Maurya et al., 2020).
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Figura 7. Mon6meros y oligdmeros obtenidos a partir de la degradacién del PET por la PETasa.

En el grupo de trabajo se han investigado a nivel laboratorio las condiciones de
degradacion del PET con diferentes cutinasas. Por ejemplo, Lovera 'y Torres (Lovera &
Torres, 2019) estudiaron las condiciones de reaccion de las enzimas ANCUT1 y
ANCUTS3. Las variables estudiadas fueron: tamafio de particula, pH y tipo de buffer
(Fosfatos de potasio, Fosfatos de sodio y Tris-HCI), concentracion de la enzima,
combinaciones entre enzimas, temperatura y presencia de sales inorganicas (KCI,
ZnCl, NaCl, FeSOs y MgSO4), obteniendo como productos de degradacion: TPA y
BHET, con rendimientos que van desde 0.035 % a 1.33 % para el TPA y 0.12 % de
BHET. Por su parte Llanos (Llanos, 2018) estudid la degradacion con ANCUT3 y
obtuvo una pérdida de peso de 49.7 % a un pH = 9 (Buffer de Tris-HCI 0.1 M) y a una
temperatura de 37 ° C. Mientras que Sanchez (Sanchez, 2015) obtuvo una pérdida de
peso del 0.29 % a los 3 dias de reaccion utilizando un Buffer de fosfatos 50 mM con un

pH = 7, una temperatura de 37 ° C y una agitacion de 225 rpm.

En general estas reacciones ya han sido estudiadas a nivel laboratorio y se conocen
algunas condiciones de reaccion en donde la enzima logra descomponer ciertas
cantidades de PET. Sin embargo, su estudio en reactores se encuentra todavia en
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desarrollo, por ello, el presente trabajo se centrara en estudiar el comportamiento de la
enzima en diversas condiciones dentro de un reactor, para posteriormente poder generar

el escalamiento a una planta piloto.

La degradacion del PET pude observarse mediante diferentes maneras, midiendo el pH
del sobrenadante ya que en la degradacion se pude dar la liberacion de TPA que
disminuiré el pH del medio; otra manera seria verificar el cambio de la cristalinidad del
polimero ya que al ser atacado por la enzima dependiendo que region del PET (amorfa
o cristalina) se hidrolice se vera reflejado en el aumento o disminucion de la
cristalinidad; la degradacion también puede observarse cuantificando la concentracion
de subproductos formados este estudio puede llevarse a cabo mediante HPLC; también
se puede realizar un estudio de microscopia de barrido electrénico (SEM) para observar
el PET vy verificar si existen indicios de degradacion con la disminucién del tamarfio de

particula.

5.7 Reactores

Un reactor es un equipo disefiado para que en su interior se lleven a cabo una o varias
reacciones para la obtencién de productos. En general existen dos tipos de reactores:
intermitentes (Batch) y de flujo continuo. A continuacion, se da una breve explicacion

de cada uno de ellos.

5.7.1 Reactores intermitentes (Batch)

Un reactor intermitente es un reactor en el cual no existe flujo de entrada y salida
(Figura 8), este tipo de reactores son utilizados para procesos a pequefia escala que no
han sido desarrollados en su totalidad o para procesos dificiles de tener en operaciones
continuas. Su funcionamiento consiste en llenar una sola vez el reactor y dejar que la

reaccion se lleve a cabo. (Fogler, 2008)

FMotor del agitador

+— Reactor

..4—— Agitador
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Figura 8. Diagrama de un reactor tipo Batch.

Si se considera la reaccidon donde A (reactivo) se convierte en B (producto), el cambio
en la concentracion del reactivo en funcion del tiempo puede expresarse de la siguiente
forma:

dN,
@ o

En donde “N,” son los moles del reactivo, “r,” es la velocidad de reaccion del reactivo
en mol L seg?, y “V” es el volumen. Haciendo un analisis matemético es posible
obtener el tiempo que necesitaria el reactor para convertir la especie A en B (Fogler,
2008).

Este tipo de reactores permite tener una alta conversién, debido a que el reactivo puede
permanecer largos periodos dentro del reactor, lo cual se considera una ventaja, sin
embargo, este tipo de reactores presentan un alto costo de mano de obra por lote, la
variabilidad en la obtencién de productos de un lote a otro y la dificultad para una

produccion industrial (Fogler, 2008).

5.7.2 Reactores de flujo continuo

Este tipo de reactores pueden subclasificarse en 3 categorias: reactor continuo de mezcla
perfecta (CSTR), reactor tubular (PFR) y reactor de lecho empacado (PBR).

5.7.2.1 Reactor continuo de mezcla perfecta (CSTR)

Este tipo de reactor trabaja de manera continia manteniendo una agitacion y un flujo
constante de entrada de reactivos y salida de productos (Figura 9). Se emplea
comlnmente para reacciones en estado liquido, ya que se asume que su contenido se
mezcla de manera homogénea, por ello, la temperatura, la concentracion, y la velocidad

de reaccion son iguales en cualquier punto dentro del reactor (Fogler, 2008).
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Flujo de entrada

\ FMotor del agitador

«— Reactor

“4—— Agitador

Flujo de salida

Figura 9. Diagrama de un reactor tipo CSTR.

5.7.2.2 Reactor tubular (PFR)

Este tipo de reactores se emplean con mayor frecuencia para reacciones en estado
gaseoso, un reactor tubular consta de un tubo cilindrico en el cual se adicionan los
reactivos en un punto y se obtienen los productos en el otro extremo (Figura 10). Los
reactivos se consumen de manera continua a lo largo del reactor y algunas variables

como la velocidad y la concentracidon no dependen del radio del tubo(Fogler, 2008).

Figura 10. Diagrama de un reactor tipo PFR.

5.7.2.3 Reactor de lecho empacado (PBR).

Este tipo de reactores se utilizan cominmente para reacciones heterogéneas entre un
fluido y el catalizador (sélido). Su configuracion es muy semejante a la del reactor
tubular, con la Unica diferencia de que en su interior se encuentra “empacado” el
catalizador (Figura 11). Durante su funcionamiento los reactivos y productos se cargan
y descargan continuamente, teniendo una variacion de temperatura, presion y

composicion con respecto al tiempo (Fogler, 2008).

Catalizador

. B R R R n, : .
Flujo de entrada R Flujo de salida

Figura 11. Diagrama de un reactor tipo PBR.
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5.7.3 Otros tipos de reactores

Como se mencionO anteriormente, en general existen dos tipos de reactores, los
intermitentes y los continuos. Sin embargo, existen otros reactores que se pueden
clasificar en funcién de la reaccion que se lleva a cabo, como los reactores enzimaticos,

0 si producen o soportan algun tipo de microorganismo, como los biorreactores.

5.7.3.1 Biorreactores

Un biorreactor es un dispositivo utilizado para procesos bioquimicos y/o biolégicos,
produccién de enzimas, fermentacion, sintesis de proteinas mediante el cultivo de
células, bacterias, levaduras u otros microorganismos. Tiene la capacidad de mantener
en su interior células vivas o cultivos de tejidos. Este tipo de reactores han tomado
importancia ya que muchos productos de la industria quimica, agricola y alimenticia se

obtienen por biosintesis (Fogler, 2008).

Se componen principalmente de un recipiente que contiene a los microorganismos
vivos, asi como los nutrientes necesarios para su crecimiento, el reactor puede estar
equipado para monitorear y controlar la temperatura, el pH, la agitacion y la aireacion.
Existen biorreactores Batch y de flujo continuo, y su uso dependen del proceso que se

requiera llevar a cabo.

5.7.3.2 Reactores enzimaticos

Un reactor enzimatico puede ser cualquier tipo de reactor que utilice una enzima para la
obtencion del producto deseado, sin embargo, ademas de las variables antes
mencionadas, en estos tipos de reactores se deben considerar otras variables como: la
presencia de un intermediario activo, el pH, la desnaturalizacion de la enzima, la
presencia de iones metéalicos, la estabilidad del complejo enzima-sustrato, el cambio en
la conformacion, el mecanismo, la actividad de la enzima, la inhibicion, entre otras
(Fogler, 2008).

