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1. Resumen

La acumulacion de plasticos de un solo uso es uno de los grandes retos para la
humanidad en la actualidad. Por lo tanto, este proyecto tiene la finalidad de lograr
una mejor degradacién del polimero poli(acido lactico), un polimero biodegradable,
el cual ha surgido como una de las mejores alternativas a los derivados de petroleo,
ya que permite recuperar los productos generados en su hidrélisis para su
aprovechamiento, contribuyendo a la economia circular.

En primer lugar, se trabajo en la degradacion enzimética valiéndose de importantes
herramientas biotecnoldgicas para el proceso, utilizando cutinasas aisladas de
Aspergillus nidulans y clonadas en Komagataella phaffii (Pichia pastoris). Ademas,
se realiz6 la degradacién quimica, la cual puede atender de manera mas rapida la
degradaciéon del polimero haciendo que el problema de acumulacion se vea
disminuido en un menor tiempo, teniendo como desventajas su impacto ambiental.

Para el proceso de degradacion enzimatica se utilizaron las cutinasas identificadas
por el grupo de trabajo (ANCUT 1, ANCUT 2 y ANCUT 3) expresadas en
Komagataella phaffii (Pichia pastoris). Siendo las  siguientes condiciones
reconocidas como las mejores para el desempefio de la reaccién: 10 mg de
polimero, con 12,000 unidades de enzima por mL completando el volumen de
reaccion con amortiguador Tris-HClI pH 7 a 1 mL. Ademas, se determind el
pretratamiento de ultrasonido por 10 min a temperatura ambiente sobre la mezcla
de reaccion como el mejor para favorecer la interaccion entre la enzimay el polimero
para continuar con el desarrollo de la reaccion durante 7 dias a 40 °C en agitacion
a 800 rpm.

Por otra parte, para la reaccion quimica se establecieron las siguientes condiciones
de reaccion: se agregaron masas iguales del polimero (30 g) y de hidréxido de sodio
(30 g) al sistema de reaccion con 100 mL de agua y 50 mL de etanol y se colocé en
una parrilla de calentamiento a 250 °C con agitacion en promedio de 1 a 2 h de
reaccion.

Para ambas reacciones de degradacion se realizé la recuperacién del producto de
interés, el acido lactico, por medio de una extraccion liquido-liquido del medio de
reaccion empleando acetato de etilo. Con ayuda de un rotavapor se elimind el
solvente organico y se comprobd la presencia del &cido lactico realizando una
cromatografia de capa fina.

El &cido lactico recuperado se sometié a una reaccion de esterificacion para la
generacion de lactato de etilo, el cual es un aditivo ampliamente utilizado en la
industria, con lo que se comprobd que el poli(acido lactico), puede seguir el modelo
de la economia circular, contribuyendo a la disminucién del volumen de desechos 'y
de su aprovechamiento para la generacion de nuevos productos de valor agregado.
Sin embargo, resulta evidente que los rendimientos de la degradacién enzimatica
no compiten con los obtenidos con el tratamiento quimico.
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2. Introduccion

Los plasticos son productos quimicos poliméricos, formados a partir de diversas
estructuras quimicas, que se introdujeron a la economia mundial a mitad del siglo
XX gracias a los avances en quimica y petroguimica. Estos significaron una
revolucibn en el modo de vida cotidiano, ya que facilitaron las actividades
domeésticas, la adquisicion de productos, su transporte y conservacion. El poli(acido
lactico), por ejemplo, se registré en 1932, y en su produccion y desarrollo han
participado las empresas Dupont y Cargill. Es considerado también como un
bioplastico, por lo que el incremento en la demanda de estos biopolimeros ha
llevado a que el poli(acido lactico) sea uno de los mas comercializados en la
actualidad (Herryman y Blanco, 2005).

Los polimeros quimicos poseen propiedades tan nobles como durabilidad,
resistenciay flexibilidad, entre otras. Sin embargo, por aquellos afios se dej6 de lado
el impacto ecoldgico que estos tendrian en los ecosistemas, ya que estas mismas
caracteristicas provocaron que en los afios 80 se comenzara a tener un grave
problema de acumulacion de estos productos en los vertederos, generando
contaminacién y destruccién del entorno, llegando a formarse, incluso, las primeras
islas de plastico en los océanos (Zia et al. 2007). Su eliminacion representaba aln
mas problemas, porque el quemarlos representa la liberacion de grandes
cantidades de diéxido de carbono a la atmdsfera, mientras que enterrarlos no
ofrecia una solucién viable pues su alta durabilidad hacia que los espacios
ocupados por estos plasticos resultaran inutilizables por muchos (Ignatyev et. al,
2014).