5.7.4 Disefio de reactores

En forma general el disefio de reactores debe Ilevarse de la siguiente forma:

1. Elegir el tipo de proceso gue se llevara a cabo.

2. Elegir el tipo de reactor a utilizar.
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3. Especificar las caracteristicas generales del reactor como: tipo de material,
capacidad del reactor, condiciones de operacion, etc.

4. Realizar los célculos estequiométricos y de velocidad para poder determinar el
tiempo de reaccion (en el caso de reactores Batch) y/o el volumen del reactor.

5. Evaluar las ecuaciones resultantes de la cinética de reaccion ya sea de forma
analitica o grafica.

6. Elegir el sistema de control que permita monitorear y ajustar los parametros de
operacion.

7. Una vez que se cuente con el disefio, se debe verificar que se cumplen los

requisitos de seguridad y operacion establecidos.

Los pasos mencionados anteriormente, describen de forma general como debe llevarse
un disefio de reactores, sin embargo, se hace necesario tener informacion documental de
la reaccién que se va a llevar a cabo o realizar los experimentos necesarios para
determinar las constantes de velocidad de la reaccién y poder realizar los célculos
pertinentes en el disefio de reactores (Fogler, 2008).

5.7.5 Escalamiento de proceso

En un principio el escalamiento se entendia como el simple hecho de hacer mas grandes
las cosas, sin embargo, ahora se sabe que ese proceso implica el desarrollo de criterios y
reglas para llevar la operacion o el objeto de un tamafio dado a otro tamafio ya sea a uno
mayor 0 a uno menor. Escalar un proceso o equipo es convertirlo de su escala de
investigacion (laboratorio o piloto) a escala industrial (produccion) (Anaya & Pedroza,
2008); por lo que a través de la obtencién de datos de un trabajo a nivel laboratorio se
pueden obtener los datos necesarios para que con una técnica adecuada se defina un
proceso a nivel piloto y este a su vez sirva para definir una planta industrial (Figura 12),
este Ultimo puede alcanzarse sin el uso de un escalamiento a nivel piloto simplemente
mediante la cuantificacion de los errores dados en los experimentos hasta llegar a una
operacion de proceso satisfactoria, pero el desarrollo de una planta piloto previo al
escalamiento industrial genera una mayor certeza de un proceso productivo ya que
permitira la prediccion del comportamiento del proceso a nivel industrial a un bajo
costo. Por ello el proceso de escalamiento se puede definir como “la generacion del
conocimiento para transformar ideas en implementaciones exitosas”, y poder desarrollar

criterios y reglas de asignacion que determinen las unidades de medida significativas
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para poder evaluar y reducir riesgos a niveles aceptables para la implementacion exitosa

a escala comercial (Anaya & Pedroza, 2008; Harmsen, 2013).

Uso comercial

Industrial
o oe
°
Laboratorio I

Figura 12. Representacion visual de las etapas cominmente empleadas para el desarrollo de tecnologia en
procesos (Esquema de elaboracion propia).

Con respecto al proceso de degradacion de PET enziméaticamente la informacion es muy
escasa e inclusive alguna se encuentra protegida con patentes. Uno de los ejemplos mas
relevantes es la empresa de origen francés “Carbios” que desde mediados del 2011 se ha
dedicado tanto a la innovacion de productos plésticos biodegradables como a la
degradacion via enzimatica de botellas de PET usando enzimas que ellos mismos han

producido.

Por lo mencionado anteriormente es que en este trabajo se pretende llevar a cabo una
primera aproximacion a la degradacion enzimética de PET en reactor por lotes de 300
mL empleando la cutinasa recombinante ANCUT1 producida en Pichia pastoris. Se
aprovechara el control de temperatura y se determinara el efecto de la agitacion en la

reaccion.

6. Metodologia experimental
6.1 Produccion de las disoluciones stock

Las disoluciones stock se obtuvieron de la siguiente forma:

e YNB (Yeast Nitrogen Base) 10X: Se disolvieron 13.4 g de YNB en 100 mL de
agua desionizada, se filtré y almaceno a 4°C.
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Biotina 500X: Se disolvieron 10 mg de Biotina en 50 mL de agua desionizada,
se filtro y almacend¢ a 4 °C.

Metanol 20X: Se agregaron 10 mL de metanol (99.8%) a 95 mLde agua
desionizada, se filtro y almacen6 a 4 °C.

Dextrosa 10X: Se disolvieron 20 g de dextrosa (glucosa) con 100 mL de agua
desionizada, se filtro y almacend a 4 °C.

Glicerol 10X: Se agregé 1 mL de glicerol a 90 mL de agua desionizada y se
esterilizd por autoclave.

Buffer de fosfatos de potasio 100 mM, pH = 6.0: Se pesaron 129.2100 g de
Fosfato monopotésico (KH2PO4) y 10.27 g de Fosfato dipotésico (K2HPOa), se
disolvieron en 700 mL de agua desionizada y se ajustd el pH a 6 con la adicién
de Hidroxido de potasio (KOH), una vez alcanzado el valor de pH la disolucion
se aforé a 1000 mL.

Buffer Tris-HCI 50 mM, pH = 9: Se pesaron 6.0560 g de
tris(hidroximetil)aminometano ((HOCH2)3sCNH2) también conocido como Tris
base, y se disolvieron en 700 mL de agua desionizada, se ajust6 el pH a 9 con
HCI concentrado y se aforé a 1000 mL.

Buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH =7 0 9: Se pesaron 0.1200 g de Fosfato
de sodio monobasico y 13.2900 g de Fosfato de sodio dibasico, se disolvieron en
700 mL de agua desionizada, se ajusto el pH (7 o0 9) con Hidroxido de sodio
(NaOH) 2 M y se afor6 a 1000 mL.

6.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados durante el proyecto fueron YPD, BMGY y BMMY, los

cuales se prepararon de la siguiente forma:

6.2.1 Medio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Para 1 L de medio se disolvieron 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona 'y 20 g

de dextrosa en agua desionizada, luego se esteriliz6 en autoclave.

6.2.2 Medio BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium)

Para 1 L de medio BMGY se disolvieron 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona

en 700 mL de agua. Posteriormente el matraz con la disolucion se esterilizd en
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autoclave y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Una vez enfriado el matraz se

agregaron las siguientes disoluciones:

e 100 ml de buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH = 6.
e 100 ml de medio YNB 13.4 % m/V.

e 2 mlde Biotina 0.2 % m/V.

e 100 ml de glicerol 10 % m/V

Se mezclo6 bien y se almacen6 a4 ° C.

6.2.3 Medio YP (Yeast Extract Peptone)

Para 1 L de medio se disolvieron 14.3 g de extracto de levadura y 28.6 g de peptona en

agua desionizada, luego se esterilizd en autoclave.

6.2.4 Medio BMMY (Buffered Methanol-complex Medium)

Para 1 L de medio se disolvieron 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 700
mL de agua. Después el matraz con la disolucion se esterilizé en autoclave y se dejé
enfriar a temperatura ambiente. Una vez enfriado se agregaron las siguientes

disoluciones:

e 100 ml de buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH = 6.
e 100 ml de medio YNB 10X.
e 2 ml de Biotina 500X.

Se mezclé bien 'y se almacen6a 4°C.

6.3 Produccion de la enzima ANCUT1
6.3.1 Activacion de la cepa Pichia pastoris X33 con ANCUT1

Previo a la manipulacion todo el material se esterilizd en una autoclave a 121 ° C
durante 15 min con 1 atm de presion. Se prepararon los medios de cultivo (YPD,
BMGY y BMMY) y las soluciones stock. Para activar la cepa se inocularon 200 pL de
Pichia pastoris X33 con ANCUTL1 en 25 mL de medio YPD. El matraz se dejo
incubando a 300 rpm durante 24 ha29° C.
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6.3.2 Produccion de biomasa

Una vez activada la cepa, se agregaron 25 mL del medio BMGY vy se dejo el matraz con
agitacion a 300 rpm durante 24 h a 29 ° C para la produccion de biomasa. Pasado el
tiempo establecido, el contenido se coloco en un tubo Falcon y se centrifug6 por 10 min
a 7500 rpm. Se desecho el sobrenadante y el sedimento recuperado se resuspendié con

10 mL del medio YP en un vortex.

La mezcla obtenida nuevamente se centrifugdé por 10 min a 7500 rpm. Se desecho el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 32 mL del medio YP.

6.3.3 Induccion de la enzima

De la suspension anterior se tomo una alicuota de 500 pL y se coloco en una celda de
vidrio con un paso de 1 cm, al cual se le agregd posteriormente 1.5 mL de agua
esterilizada. En un espectrofotometro se determind la densidad optica a 600 nm. Con el
valor de la absorbancia obtenida se realiz6 el calculo para obtener una densidad Gptica
de 1 con 25 mL del medio BMMY y un volumen del medio YP de la seccidn anterior.

A la mezcla anterior se le agregaron 750 puL de metanol (99.8 %) para inducir la
produccién de la enzima. La mezcla se incub6 a 29 ° C con una agitacion de 300 rpm

durante 48 h. A la mitad del tiempo se adicionaron otros 750 uL de metanol (99.8 %)

Al finalizar, el contenido se centrifugd a 7500 rpm por 10 min y se recuperd el

sobrenadante en donde ya se encontraba la enzima de interés.

6.4 Cuantificacion de la actividad enzimatica en microplaca (p-
nitrofenilacetato)

La actividad de esterasa se cuantifico usando como sustrato p-nitrofenilacetato (p-
NFA), para el blanco se afiadieron 180 pL de buffer Tris-HCI 50 mM pH =9y 20 uL
de p-nitrofenilacetato 1 mM vy para el caso de la muestra se colocaron 170 pL del
mismo buffer, 10 pL de la muestra 'y 20 pL de sustrato. La reaccion se siguié durante 10
minutos tomando la lectura cada minuto en un espectrofotometro Epoch (Biotek) a una

absorbancia de 420 nm (Bornscheuer et al., 2005; Nawani et al., 2006).

Una unidad de actividad (U) se define como la conversion de 1 pumol de sustrato a

producto por minuto bajo las condiciones de ensayo.
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6.5 Cuantificacion de proteinas en microplaca

La cantidad de proteina se determiné por el método de Bradford cuya sensibilidad es de
1-100 pg (Bradford, 1976; Whiteley & Lee, 2006). Se colocaron en la microplaca 160
pL de muestra, 40 pL del reactivo de Bradford (Bio Rad) y un blanco con 160 uL de
buffer de fosfatos de sodio 50 mM pH = 7 y 40 uL de dicho reactivo, todo se mezcld
perfectamente y se incubd 10 minutos a temperatura ambiente. EIl color generado se
cuantifico en el lector Epoch (Biotek) utilizando el software Gen5 1.10, a una longitud
de onda de 595 nm.

Dependiendo de la cantidad de proteina presente, se realizaron las diluciones pertinentes
para que la lectura de absorbancia entrara en un intervalo confiable de una curva

estandar preparada con albdmina sérica.

6.6 Determinacion de la actividad enzimatica en geles de
poliacrilamida
6.6.1 Electroforesis

Se prepararon geles de poliacrilamida para electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utiliz6 como detergente dodecil sulfato de sodio
(SDS) y como agente reductor el B-mercaptoetanol, siguiendo la técnica descrita por
Laemmli (Laemmli, 1970), utilizando un gel concentrador al 4 % y un gel separador al
14 %. Las muestras de extracto crudo se trataron previamente con un buffer de carga 4x
con B-mercaptoetanol y se calentaron a 95°C durante 5 minutos para desnaturalizar las
proteinas. Como referencia se utiliz6 un marcador de bajo peso molecular (97 a 14 kDa,
Bio Rad). Los geles se corrieron en una camara de electroforesis a 80 V (MiniProtean |1
y IV, Bio Rad), después de 30 minutos se aumentdé a 120 V y se disminuyd la
temperatura a 4 °C con buffer de corrida. Para observar el marcador de masa molecular
y la masa de la proteina de interés, el gel fue tefiido con azul de Coomassie por 4 horas,
después se lavaron con solucion destefiidora (20 % de Metanol, 15 % de Acido acético

y agua desionizada) para retirar el exceso.

6.6.2 Zimograma

Para observar la actividad esterasa de las enzimas se realizaron geles de poliacrilamida

sin B-mercaptoetanol bajo las mismas condiciones ya descritas anteriormente, pero sin
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calentar. Para observar la actividad se prepararon zimogramas siguiendo la metodologia

planteada por Karpushova (Karpushova et al., 2005).

Una vez llevada a cabo la electroforesis, el gel se incubd durante 30 minutos en una
solucion de buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH = 7, posteriormente se cambio la
solucion a buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH =7 con Tritén X100 al 5 % y se dejo
durante 30 minutos para renaturalizar la enzima. Pasado este tiempo se cambid la
solucién y el gel se dejo en una solucion de a-naftil acetato (Solucion A) durante 30
minutos en agitacion, transcurrido el tiempo se retiro la solucion, se lavaron los geles
con agua destilada y finalmente se afiadio la solucion de Fast Red (Solucion B) hasta

que se observaran las bandas color marrén que presentan actividad enzimatica.

e Solucion A: Se pesaron 10 mg de a-Naftil acetato, se disolvieron en 2.5 mL de
acetona y se llevaron a un volumen de 25 mL con buffer de fosfatos de sodio 50
mMapH=7.

e Solucion B: Se pesaron 10 mg de Fast Red TR, se agregaron 10 pL de Tritdn
X100 y se llevaron a un volumen de 10 mL con buffer de fosfatos de sodio 50
mMapH=7.

6.7 Pretratamiento mecanico de las botellas de PET

Se utilizaron botellas de la marca Epura ya que en su proceso de produccion no le
agregan colorantes, de diferentes presentaciones (10 L, 1 L, 500 mL y 350 mL). Estas
fueron cortadas manualmente en pequefios cuadros, retirando la etiqueta, la boca y la
base de la botella. Posteriormente se molié en una licuadora industrial (Oster) hasta la
obtencion de un polvo fino que fue tamizado para obtener un tamafio de particula

estandarizado de los tamices 50, 60 y 80.

6.8 Reaccion de degradacion de PET en reactor
6.8.1 Disefio de reactor

Con base en lo mencionado en la seccion 5.7.4 la propuesta del reactor se llevé a cabo

de la siguiente forma:

1. El tipo de proceso: reaccion enzimatica para la degradacion del PET, dicha

reaccion ya se ha estudiado a nivel laboratorio con materiales de vidrio.
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2. Con base en lo anterior se decidio proponer el uso de un reactor tipo Batch para

estudiar los efectos de la temperatura, el tamafio de particula, la agitacion, el pH,
concentracion de enzima y medio de reaccion.

Debido a que se estudiaria el efecto de la temperatura y la agitacion, el reactor
propuesto debia contar con un control de temperatura y agitacion, ademas, el
reactor debia estar hecho de vidrio o de acero inoxidable con una capacidad
maxima de 1L.

En este paso no fue posible estimar el tiempo de reaccidn para una conversion
total debido a la falta de informacion cinética de la reaccién. Sin embargo, se
presenta en la Tabla 1 un resumen de las ecuaciones que se podrian utilizar para
un proximo disefio, en donde: tg, es el tiempo de reaccion, r,, es la velocidad de
reaccion del reactivo A, V, es el volumen, N,, es la cantidad inicial de A en mol,
k, es la constante de velocidad de la reaccion, C,, es la concentracion del
reactivo A, y X, es el factor de conversion.