Se estima que en 2023 se tuvo una produccion anual de 675 mil toneladas de PLA
representando un 31% de la produccion actual de bioplasticos y se proyecta que
para 2028 se tenga una produccion anual de 3.2 millones de toneladas anualmente
convirtiendose esté polimero en aproximadamente el 50% de la produccién de
bioplasticos a escala mundial (Shalem et. al. 2024). El problema radica en
acumulacioén y la mala gestion de los desechos lo que genera graves problemas
ambientales de alto impacto global, como son la contaminacion de mares, rios,
suelos y el aire, dafios a la fauna marina y la alteracion de la cadena alimentaria.
Estos graves efectos ambientales provocados por los plasticos de un solo uso como
el PLA acaban poniendo en peligro nuestra salud una vez se liberan a la naturaleza,
ya que existe evidencia de que se puede tener la presencia de microplasticos en los
alimentos o incluso en nuestra propia sangre (Murphy et al. 2021).

Al tratarse de un problema global, a medida que se adentraba en el siglo XXI, surgio
una agenda global de desarrollo centrada en la lucha contra la pobreza humana
desde una perspectiva multidimensional, incluido el cuidado del medio ambiente. En
respuesta, la Asamblea General de las Naciones Unidas aprobo en el afio 2000 la
Declaracién del Milenio y en 2001, el Secretario General propuso los Objetivos de
Desarrollo del Milenio (ODM), con el afio 2015 como fecha limite para su
cumplimiento (NNUU, 2000). Se crearon grupos de trabajo para proponer
soluciones. Sin embargo, al agotarse el tiempo y sin grandes resultados, se genero
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un nuevo plan de accion, en el que se redactaron los nuevos objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS). Este se aprobd el 25 de septiembre de 2015, con el
respaldo de 150 jefes de Estado y de Gobierno y de los 193 miembros de las
Naciones Unidas (SDGs, 2015). El plan de accion se extendio a 2030 (Sanahuja y
Vazquez, 2017) y fue aprobado también por la Conferencia de las Partes (COP)
dela Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre Cambio Climatico
(CMNUCC). El reemplazo de productos fésiles es una prioridad para alcanzar los
SDG, por lo que se explora la incorporacién de residuos y desechos agricolas para
su aprovechamiento en la generacién de nuevos polimeros, es debido a esto que
se considera a los procesos biotecnolégicos como una alternativa viable para la
eliminacién de residuos, amigable con el medio ambiente y que permite aprovechar
los productos generados de dicha degradacién, adoptando un modelo econémico
surgido en los afios 80: la economia circular, un modelo que se centra en el
aprovechamiento y reincorporacion de las materias primas con la finalidad de
disminuir la acumulacion y generacion de desechos (Campozano y Riera, 2022).

Las herramientas biotecnoldgicas incluyen el uso de microorganismos y de diversas
enzimas para la degradacién de plasticos. En este trabajo nos centraremos
especificamente de los poliésteres, los cuales son polimeros ampliamente
utilizados, entre los que destacan el tereftalato de polietileno (PET) y el poli(acido
lactico), siendo de uso extendido para la manufactura de productos desechables,
empaques y embalajes. Las investigaciones han destacado que distintos
microorganismos se caracterizan por la produccion de enzimas esterasas, por lo
gue los poliésteres fueron los primeros en ser considerados para estos procesos de
degradacién ya que el enlace éster que conforman las cadenas del polimero es
susceptible a romperse por accién de estas enzimas. En el grupo de las esterasas
podemos encontrar a las lipasas, proteasas y cutinasas (Pérez, 2020). Las
cutinasas son el objeto de estudio de este grupo de trabajo, el cual ha logrado
identificar tres cutinasas denominadas ANCUT 1, ANCUT 2 Y ANCUT 3 aisladas de
Aspergillus nidulans y expresadas en el sistema Komagataella phaffii (Pichia
pastoris), para una mejor y mayor obtencion de extracto enzimatico.