Por ultimo, el reactor deberd cumplir con los requisitos de seguridad y
control.(Fogler, 2008)

Tabla 1: Algoritmo para estimar tiempos de reaccion en un reactor tipo Batch.

dX —ny
Balance molar —=—
de primer orden de segundo orden
Ley de velocidad
_TA == kCA —T'A = kCAZ
: : Ny
Estequiometria (V = V) Ca=7-= Ca(1—X)
0
L . dX dX
Combinacion de las ecuaciones de la| — = k(1 —X) —
relacion estequiométrica con la ley de | 94tr ‘itR 5
velocidad y el balance molar = kCyo(1—X)
Evaluacion de las ecuaciones resultantes " lln 1 £ = X
en el paso anterior Rk 1-X R kC(1-X)
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Con base en lo anterior la propuesta de reactor para estudiar la degradacion de PET en
escala piloto se muestra en la Figura 13. Se empled un reactor existente en el laboratorio

110, Edif. B de la Facultad de Quimica, que contaba con las caracteristicas planteadas
en el disefio de reactor.

Termdémetro

FMotor del agitador

Reactor

Chaqueta de
calentamiento

Agitador

Figura 13. Representacion del reactor propuesto para el estudio de la degradacién de PET.

Se realizd la reaccion de degradacion de PET en un Reactor de presion PARR No. 4842
de 300 mL (Figura 14). El reactor estaba equipado con un sistema de control de
temperatura digital, un agitador y un mandmetro. Para iniciar se lavd y seco
perfectamente el vaso del reactor, posteriormente se afiadio el PET molido y tamizado

previamente, después se incorporo el buffer (Tris-HCI o fosfatos de sodio), seguido de
la disolucién de cloruro de sodio.
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Figura 14. Fotografia del reactor utilizado durante las pruebas.

Una vez agregadas las enzimas y los medios, el reactor se cerrd y se coloco dentro de la
camisa de calentamiento. Con un termostato se programaron las condiciones deseadas
de temperatura y agitacion. Las reacciones se llevaron a cabo por lotes modificando las
condiciones que se estudiarian. A continuacion, se describen las diferentes condiciones

estudiadas.

6.8.2 Efecto del buffer en la degradacion de PET con ANCUT1 en reactor

Para estudiar el efecto del buffer en la degradacién del PET con ANCUT1 se utilizaron
los buffers de Tris-HCI 50 mM, pH = 9 y de fosfatos de sodio 50 mM, pH = 9. En
ambos casos se agregaron al reactor 85 mL del buffer a estudiar, 10 mL de disolucién
de NaCl 1 mM, 5 g de PET obtenido con tamiz 50 y 5000 U de la enzima ANCUT]Y, el
sistema se dejo reaccionando a 35 ° C, durante 7 dias con agitacién de 50 rpm. Al
terminar las reacciones, se filtrd y se pesé el PET residual, mientras que una alicuota del
sobrenadante se envié a HPLC para la cuantificacion de los productos (Seccion 6.10.1).
Las muestras de PET residual y del PET sin reaccionar se enviaron a Difracciéon de
Rayos X (Seccion 6.10.2).

6.8.3 Efecto de la agitacion en la degradacion de PET con ANCUTL1 en
reactor

Debido a los resultados obtenidos en la seccidon anterior se estudié el efecto de la

agitacion en la degradacion de PET con ANCUTL en reactor, para ello se colocaron 3
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reacciones a diferentes velocidades de agitacion (50, 100 y 200 rpm), en todos los casos
se utilizaron 85 mL del buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH =9, 10 mL de disolucién
de NaCl 1 mM, 5 g de PET obtenido con tamiz 50 y 5000 U de la enzima ANCUT1, se
dejo la reaccion a 35 ° C durante 7 dias. Al terminar las reacciones, se filtro y se peso el
PET residual, mientras que una alicuota del sobrenadante se envié a HPLC para la
cuantificacion de los productos (Seccion 6.10.1). Las muestras de PET residual y del

PET sin reaccionar se enviaron a Difraccion de Rayos X (Seccién 6.10.2).

6.8.4 Efecto del tamafio de particula en la degradacion de PET con
ANCUT1 en reactor

Para evaluar el efecto del tamafio de particula en la degradacion de PET con ANCUT1
se llevaron a cabo dos reacciones con PET de diferentes tamafios, el primero obtenido
del tamiz 50 (300 um) y el segundo obtenido con el tamiz 80 (180 um); las cantidades
utilizadas y las condiciones de reaccion fueron: 85 mL de buffer de fosfatos de sodio 50
mM, pH = 9; 10 mL de disolucion de NaCl 1 mM; 5 g de PET y 5000 U de ANCUT1,
la reaccion se dejé a 35 ° C durante 7 dias con una agitacion de 50 rpm. Al terminar las
reacciones, se filtrd6 y se pes6 el PET residual, mientras que una alicuota del
sobrenadante se envi6 a HPLC para la cuantificacion de los productos (Seccion 6.10.1).
Las muestras de PET residual y del PET sin reaccionar se enviaron a Difracciéon de
Rayos X (Seccion 6.10.2).

6.8.5 Efecto de la temperatura y de la concentracion de enzima en la masa
residual y pH en la degradacion de PET en reactor

Debido a que la temperatura de transicion vitrea del PET es de aproximadamente 80°C
y de 60-65 °C cuando estd en solucion, se decidio realizar un estudio de cinética
enzimatica a 60 ° C con tres condiciones, en la primera se utilizaron 20 mL de extracto
de la enzima ANCUTL, en la segunda se mezclaron 1 mL la enzima en 9 mL de buffer
de fosfatos de sodio 50 mM, pH =9, y en el Ultimo caso se utilizaron 1 mL de la enzima
y 19 mL de buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH =9, en todos los casos se adiciond 1
ml de NaCl 1mM; las mezclas se dejaron a la temperatura indicada previamente durante
96 h realizando muestreos para determinar la actividad enzimatica (seccion 6.4) cada 3
h las primeras 12 h, y después cada 12 h. Posteriormente se llevaron a cabo las
reacciones a 35y 60 ° C en el reactor. En cada caso se agregaron 85 mL de buffer de
fosfatos de sodio 50 mM, pH = 9; 10 mL de disolucion de NaCl 1 mM; 5 g de PET
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obtenido con la malla 50 y 5000 U de la enzima ANCUT1, ambas reacciones se dejaron

durante 7 dias con una agitacion de 50 rpm.

Por otro lado, para estudiar el efecto de la concentracion de la enzima, se llevaron a
cabo 2 reacciones, en la primera se utilizaron 85 mL de buffer de fosfatos de sodio 50
mM, pH = 9; 10 mL de disolucién de NaCl 1 mM; 5 g de PET obtenido con la malla 50
y 5000 U de la enzima ANCUTZ; en la segunda reaccion se utilizaron 45 mL de buffer
de fosfatos de sodio 50 mM, pH = 9; 10 mL de disolucion de NaCl 1 mM; 5 g de PET
obtenido con la malla 50 y 45000 U de la enzima ANCUTL1; ambas reacciones se

dejaron a 35 ° C durante 7 dias con una agitacion de 50 rpm.

En todos los casos se determind Unicamente la masa del PET residual y el pH final de la

disolucién.

6.9 Evaluacion de los cambios por la degradacion de PET
6.9.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa

Los estudios de HPLC se llevaron a cabo en un Cromatdgrafo de Liquidos de Alta
Resolucién Modelo 1200 acoplado a un Espectrometro de Masas Triple Cuadrupolo
Modelo 6410 ambos Marca Agilent Technologies con una columna Chromolith RP-18e,
50-4.6 mm, de Phenomenex + precolumna; Security Guard, PN; KJ0-4282 de

Penomenex fase movil agua:acetonitrilo (4:6) flujo:0.1 mL/min DAD a 244 nm.

El espectrémetro de masas tenia las siguientes caracteristicas: Modo de lonizacion por
ESI (lonizacion por Electrospray); MS Scan, MS/MS Product lon Scan, MRM, MS/MS
Neutral Loss, Gain scan, Precursor lon Scan y SIM; Polaridad positiva y negativa,;

Intervalo de Masas de 0 a 1650 m/z.

Al término de la reaccion, los sobrenadantes se trataron con una solucién de acetato de
amonio para precipitar la proteina. Se agitaron en el Vortex, hasta obtener una mezcla
homogénea, se congelaron a -20 °C por una noche, se centrifugaron durante 10 minutos

a 7500 rpm y se desecho el pellet formado.

Los tiempos de retencion obtenidos por las muestras fueron comparados con los
tiempos de retencion obtenidos de estandares puros de TPA (Sigma 99%), BHET
(Aldrich 87%) y el DMT (Sigma 99%). Las concentraciones de los productos se

obtuvieron a partir de las curvas de calibracion de cada uno de los estandares (Anexo 1).
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Estos analisis fueron realizados en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion e

Industria (USAII) por la Q.F.B Margarita Guzman Villanueva.

6.9.2 Difraccion de Rayos X (DFX) de polvos

Al término de las reacciones se filtraron al vacio los sobrenadantes para separar el PET
residual. Para los estudios de DFX se envio 1 g de cada muestra junto con 1 g del PET
utilizado en cada caso. Las muestras fueron evaluadas en un Difractometro de Rayos X,
modelo D8 Advance Davinvi con configuracion Theta-Theta de la marca Bruker AXS.
En todos los casos se utilizé una lampara de Cu (ko = 1.5418 A) para la generacion de

los Rayos X.

Estos analisis fueron realizados en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion e
Industria (USAII) por la Q.1 Maria Cecilia Salcedo Luna.

7. Resultados y discusion

7.1 Produccion de ANCUT1

Siguiendo la metodologia descrita en la seccidn 6 se logré producir la enzima ANCUT1
con una actividad promedio de 1000 U/mL y se confirm0 su obtencién con la ayuda de
los geles de poliacrilamida. En la Figura 15 se muestra del lado izquierdo el marcador
molecular utilizado para comparar la posicion de la banda asociada con el peso
molecular de la proteina de interés. Para la ANCUT1 se ha reportado un peso molecular
teodrico de 22.4 kDa (Bastida, 2018) por lo tanto se esperaba que la banda obtenida por
electroforesis de la muestra apareciera cerca de la posicion de 21.5 kDa del marcador
molecular. En el centro de la Figura 15 se muestra el gel de electroforesis del extracto
de ANCUTL1 obtenido con la metodologia de Laemmli, como se observa se presento
una banda alrededor de 22 kDa y que al realizar el zimograma con la metodologia de
Karpushova se observa una banda de color marron oscuro intensa que indica la
actividad esterasa de la proteina, por lo que con base en lo dicho anteriormente se puede

decir que se obtuvo la enzima de interés.
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Figura 15. Carril A: Perfil de proteinas del extracto crudo de P. pastoris recombinante conteniendo
ANCUT1 en SDS-PAGE tefiido con azul de Comassie. Carril B: Zimograma con actividad de
esterasa utilizando a-NA como sustrato. Carril MPM: Marcador de peso molecular (Low range,
BioRad).

Los resultados mostrados anteriormente corresponden a uno de los lotes de produccion
realizados durante el proyecto. Estos lotes se obtenian cada vez que se estudiaban
diferentes condiciones de reaccién en el reactor, por lo que se omite los resultados de

otros lotes.

7.2 Degradacion de PET en el reactor

7.2.1 Efecto del buffer en la degradacion de PET con ANCUT1 en reactor

En la Tabla 2 se muestran las cantidades de TPA, DMT y BHET obtenidas después de
las reacciones con los buffers de Tris-HCI y de fosfatos de sodio. Como se puede
observar en ambos casos se pudieron obtener los productos esperados de la degradacion
del PET, sin embargo, al utilizar el buffer de fosfatos de sodio se obtuvieron cantidades
mayores de productos de degradacién. En el caso de la reaccion con el buffer de Tris-
HCI se observa una tendencia de la enzima a formar mayoritariamente TPA con
respecto a BHET, con respecto al buffer de fosfatos de sodio, aunque la cantidad de
BHET que se produce es mayor a lo obtenido con el Buffer Tris-HCI la cantidad de

TPA que se produce es aproximadamente el doble.
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Tabla 2. Productos de degradacion obtenidos con ANCUT1 con diferentes buffers.

Buffer [TPA] ppm | [BHET] ppm
Buffer Tris-HCI 6.74 0.47
Buffer de fosfatos de sodio 16.50 8.10

En cuanto a las masas recuperadas, en el caso de fosfatos de sodio se obtuvieron 4.5 g
de PET residual que corresponden a una pérdida del 10 %, mientras que con el buffer de
Tris-HCI se recuperaron 4.475 g, que corresponden a una pérdida del 10.5 %. En ambos
casos se estan perdiendo masas semejantes, sin embargo, no se estan obteniendo
cantidades de TPA y BHET similares, lo que sugiere que la presencia del buffer Tris-
HCI hace que la enzima degrade el PET en otros oligbmeros que no fueron
cuantificados. Por otra parte, los valores de pH obtenidos al finalizar las reacciones
fueron de 7.43 al utilizar el buffer de fosfatos de sodio y 7.98 con el otro buffer. Estos
valores concuerdan con la presencia de TPA, ya que dicha molécula presenta un
caracter acido, por lo que a mayores concentraciones se esperaria un decremento del
pH. Una mayor obtencion de productos de degradacion del PET utilizando el buffer de
fosfatos de sodio puede deberse a la interaccion de los iones de sodio que mejoran la
afinidad de la cutinasa al sustrato, pero para poder obtener mas datos se deberia llevar a

cabo la reaccion sin adicionarle la solucion de NaCl 1 mM.

Durante esta prueba que se realizd durante cuatro semanas se tomaron alicuotas cada 7
dias a las cuales se les media el pH y se determinaba la concentracion de subproductos
mediante HPLC, se visualiz6 que a partir de los 7 dias el pH ya no cambiaba ni la
concentracion de los subproductos por lo que demas pruebas se fijaron a ese tiempo de

reaccion.

En la Figura 16 se muestran los difractogramas del PET residual obtenido con los dos
buffers y del PET sin reaccionar utilizado en ambos casos. Como se puede observar el
PET en el medio de reaccién con el buffer de Tris-HCI disminuy6 su cristalinidad, lo
cual sugiere una afinidad de la enzima ANCUT1 hacia la fase cristalina en estas
condiciones, mientras que en el caso del buffer de fosfatos de sodio se observa un ligero
incremento en la cristalinidad de la muestra ya que la intensidad de los picos a
aumentado en los grados caracteristicos de la estructura del PET, lo que sugiere una
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afinidad a la fase amorfa. Con base en estos resultados se puede decir que la afinidad de
la enzima hacia la fase cristalina o amorfa puede ser modulada cambiando el buffer,
cabe resaltar que este cambio en la afinidad es debido probablemente a la presencia de

ciertos iones ya que en ambos casos el pH es el mismo.

— Buffer Tris-HCI
11250

0250 Buffer Fosfatos de
Sodio
Blanco #/ﬂ\\./

@ / .
-IE 7250  d
g e
O 5250

3250

1250

10 15 20 25 30 35
20

Figura 16. Difractograma de rayos X del PET residual después de la reaccién de degradacion con BPS
(verde); del PET residual después de la reaccion de degradacién con Buffer Tris HCI (azul) y del PET sin

recibir tratamiento (rosa).

7.2.2 Efecto de la agitacion en la degradacion de PET con ANCUTL en
reactor

En la Tabla 3 se muestran las concentraciones de TPA y BHET al modificar la
velocidad de agitacion en la reaccion de degradacion. Como se puede observar al
incrementar la velocidad de agitacion las cantidades de productos de degradacion
disminuyen, esto debido probablemente a que la enzima no alcanza a acoplarse con el

PET debido al movimiento de la disolucion.

Las masas obtenidas de PET residual para 50, 100 y 200 rpm fueron de 4.5 g, 4.78 gy
4.87 g, respectivamente. Como se observa la cantidad de PET degradado es congruente
con los datos de HPLC, en donde a una menor velocidad de agitacién hay una mayor

degradacion de PET y por lo tanto una mayor pérdida de masa.
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Los valores de pH al finalizar las reacciones fueron 7.43, 7.45y 7.71, para 50, 100 y

200 rpm respectivamente, lo cual es coherente con lo descrito anteriormente.

Tabla 3. Productos obtenidos al modificar la velocidad de agitacion.