En el uso biotecnoldgico de las cutinasas, el poli(acido lactico) resalta como un
polimero biodegradable, amigable con el medio ambiente y candidato idoneo para
integrarse a una economia circular. Su produccion fue de 0.46 millones de toneladas
métricas en 2021, a nivel mundial y se espera que para el 2026 se alcancen 0.79
millones de toneladas a escala industrial. En EE. UU. se encuentra la planta con
mayores voliumenes de produccion, NatureWorks, con 150.000 toneladas, en tanto
Total y Corbion, de Tailandia, alcanza 70.000 toneladas y diversas plantas chinas
producen mas de 20.000 toneladas. Se espera que en el afio 2025 la utilizacion de
acido lactico como materia prima para la fabricacion de poli(acido lactico)
corresponda al 50% del total de &cido lactico disponible en el mercado por lo que
es necesario buscar alternativas en su produccion (Nova-Institute, 2022).

En el presente trabajo se evaluaron las tres enzimas (ANCUT 1, ANCUT 2y ANCUT
3) bajo nuevas condiciones de reaccidon con respecto a las presentadas por
Alvarado (2023), con el fin de obtener una mayor cantidad de acido lactico tras el
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proceso de hidrdlisis y favorecer su recuperacion, para esto se propuso, ademas, la
implementacion de pretratamientos en beneficios del proceso de degradacion y que
se consideran dentro de la quimica verde para contribuir a una reaccion sostenible
gue mas alla de resolver una problematica no contribuya en la creacién de otra. Es
asi como se propuso un nuevo proceso de degradacion que fuera sustentable,
sencillo y requiera un minimo consumo energético permitiendo, ademas, recuperar
y aprovechar los productos generados para integrarlos en un ciclo de economia
circular. Los resultados se compararon con el proceso quimico de degradacion, el
cual también se presenta como una alternativa para la disminucién y
aprovechamiento de los residuos plasticos para generar nuevos reactivos de valor
agregado.

3. Marco teorico

“Por su impacto en la vida diaria, me inclino a pensar que la contribucion mas
importante de la quimica ha sido quizas el gran desarrollo en las ciencias y la
tecnologia de la polimerizacion”

Importancia de los polimeros sintéticos segun Lord Todd, presidente de la Royal Society (1980).

3.1. Polimeros

El término de polimero tiene como significado “muchas partes” y muy
probablemente fue propuesto por Berzelius en 1830. Sin embargo, a lo largo de la
historia hemos convivido y utilizado una infinidad de polimeros naturales, como
alimentos, como herramientas o materiales de almacenamiento y construccién para
citar algunos ejemplos como la lana o la madera (Ravve, 2013). En nuestros dias
resulta muy complicado imaginar nuestro estilo de vida sin los polimeros sintéticos,
los cuales contribuyeron a mejorar las condiciones en las que se desarrollan una
infinidad de actividades, mejorando costos, accesibilidad, creando materiales mas
resistentes y maleables, entre muchos otros beneficios. Sin embargo, su prolongada
durabilidad, aunada a su bajo nivel de degradacién de manera natural, los ha
convertido en un problema al acumularse en los vertederos y diversos espacios
naturales lo que los ha convertido en un foco importante de contaminacion ambiental
(Rivas y Garelli, 2021).

Los polimeros son macromoléculas constituidas por monémeros que se encuentra
unidos mediante enlaces covalentes por medio de un proceso quimico denominado
polimerizacion que conduce a la formaciébn de moléculas de altos pesos
moleculares. Los mondmeros pueden ser de uno o mas tipos, por lo que se pueden
encontrar homopolimeros y copolimeros con diferentes longitudes y ramificaciones
en sus cadenas, que se vuelven evidentes en sus masas moleculares y, por
supuesto, en sus propiedades quimicas. Por esta razén, se ha desarrollado un sin-
namero de aplicaciones de estos materiales, desde fibras, llantas, empaques,
polimeros de ingenieria hasta implantes, suturas, lentes de contacto, matrices para
cultivo de tejidos, entre muchas otras (Lopez et al. 2015).
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Dentro de los polimeros sintéticos podemos identificar diferentes productos, como
los termoplasticos, los termorrigidos, las gomas, las fibras, los adhesivos y las
pinturas. Todos estos polimeros se encuentran en constante evolucion, ya que se
busca crear materiales de alta durabilidad pero que a la vez sean amigables con el
medio ambiente, siguiendo principios de sustentabilidad (Hermida, 2011).

Se tiene registro del uso de polimeros comerciales desde 1868, con el nitrato de
celulosa empleado para la fabricacibn de marcos de anteojos. El desarrollo de
polimeros comenz6 con mas fuerza en 1900 pero es hasta la década de los 50°s
donde surgen, entre otros, los poliésteres termoplasticos junto con el termoplastico
polietileno, los cuales revolucionaron el mercado, y han tenido una produccion tipo
exponencial, siendo los mas utilizados hasta nuestros dias (Meira y Gugliotta, 2019).

3.2. Clasificacion de los polimeros

La clasificacion de los polimeros se realiza dependiendo de su estructura, el estado
fisico, la composicion quimica, el uso final o su comportamiento con el ambiente.

- Con respecto a la estructura se puede decir si el polimero es una masa de
moléculas separables o se trata de una red macroscopica, si es lineal o cuenta con
ramificaciones o si se trata de una sucesion de unidades orientadas aleatoriamente
0 cuentan con una orientacion preferente.

- El estado fisico se refiere a la disposicion de las moléculas ya que estas pueden
ser completamente ordenadas identificadas como cristalinas o completamente
desordenadas, influyendo en la resistencia y en la flexibilidad del polimero.

- Por la composicién quimica, en esta clasificacion influyen los grupos quimicos
presentes (etileno, éter, éster, hidroxilo, entre otros) asi como la manera de la
sintesis del polimero, como la propagacion en cadena o la apertura de anillos.

- El uso final: se denominan fibras, adhesivos, cauchos, plasticos o recubrimientos,
aunque cada uno puede ser adaptable a todas esas aplicaciones.

Por su parte para los plasticos se puede tener la siguiente clasificacion la cual tiene
en cuenta el comportamiento que estos tienen a temperaturas elevadas
dividiéndose en termoestables y en termoplasticos.

- Los materiales termoestables, una vez calentados, reaccionan irreversiblemente,
de manera que las aplicaciones posteriores de presion y calor no los ablandan ni
los hacen fluir, esto se debe a su alto grado de entrecruzamiento y que poseen
masas moleculares sumamente elevadas. Un ejemplo es la bakelita, que se
encuentra en las asas de las cacerolas, la cual no se deforma, sino que se quema
(Saldivar y Vivaldo, 2013).

- Por otro lado, los termoplasticos son materiales que son rigidos a temperatura

ambiente, pero que se pueden deformar o volver mas flexibles a mayores
temperaturas. Se derriten al recibir calor y se endurecen al enfriarse. Son
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cadenas por lo regular lineales de altos pesos moléculas, estas cadenas sufren
interacciones entre si mediante diversas fuerzas intermoleculares como son las
fuerzas de Van der Waals para el polietileno, interacciones fuertes dipolo-dipolo
en el policloruro de vinilo (PVC) o enlaces intermoleculares, fuertes como lo son
los puentes de hidrogeno en poliamidas.

Cabe recalcar que los plasticos mas utilizados en el dia a dia, los termoplasticos,
se identifican con los siguientes codigos por lo que para facilitar su reciclaje:

7N /N AN AN AN AY
JAAYZA JEA L?P.l Lg.lt A

PETE HDPE LDPE THER
POLIETILENO  POLIETILENO POLICLORURO POLIETILENO POLIPROPILENO POLIESTIRENO OTROS
TEREFTALATO DEALTA DE VINILO DE BAJA

DENSIDAD DENSIDAD

Figura 1. Cdadigo de identificacion de resinas plasticas. Fuente: Beltran y Marcilla, 2012.

3.3.  Produccion mundial de plasticos

La produccion de plasticos pasé de 1.7 millones de toneladas en 1950 a méas de
300 millones de toneladas hoy en dia. Se fabrican de forma continua en plantas con
disefios de ingenieria que permiten la optimizacién de procesos y de los productos
para la generacion de nuevos polimeros de alto valor agregado y que, ademas,
estos sean mas amigables con el medio ambiente (Buteler, 2019). La tendencia es
tan fuerte que en el afio de 1988 la produccion mundial de plasticos supero a la
produccion mundial del acero (Plastics Europe, 2022). El éxito de los plasticos se
debe a los bajos costos, a sus bajas densidades, su capacidad como aislantes de
calor y electricidad, asi como su versatilidad en la creacion y produccion de objetos
de uso cotidiano con un sinfin de formas y piezas estables que exhiben
comportamientos requeridos para diversas funciones, ademas de que se les puede
afiadir una gran variedad de pigmentos (WEF, 2016).