Velocidad (rpm) | [TPA] ppm | [BHET] ppm

50 16.51 8.10
100 241 3.88
200 1.22 0.60

En la Figura 17 se observan los difractogramas del PET sin reaccionar y del PET
residual obtenido con la enzima ANCUT1 a diferentes velocidades de agitacion. Como
se puede observar existe un cambio en la presencia de ciertas familias de planos. Para
las familias (0-11) y (010) se observa un incremento de las cuentas al aumentar la
velocidad de agitacion, por otro lado, para las familias (1-10) y (100) se observa un
aumento en las cuentas cuando la velocidad de agitacion es de 50 rpm, mientras que
para las otras velocidades se observa un decremento en funcién de la velocidad de
agitacion. Ademas, para las velocidades de agitacion de 100 y 200 rpm se observa la
aparicion de un nuevo pico a 21.4 ° que se relaciona con la familia de planos (-111)
proveniente de la estructura del PET (Mallick, 2015).
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Figura 17. Difractograma de rayos X del PET residual después de la reaccion de degradacion a 50 rpm
(azul cielo); del PET residual después de la reaccién de degradacion a 100 rpm (verde); del PET después

de la reaccién de degradacion a 200 rpm (azul marino) y del PET sin recibir tratamiento (magenta).

La variacion de las cuentas en todos los casos puede estar relacionada con la actividad
de la enzima y la disminucion del tamafio de particula debido al uso de una propela
metalica para la agitacion, ya que esta Gltima puede estar generando particulas mas finas

y por lo tanto exponiendo las familias de planos mencionadas anteriormente.

7.2.3 Efecto del tamafio de particula en la degradacion de PET con
ANCUT1 en reactor

En la Tabla 4 se muestran las concentraciones de los productos de degradacion
determinados por HPLC. Como se observa, al disminuir el tamafio de particula hay un
aumento en las cantidades de TPA y BHET obtenidas, lo que indica que el disminuir el
tamafio aumenta el area superficial permite de mejor manera la efectiva adsorcion de la
enzima aumentando el rendimiento catalitico de la misma para degradar al polimero.
Sin embargo, obtener la fraccién del tamiz #80, implica un gasto energético muy alto,
ademas de obtener una cantidad minuscula con respecto a las demas, por consiguiente,
el hecho de que la fraccion del tamiz #50 no presente una gran diferencia en la
obtencion de productos de degradacion resulta una ventaja ya que el manejar tamafios

de particulas mas grandes implica un pretratamiento menos costoso.
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Tabla 4. Productos obtenidos al modificar el tamafio de particula.

No. de o

tamiz Tamafio (um) | [TPA] ppm | [BHET] ppm
80 180 16.5 8.1
50 300 11.3 5.0

En cuanto a las masas de PET residual se obtuvieron 4.6 g con el PET del tamiz 50 y
45 g con el PET del tamiz 80. Las pérdidas en ambos casos fueron semejantes y
congruentes con las cantidades de los productos de degradacion. Por otra parte, los
valores de pH al finalizar las reacciones fueron de 7.65 al utilizar el tamiz 50 y 7.43 con
el otro tamiz, estos valores siguen siendo coherentes con lo mencionado en secciones

anteriores.

En la Figura 18 se observan los difractogramas de las muestras de PET sin reaccionar y
de las muestras de PET residual obtenidas con diferentes tamices. Como se observa, en
el caso del tamiz 50 no existe un gran cambio en la cristalinidad de la muestra, por otra
el difractograma del tamiz 80 muestra una ligera disminucién de la cristalinidad, lo que
indica una afinidad de la enzima hacia la fase cristalina cuando el tamafio de particula es
mas pequefio, ademas se observa la aparicién de otros picos alrededor de 26= 30.7,
30.9 y 31 que podrian corresponder a cristales de TPA que podria haberse depositado en
el PET residual.
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Figura 18. Difractograma de rayos X del PET residual después de la reaccién de degradacion con
particulas de 180 um (azul marino); del PET residual después de la reaccidn de degradacion con

particulas del tamiz 300 um (azul cielo) y del PET sin recibir tratamiento (magenta).

En ninguna de las muestras se evidenci6 la presencia de dimetil tereftalato (DMT). Este
resultado era de esperarse ya que la cutinasa hidroliza enlaces tipo éster y suele producir
principalmente los productos de degradacion BHET, MHET y TPA, sin detectarse DMT
como un compuesto intermediario. Sin embargo, el DMT se ha obtenido a través de la
alcoholisis, un proceso en el cual el poliéster se descompone utilizando metanol. La
despolimerizacion se lleva a cabo a temperaturas entre 200-300 °C y presiones de 2-300
atmosferas, lo que representa una desventaja en términos ambientales y econdmicos
(Chen et al., 2013).

7.2.4 Efecto de la temperatura y de la concentracion de enzima en la masa
residual y pH en la degradacion de PET en reactor

7.2.4.1 Estudio cinético de la enzima ANCUT1a60°C

En la Figura 19 se muestran los resultados obtenidos del estudio enzimatico de
ANCUTL1 a 60 ° C. En el primer caso donde solo se colocé la enzima (linea verde) se
observa un decremento en la actividad durante las primeras 12 h, pasado este tiempo la
actividad aumenta hasta una maximo de 500 U/mL y después vuelve a caer desde las 36
h y hasta las 60 h, finalizando con un ligero incremento de la actividad hasta un maximo
de 500 U/mL. En el segundo caso en donde se colocaron 1 mL de la enzima con 9 mL

de buffer (relacion 1:10, linea azul), se observa un decremento de la actividad durante
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las primeras 12 h, posteriormente se observa un incremento constante de la actividad
hasta llegar a un valor de 1750 U/mL (con una ligera disminucién a las 72 h). Por
ultimo, en el tercer caso en donde se colocaron 1 mL de enzima con 19 mL de buffer
(relacion 1:20, linea amarilla), se observa una constante diminucion de la actividad
desde el inicio y hasta las 72 h con un leve incremento al final, quedando con una
actividad de 600 U/mL.

Con base en los resultados anteriores, se puede decir que la enzima ANCUTL1 es capaz
de mantener su actividad cercana a los 600 + 300 U/mL a 60 ° C, por ello se decidio
utilizar esta temperatura para las pruebas en reactor. Asi mismo, se concluyo que la
concentracion del buffer afecta la actividad enzimatica de ANCUT1, ya que en
condiciones 1:10 se observo una mejoria de la actividad, llegando a un valor maximo de
1750 U/mL.

1650 =-DIRECTA
1500 -#- MUESTRA (1:10)
~31200 MUESTRA (1:20)

ACTIVIDAD VOLUMETRICA
/m
5
3

600  hm
450 /
300 A
150 \/
0
0 12 24 36 48 60 72 84 96

TIEMPO (h)

Figura 19. Actividad enzimética de ANCUT1 a 60 ° C, extracto crudo de ANCUT1 (verde); extracto
crudo con BFS a una concentracién 1:10 (azul); extracto crudo de ANCUT1 con BFS en una relacion
1:20 (amarillo).

7.2.4.2 Efecto de la temperatura en la masa residual y el pH

Se trabajé con dos temperaturas y con las condiciones indicadas en la seccion 6.9.5, las
masas de PET residual obtenidas fueron de 4.06 g cuando se llevo a cabo la reaccion a
60 ° C y 4.5 g cuando se trabajo con 35 ° C. Los valores de pH obtenidos fueron de 7.43
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para la reaccion a 35 ° C y 7.16 para la reaccion a 60 ° C. Como se puede ver, el
aumento de la temperatura contribuyé en la pérdida de masa de PET en la muestra, esta
perdida probablemente se debe a la generacién de productos de degradacién como el
TPA, el cual puede disminuir el valor del pH. Hasta este punto, las condiciones
utilizadas a 60 © C generan una pérdida de PET del 18.8 %, valor que no se habia

conseguido a35°C.