3.4. Morfologia y propiedades térmicas de los plasticos

Los polimeros exhiben morfologias amorfas y semicristalinas. En las estructuras
semicristalinas los materiales correspondientes presentan microcristales dispersos
en una matriz amorfa. Al calentar polimeros amorfos solo se muestra una
temperatura de ablandamiento, a la cual se le denomina temperatura de transicion
vitrea o Tg, mientras que para el caso de los polimeros més cristalinos se muestran
dos temperaturas de ablandamiento: la primera es la Tg de la fase amorfa y luego
podemos encontrar la temperatura de fusion o Tm para la fase cristalina (Alonso y
Méndez, 2010) A una T<Tg todos los polimeros son rigidos y quebradizos. Mientras
gue para una T>Tm se tiene una alta energia cinética de los atomos con la cual se
puede logar la fusion de los microcristales (Odian, 2004).
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3.5. Tipos de plasticos segun su origen

Estos se dividen en tres grandes categorias, de acuerdo a Weber (2000)

Plasticos convencionales: No biodegradables, degradacion solar, no sirven
como alimentos y generan microplasticos.

Plasticos convencionales con un toque verde: son plasticos a los cuales se les
agregan aditivos, plasticos oxodegradables que también generan
microplasticos.

Plasticos biodegradables: Se definen como aquellos que se pueden convertir
en gas carbodnico y agua bajo ciertas condiciones en un periodo no mayor a 30
dias, es decir, es aquel polimero que puede reintegrarse al ciclo de carbono.
Sin embargo, el periodo puede variar dependiendo de la definicion y la
legislacién a la cual esta sometido. El desarrollo de este tipo de polimeros se
oferta como una solucién para la conservacion del medio ambiente.
Actualmente se han desarrollado comercialmente diversos tipos de poliésteres
alifaticos biodegradables como el poli(acido lactico), poli(butileno succinato)
(PBS), poli(butilén adipato-co-tereftalato) (PBAT) y la policaprolactona (PCL)
(Zapata et al. 2012).

3.6. Clasificacion de los plasticos biodegradables

De acuerdo con su origen, los biopolimeros se clasifican de la siguiente manera:

Elaborados a partir de petréleo.

Elaborados a partir de recursos renovables (plantas, animales o totalmente
sintetizados de recursos completamente renovables).

Elaborados a partir de fuentes mixtas.

3.7. Nueva economia de los plasticos

Se busca crear un sistema de plasticos funcionales por medio de la economia
circular y reusar materias primas de interés para redisefiar el futuro de los plasticos.
Esto para reducir drasticamente la pérdida de los plasticos en sistemas naturales y
gue estos generan otros efectos negativos (ANIPAC, 2020).

Esta se guia de tres principios fundamentales:

1. Regenerar los sistemas naturales
2. Mantener los productos y materiales en uso.

3. Disenfar los residuos y evitar contaminacion de los ecosistemas.

Presentando las siguientes caracteristicas:

Los residuos no existen y se eliminan en el disefio.
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o La energia debe ser de caracter renovable, para reducir la dependencia de
los recursos finitos.

o Extraer un valor adicional a los productos y materiales una vez que estos
hayan cumplido con su propasito.

3.8. Economia circular

Este sistema econdmico busca cambiar el modelo lineal de fabricar, usar y tirar, por
uno que imite los ciclos biolégicos en la naturaleza, lo que favorece el maximo
aprovechamiento de los productos y generando el minimo desperdicio posible para
evitar la sobresaturacion de los vertederos (Steffen et al., 2015). Busca hacer uso
de energias renovables disminuyendo de esta manera la dependencia de los
combustibles fosiles. Ademas, busca que la produccidén también se aparte de estas
materias primas fésiles y la eliminacién de residuos mediante un disefio optimizado
como el que se propone a continuacién: fuentes renovables de materias primas
virgenes, disefio y produccion, utilizacion, reciclaje (recuperacion de productos de
interés, compostaje, pérdida, nuevas aplicaciones), reutilizacion (Cerda y Khalilova,
2016).

Con esto se pretende satisfacer 3 principios: preservar y aumentar el capital natural,
asumiendo la existencia de recursos finitos y preservando un equilibrio en el flujo de
recursos renovables. optimizar el rendimiento de los recursos, lo que significa
disefar procesos para reelaborar, renovar y reciclar para mantener en circulacion la
economia de los materiales y componentes, asi como promover la eficiencia del
proceso y con ello reducir el dafio causado a los sistemas y areas como los
alimentos, movilidad, casas, educacion entre otras (Sandoval et al., 2017).

3.9. Obtencion del acido lactico

El 4cido lactico es un acido organico con numerosas aplicaciones. Puede producirse
por sintesis quimica o de manera biotecnoldgica. La produccion quimica se basa en
la reaccion de acetaldehido con &cido cianhidrico (HCN) para generar lactonitrilo, el
cual puede ser hidrolizado a acido lactico. Otro tipo de reaccion se basa en una
reaccion a alta presion de acetaldehido con monodxido de carbono y agua en
presencia de acido sulfurico como catalizador. La sintesis quimica tiene como
desventaja que se obtiene la mezcla racémica de los isobmeros D y L (Litchfield,
1996).

En la produccion biotecnolégica se ha empleado la fermentacion por
microorganismos utilizando sustratos ricos en carbohidratos, lo que tiene como
ventaja que se pueden formar enantidmeros D o L 6pticamente activos. Con el uso
de esta tecnologia se buscan microorganismos que sean termdfilos, de rapida
fermentacion y sustratos que sean baratos. Por ejemplo, se tiene la propuesta de
aprovechar las mas de 1,300 millones de toneladas de desperdicios en alimentos ya
gue se ha investigado que su composicion puede resultar de la siguiente manera:
27% carbohidratos, 12% grasas, 11% azucar monomeérico, 6% de proteinas 'y 2% de
fibras dietéticas. Este sustrato, ademas de cumplir con la demanda energética, es
altamente fermentable. Este aprovechamiento de desechos contribuye en gran
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medida a la reduccion de costos, lo que favorece el uso del acido lactico en la
industria para la produccion de sus derivados (Camacho y Lizarazo, 2021). Del tipo
de microorganismos seleccionado dependeran el requerimiento del control de pH en
condiciones ligeramente acidas (5.5-6.5), la temperatura de incubacién (entre 5 °C y
45°C), la fuente de carbono, la fuente de nitr6geno, el método de fermentacion
empleado y la formacion de los subproductos (Zuluaga, 2013). La mayoria de los
microorganismos productores son Bacterias Acido Lécticas (BAL). Estas son
heterétrofas, carecen de algunas capacidades biosintéticas y por lo que se requiere
la adicién de nutrientes complejos, que pueden contribuir con la obtencion de un
acido lactico mas puro y con un mejor rendimiento, aunque esto repercute en el costo
de produccion (Rahman y Bhoi, 2021). Se han identificado diversos géneros que
contienen bacterias productoras de acido lactico entre los que encontramos:
Lactococcus, Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Levilactobacillus,
Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weisella. Sin embargo, el género mas importante es
Lacticaseibacillus, este a su vez se subdivide en alrededor de ochenta especies que
producen &cido lactico. Ninguno de los anteriores géneros tiene la capacidad de
produccion de acido lactico enantioselectivo, siempre se encontrara en mayor o
menor medida la mezcla enantiomérica (Zaini et al., 2019).

En el método industrial al sustrato se le tienen que agregar una fuente de vitaminas
y cofactores en la cual se utiliza una mezcla de 10 a 15% de glucosa, 10% de CaCOs,
bajas cantidades de fosfato de amonio y extracto de levadura. El medio se inocula y
se agita sin aireacion para optimizar la neutralizacion del acido formado. La
fermentacién dura de 2 a 4 dias y termina cuando toda la fuente de carbono se ha
agotado esto con la finalidad de facilitar la purificacién. Al final de la fermentacion el
pH se ajusta a 10 y el producto se calienta para solubilizar el lactato de calcio y
favorecer la coagulacion de las proteinas que se encuentren en el medio de reaccion.
El medio de reaccion se filtra para remover tanto las sustancias que no son solubles
como la biomasa. Se concentra por evaporacion y una vez que se encuentre
concentrado se adiciona &cido sulfdrico para realizar una filtracién para remover el
sulfato de calcio formado y de esta manera obtener el acido lactico con un
determinado grado de pureza, dependiendo de la eficiencia del proceso (Es et al.,
2018).

3.10. Métodos de determinacion y cuantificacion de acido lactico

Es esencial mejorar la determinacién, cuantificacion y purificacion del acido lactico,
asegurando que la técnica analitica utilizada tenga un rango de linealidad y una
respuesta reproducible y confiable. En la actualidad, tenemos un amplio abanico de
métodos a utilizar con la finalidad de tener diversas opciones de costos, asi como
del tiempo de andlisis y de recuperacion del producto. La tabla 1 muestra un
condensado de los mismos.
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Tabla 1. Descripcion de diversos métodos para la determinacion y cuantificacion de acido lactico.