En la figura 20 se observan los difractogramas obtenidos después de la reaccion de
degradacion a 35 °C y a 60 °C y se observa una disminucion en la intensidad de los
picos caracteristicos del PET en 20= 17.3°, 22.7° y 25.8° al reaccionar a una
temperatura cercana a la Tg del PET ya que se asume que la disminucion de la
intensidad de dichos picos es directamente proporcional a la disminucion de la

cristalinidad del polimero y viceversa.
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Figura 20. Difractograma de rayos X del PET residual después de la reaccion de degradacién a una
temperatura de 30 °C (azul); del PET residual después de la reaccion de degradacion a 60 °C (dorada) y
del PET sin recibir tratamiento (magenta).

7.2.4.3 Efecto de la concentracion de enzima en la masas residual y el pH

Como se indico en la seccidon 6.9.6, se evaluaron dos condiciones de reaccion con
diferentes concentraciones de enzima. En el primer caso se utiliz6 una relacion 1:20 de
enzima ANCUTL1 y el medio de reaccion, con estas condiciones se obtuvo una masa de
PET residual de 4.5 g y un pH final de 7.43. En el segundo caso se utilizo una relacion
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de 1:2.2 de enzima ANCUTL1 y el medio de reaccion, con estas condiciones la masa de

PET residual obtenida fue de 3.76 g y un pH final de 6.68. Como se puede observar, el
incremento en la concentracién de la enzima favorece la pérdida de masa y genera un
mayor cambio en el pH, este efecto puede estar relacionado con la produccion de TPA

debido a la degradacion.

En la figura 21 se observan los difractogramas obtenidos y se visualiza que el aumento
de la concentracion de la enzima tiene un efecto en la disminucion de la intensidad de
los picos caracteristicos del PET que indica que la cristalinidad ha disminuido y por

ende se ha llevado a cabo la degradacién del polimero.
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Figura 21. Difractogramas obtenidos con rayos X del PET residual después de la reaccion de degradacion
con una concentracion de ANCUT1 de 1000 U (azul); del PET residual después de la reaccion de
degradacién con una concentracién de ANCUT1 de 9000 U (verde) y del PET residual sin recibir

tratamiento (magenta).

7.3 Propuesta de disefio de reactor corregida

Con base en lo observado anteriormente, se hizo necesario replantear el disefio del
reactor, por ello, en la Figura 22 se muestra una propuesta corregida. En dicha propuesta
se agregan al reactor un potenciémetro para monitorear el pH a lo largo del tiempo, una
abertura de carga para poder adicionar cantidades adicionales de enzima y una valvula

de drenado para colectar muestras y poder cuantificar los productos de degradacion.
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Figura 22. Esquema de la propuesta de reactor corregida.

Con estas modificaciones se podrian realizar nuevos experimentos con un mejor control

de las variables de estudio.

45



Estudio preliminar de la reaccion de degradacion de PET W Eifé, A

(Polietilén Tereftalato) en reactor de 300 mL —— RS

8. Conclusiones

e Se logré la produccién de la ANCUT1 con una actividad de 1000 U/mL vy se
confirmo su identidad mediante electroforesis y zimograma.

e EIl uso del reactor permitio reducir el tiempo de reaccion a solo 7 dias sin
afectar la concentracion de subproductos obtenidos al termino de la
degradacion del PET.

e Las condiciones en las que se observo una mayor obtencién de productos de
degradacion fueron una temperatura de 35 °C, con Buffer de fosfatos de
sodio pH 9: 50 mM, tamafio de particula del tamiz 50 y a una agitacion de 50
rpm.

e EI efecto de la temperatura es un factor importante en la degradacion del
PET, ya que al trabajar con 60 ° C (por debajo del punto de T4 del PET) se
observo una pérdida de peso de aproximadamente el 20%.

e Por otra parte, el aumento en la concentracion de la enzima parece mejorar la
reaccion de degradacion, ya que es con la que se observo una mayor pérdida
de peso, sin embargo, se hace necesario un estudio mas a fondo junto con un
analisis de costos.

e Se hace necesaria la fabricacion u obtencion de un nuevo reactor para poder

[levar un mejor control de los pardmetros de reaccion.
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9. Perspectivas a futuro

Los trabajos que deberian llevarse a cabo como parte complementaria de este proyecto
son:

e Repetir las reacciones en reactor con las condiciones de la seccién 6.9.6 y
realizar el analisis por HPLC de los productos obtenidos.

e Realizar un estudio sobre el efecto del buffer en la afinidad de la ANCUT1 hacia
la fase amorfa o cristalina del PET.

e Estudiar los rendimientos de la reaccion en el reactor con otras temperaturas.

e Analizar la posible formacion de etilenglicol como producto de degradacion
cuando se utiliza el buffer Tris-HCI.

e Cuantificar otros oligobmeros cuando se utiliza el buffer Tris-HCI.
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Curva Bradford Placa 1

10. Anex

Curva de calibracion de la concentracion de proteina por el método de Bradford.
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Curva de calibracion de p-NP para medicion de actividad cuantitativa.
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Curva de calibracion para TPA
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Info

Peak: DMT -- ESTD -- DAD: Signal A, 244.0 nm/Bw:4.0 nm Ref 360.0 nm/Bw:100.0 nm
201
“E -
= |
£
s 10'

0 -+ r1rrrrtrrrr v rrrrrrv 1 rv¢vrr°1
0 2.5e+0 5.0e+0 7.5e+0 1.0e+0 1.3e+0 1.5e+08
Area

1.40E+08

1.20E+08

1.00E+08

e

=}

© 8.00E+07

°

©

< 6.00E+07

3
<

4.00E+07

2.00E+07

0.00E+00

0 5 10 15 20 25 30
Concentracién (ppm)
Férmula de Coeficiente
Curva A B de
la curva ..
correlacion
DMT Y=A*X+B 5.581x106° -1.055x1068 0.9995

52




iz
Estudio preliminar de la reaccion de degradacion de PET @\féﬁ

(Polietilén Tereftalato) en reactor de 300 mL ——

11. Bibliografia

Anaya, A., & Pedroza, H. (2008). Escalamiento, el arte de la ingenieria quimica: Plantas
piloto, el paso entre el huevo y la gallina. Ciencia Ed. (IMIQ), 23(1), 31-39.

Artham, T., & Doble, M. (2008). Biodegradation of aliphatic and aromatic
polycarbonates. Macromolecular Bioscience, 8(1), 14-24.
https://doi.org/10.1002/mabi.200700106

Ayala, H. (2011). Purificacion e identificacion de enzimas de Bacillus pumilus GMA1
con potencial en biocatalisis. Tesis de Licenciatura. Universidad Nacional
Autonoma de México.

Badenes, S. M., Lemos, F., & Cabral, J. M. S. (2010). Transesterification of oil
mixtures catalyzed by microencapsulated cutinase in reversed micelles.
Biotechnology Letters, 32(3), 399-403. https://doi.org/10.1007/s10529-009-0172-5

Baron, M., Hellwich, K. H., Hess, M., Horie, K., Jenkins, A. D., Jones, R. G., Kahovec,
J., Kratochvil, P., Metanomski, W. V., Mormann, W., Stepto, R. F. T., Vohlidal, J.,
& Wilks, E. S. (2009). Glossary of class names of polymers based on chemical
structure and molecular architecture (iupac recommendations 2009). Pure and
Applied Chemistry, 81(6), 1131-1186. https://doi.org/10.1351/PAC-REC-08-01-30

Bastida, C. (2018). Deteccion e identificacion de la cutinasa ANCUT4 de Aspergillus
nidulans PW1. Tesis de Licenciatura. Universidad Nacional Autdnoma de México.

Bermudez, E. P. (2013). Bases moleculares y bioquimicas para el estudio del sistema
cutinolitico de aspergillus nidulans. Tesis de Maestria. Universidad Nacional
Auténoma de México.