Método

Gravimeétricos

Colorimétricos

Resonancia

magnética

nuclear (RMN)

Cromatografia

de gases
acoplada a
masas
(CG/IMS)

Cromatografia
de intercambio

iénico
HPLC

por

Descripcion

Se propone que la reactividad que tiene el
acido lactico con sales de bario permite su
identificacion como lactato de bario
realizando una relacion estequiométrica para
calcular la cantidad de &acido lactico en el
medio, por medio de la siguiente reaccion:

2 C2H603 + BaClz - 2H20 - (C3H503)23a + 2HCl + 2H20

Planta oxidar el acido lactico con H2SO4 a
acetaldehido para posibilitar la reaccién con
p-hidroxifenilo en presencia de iones de
cobre, se obtendra una relacion lineal entre
absorbancia y concentracion del analito. La
absorbancia se mide a 560 nm por lo que se
tiene que construir una curva de calibracion
gue permita la cuantificacion.

La RMN identifica moléculas particulares a
partir del spin de los atomos presentes en las
mismas (tipicamente 1H y 13C). Es una
técnica altamente sensible, lo que permite
diferenciar la contribucion de diferentes
acidos organicos con pesos moleculares muy
cercanos

Se requiere para cuantificar acido lactico un
detector de ionizacibn de llama y una
columna DB wax (30m x 0,25 mm i.d. x 0.25
mm) con temperatura de horno de 50 °C
durante 5 min y posterior aumento hasta 190
°C, en una rampa de 3 °C /min y un tiempo
de residencia en la temperatura final de 10
min. La temperatura del inyector se fija en
230 °C mientras que en el detector fue de 240
°C. El gas de arrastre fue N2 con flujo de 1.2
mL/min. Los compuestos volatiles se
identifican de acuerdo con sus tiempos de
retencibn y de esta manera se pueden
diferenciar el acido lactico del acético,
propionico y succinico, entre otros

En el caso de deteccion de acido lactico en
vinos y en mostos se utiliza una columna de
intercambio catidnico (Aminox HPx87-H; 300
mm y 7.8 mm) operada a 65 °C, eluida con
una fase mévil de H2S0O40.013 N, con un flujo

Referencia
Torresy Gémez,
2019

Borshchevskaya
etal., 2016

Rodriguez et al.,
2010

Evangelista et
al., 2014

Schneider et al.,
1987
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de 0.8 mL/min y monitoreada con un detector
de UV a 210 nm

Enziméticos Estos meétodos acoplan la reaccion del
analito con una enzima y el producto puede
detectarse por métodos espectrofotométricos
o con fluorescencia. Este meétodo se
explicard a fondo en el siguiente punto
debido a que fue el que se empled en este
trabajo para la cuantificacion del acido
lactico.

3.11. Determinacion y cuantificacion de acido lactico por métodos
enzimaticos.

Los métodos espectrofotométricos emplean la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) y el dinucledtido de nicotinamida y adenina oxidada (NAD+) como coenzima.
Ocurre la oxidacién del lactato a piruvato al tiempo que la coenzima es reducida a
NAD-H, y este producto se detecta por absorbancia a 340 nm. Se plantea una
determinacion indirecta considerando que la concentracion de NADH es equimolar
a la de lactato. Se debe trabajar en un rango de 7.72-6.10mM. Esta técnica es
altamente especifica permitiendo diferenciar entre isémeros, que en el caso del
acido lactico son el L y el D. Para esto se requiere una enzima altamente purificada
y una minuciosa determinacién. Uno de los factores de desventaja es que para
realizar la reaccién se utilizan kits que llegan a tener un costo elevado (Marbach y
Weil, 1967).

La misma enzima puede emplearse para cuantificar lactato por excitacion a 535 nm
y emisién a 587 nm. El problema que presenta la LDH es que en ocasiones la
oxidacién de la coenzima a altos voltajes puede convertir la reaccion en reversible y
consecuencia reducir el pico de NADH. Se ha introducido una nueva metodologia
con el empleo de la enzima lactato oxidasa (Lox) que, en presencia de oxigeno, tiene
la capacidad de oxidar al acido lactico y producir H202'y, como en el caso anterior,
se establece una correlacion equimolar (Sigma-Aldrich, 2014).

La misma enzima Lox funciona como catalizador en la oxidacion aerébica de lactato
con la liberacién de H202 puede permitir la cuantificacion de otros cromoégenos. Por
ejemplo, en contacto con 4-aminoantipirina y otra enzima (peroxidasa-HRP), genera
un cromogeno que se identifica a 565 nm y que es directamente proporcional a la
cantidad de lactato en la muestra. Este ensayo puede hacerse en microplaca para
reducir el consumo de los reactivos (Lin et al., 1999).