Bordusa, F. (2002). Proteases in Organic Synthesis. Chemical Reviews, 102(12), 4817—
4867. https://doi.org/10.1021/cr010164d

Bornscheuer, U. T., Ordofiez, G. R., Hidalgo, A., Gollin, A., Lyon, J., Hitchman, T. S.,
& Weiner, D. P. (2005). Selectivity of lipases and esterases towards phenol esters.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 36(1-6), 8-13.
https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2005.07.004

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72(1-2), 248-254. https://doi.org/doi.org/10.1016/0003-
2697(76)90527-3

Carvalho, C. M. L., Aires-Barros, M. R., & Cabral, J. M. S. (1998). Cutinase structure,

53



iz
Estudio preliminar de la reaccion de degradacion de PET @\rgﬁ;

(Polietilén Tereftalato) en reactor de 300 mL s

function and biocatalytic applications. Electronic Journal of Biotechnology, 1(3),
160-173. https://doi.org/10.4067/S0717-34581998000300006

Castro-ochoa, D. (2010). Cutinasas. 13(1), 16-25.

Chang, S., Sheu, M., & Chen, S. (1983). Solid-state Polymerization of Poly(ethylene
Terephthalate). Journal of Applied Polymer Science, 28, 3289-3300.

Chen, S., Su, L., Chen, J., & Wu, J. (2013). Cutinase: Characteristics, preparation, and
application. Biotechnology Advances, 31(8), 1754-1767.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2013.09.005

Chen, S., Tong, X., Woodard, R. W., Du, G., Wu, J., & Chen, J. (2008). Identification
and characterization of bacterial cutinase. Journal of Biological Chemistry,
283(38), 25854-25862. https://doi.org/10.1074/jbc.M800848200

Culbert, B., & Christel, A. (2005). Continuous Solid-State Polycondensation of
Polyesters. In J. Scheirs (Ed.), Modern Polyesters: Chemistry and Technology of
Polyesters and Copolyesters (first, pp. 143-194). 21 June 2004.

Fogler, H. S. (2008). Elementos de ingenieria de las reacciones quimicas (Cuarta edi).

Pearson Education.

Gu, J. D. (2003). Microbiological deterioration and degradation of synthetic polymeric
materials: Recent research advances. International Biodeterioration and
Biodegradation, 52(2), 69-91. https://doi.org/10.1016/S0964-8305(02)00177-4

Harmsen, J. (2013). Industrial Process Scale-up A Practical Guide from Idea to
Commercial Implementation. ELSEVIER.

Jaeger, K. E., Dijkstra, B. W., & Reetz, M. T. (1999). Bacterial biocatalysts: Molecular
biology, three-dimensional structures, and biotechnological applications of lipases.
Annual Review of Microbiology, 53, 315-351.
https://doi.org/10.1146/annurev.micro.53.1.315

Karpushova, A., Brimmer, F., Barth, S., Lange, S., & Schmid, R. D. (2005). Cloning,
recombinant expression and biochemical characterisation of novel esterases from
Bacillus sp. associated with the marine sponge Aplysina aerophoba. Applied
Microbiology and Biotechnology, 67(1), 59-69. https://doi.org/10.1007/s00253-
004-1780-6

Kim, T. Y., Lofgren, E. A., & Jabarin, S. A. (2003). Solid-state polymerization of
poly(ethylene terephthalate). I. Experimental study of the reaction kinetics and
properties. Journal of Applied Polymer Science, 89(1), 197-212.
https://doi.org/10.1002/app.11903

54



Atz
Estudio preliminar de la reaccion de degradacion de PET Eg. ’ﬂf}ﬁ

(Polietilén Tereftalato) en reactor de 300 mL

Kolattukudy, P. E. (1980). Biopolyester Membranes of Plants : Cutin and Suberin.
208(4447), 990-1000.

Krevelen, D. W., & Nijenhuis, T. K. (2009). Properties of Polymers (ELSEVIER (ed.);
fourth edi). February 9, 2009.

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the
Head of Bacteriophage T4. Nature Publishing Group, 227, 680—685.
http://www.mendeley.com/research/discreteness-conductance-chnge-n-

bimolecular-lipid-membrane-presence-certin-antibiotics/

Llanos, A. C. (2018). Aplicacion de las cutinasas recombinantes ANCUT3 y ANCUT4
provenientes de Aspergillus nidulans en la degradacion de poliésteres, Tesis de
Maestria. Universidad Nacional Autbnoma de México.

Lopez, F. (2004). Fundamentos de polimeros (B. Fontal & R. Contreras (eds.); 2004th
ed.). Escuela Venezolana para la Ensefianza de la Quimica (EVEQ).
https://doi.org/10.13140/RG.2.1.2573.0000

Lovera, D., & Torres, M. (2019). Optimizacion de condiciones para mejorar la
produccion y degradacion del tereftalato de polietileno (PET) por la cutinasa
ANCUT3 expresada en Pichia patoris, Tesis de Licenciatura. Universidad
Nacional Auténoma de México.

Mallick, B. (2015). X-ray diffraction analysis of polymeric solid using Bragg-Brentano
geometry. International Journal of Applied Glass Science of Materials Chemistry
and Physics, 1(3), 265-270.

Maurya, A., Bhattacharya, A., & Khare, S. K. (2020). Enzymatic Remediation of
Polyethylene Terephthalate ( PET )— Based Polymers for Effective Management of
Plastic Wastes : An Overview. 8(November), 1-13.
https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.602325

Morales, S. L. (2015). Purificacion y caracterizacion de la enzima recombinante
ANCUT?2 de aspergillus nidulans. Tesis de Licenciatura. Universidad Nacional
Autonoma de México.

Morales, S. L. (2018). Degradacion de politilen tereftalato (PET) con las cutinasas
recombinantes ANCUT1 y ANCUT2 de Aspergillus nidulans. Tesis de Maestria.
Universidad Nacional Autonoma de México.

Mueller, R. J. (2006). Biological degradation of synthetic polyesters-Enzymes as
potential catalysts for polyester recycling. Process Biochemistry, 41(10), 2124—
2128. https://doi.org/10.1016/j.procbio.2006.05.018

55



iz
Estudio preliminar de la reaccion de degradacion de PET @\rgﬁ;

(Polietilén Tereftalato) en reactor de 300 mL s

Nawani, N., Singh, R., & Kaur, J. (2006). Immobilization and stability studies of a

lipase from thermophilic Bacillus sp: The effect of process parameters on
immobilization of enzyme. Electronic Journal of Biotechnology, 9(5), 559-565.
https://doi.org/10.2225/vol9-issue5-fulltext-9

Neves Petersen, M. T., Fojan, P., & Petersen, S. B. (2001). J Biotechnol. In Journal of
Biotechnology (Vol. 85, Issue 2).

PlasticsEurope. (2018). Plastics the facts 2018. 2019, 60.

Sanchez, M. (2015). Aplicacién de las cutinasas ANCUT1 y ANCUT2 recombinantes de
aspergillus nidulans en la degradacion de poliésteres. Tesis de Licenciatura.
Universidad Nacional Auténoma de México.

Scheirs, J., & Long, T. E. (2005). Modern Polyesters: Chemistry and Technology of
Polyesters and Copolyesters (J. W. & Sons (ed.); first). 21 june 2004.

SEMARNAT. (2015). Informe de la Situacion del Medio Ambiente en México. 2016,
44,

SEMARNAT. (2020). Panorama general de las tecnologias de el reciclaje de pléasticos
en México y en el mundo. 2021, 156.

Solis, 1. (2015). Produccidn, purificacion y caracterizacion de la cutinasa recombinante
ANCUT1 producida en pichia pastoris. Tesis de Licenciatura. Universidad
Nacional Auténoma de México.

Vega, F. P. (2013). Purificacion y caracterizacion de la cutinasa ancutl de aspergillus
nidulans. Tesis de Licenciatura. Universidad Nacional Autdnoma de México.
Vergara, A. M. del P. (2010). Inmovilizacién de esterasas a partir de un extracto crudo
de Aspergillus nidulans PW1. Tesis de Maestria. Uiversidad Nacional Autonoma

de México.

Voet, D., Voet, J. G., & Pratt, C. W. (2013). Fundamentals of biochemistry: life at the
molecular level (Wiley (ed.); four).

Whiteley, C. G., & Lee, D. J. (2006). Enzyme technology and biological remediation.
Enzyme and Microbial Technology, 38(3-4), 291-316.
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2005.10.010

56



	Sin título
	Sin título