Las enzimas descritas anteriormente han permitido la implementacién de
biosensores para la deteccion del lactato, asi como parejas moleculares de
reconocimiento constituidas por Lox/LDH, citocromo b2/LDH entre otras (Suman et
al., 2005).
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3.12. Purificacion de acido lactico

Una vez llevada a cabo la produccion de acido lactico por medio fermentativo o su
recuperacion después de una reaccion de hidrdlisis, quimica o enzimatica, puede
resultar en un proceso complicado, costoso y de bajos rendimientos. Nuevamente la
complejidad de la matriz sera el factor determinante para lograr una buena
purificacion del reactivo de interés. Las técnicas para lograrlo no son nuevas, sin
embargo, se pueden modificar segun las caracteristicas de la muestra y el proceso,
la biotecnologia por ejemplo es una de las areas que ha comenzado a destacar en
la purificacion ya que esta busca generar procesos mas relacionados con la quimica
verde los cuales tengan un menor efecto en el medio ambiente procurando a su vez
procesos mas sostenibles. A continuacion, en la tabla 2, se exponen algunas de las

técnicas mas practicas y con mejores eficiencias (Olszewska et al., 2019).

Tabla 2. Técnicas para el aislamiento y purificacion del acido lactico.

Técnica

Precipitacion

Destilacion

Extraccién
solventes

con

Descripcién

La precipitacion, proceso de separacion
convencional, es una opcion viable para la
purificacion de acido lactico. Se logra
adicionando en exceso hidréxido o
carbonato de calcio al medio para obtener la
sal de calcio o lactato de calcio al cual se le
agrega acido sulfarico precipitando sulfato
de calcio para filtrar la solucion y recuperar
acido lactico libre y puro.

Se utiliza para moléculas que tienden a ser
inestables térmicamente, como lo es el
acido lactico. Es necesario el uso de
rotavapores que permitan modificar el flujo
de alimentacion, la agitacion, la temperatura
del condensador y del evaporador para
favorecer el porcentaje de recuperacion.
Otra opcion puede ser la separacién en
columna de destilacion fraccionada, sin
embargo, la complejidad de la muestra
podria crear dificultades para separar las
fracciones.

Proceso conocido también como extraccion
liquido-liquido. Es un método en el que uno
0 mas solutos son removidos de una mezcla
liquida, la que muestra una diferencia en la
solubilidad al adicionar un solvente.

Referencia

Din et al., 2021

Komesu et al.,

2014

Komesu et al.,

2017
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Proceso
membranas

Microfiltracion

Ultrafiltracion

de

Algunos factores para considerar podrian
ser la facil separacion de las fases al afiadir
el solvente, la selectividad del solvente y la
seleccion del solvente. Solventes como el
éter etilico, acetato de etilo, hexano, alcohol
isoamilico y furfural presentan una alta
afinidad al acido lactico.

Consiste en la transferencia de solutos a Phanthumchida

través de una barrera fisica permeable que
separa dos fases, restringiendo el paso de
componentes de una fase a otra. Estas
membranas pueden ser de diversos
materiales, homogéneos o heterogéneos,
simétricos o asimeétricos, soélidos o liquidos,
con carga o neutros. Se debe identificar si el
transporte de moléculas se genera por
fendmenos de conveccién o difusion y si
puede ser provocado por diferenciales en
los campos eléctricos, por diferencias en
concentracion, presion o temperatura.

Se utiliza una membrana porosa para la Luetal., 2012

separacion de particulas con un diametro de
0.1 a 10 mm. Resulta una tecnologia
eficiente para la separacion de coloides,
emulsiones, suspensiones y
microorganismos con presiones entre 0.5 y
3 bar. Sin embargo, para el acido lactico se
tienen que hacer algunas adaptaciones
como utilizar una membrana de ceramica, la
cual resulta mas tolerante a las condiciones
de extraccion como temperatura, presion y
al &cido

Las membranas de este tipo de técnica se
clasifican segun el peso de las moléculas
gue se desean separar en un rango de 1,000
Da hasta los 10,000 Da. La composicién de
las membranas es anisotropica ya que los
poros en la membrana varian de tamafio.
También, hay que considerar las
interacciones electrostaticas entre la matriz
y la membrana a ciertos pH. Esta técnica
suele emplearse para la separacion de

etal., 2018

Li et al., 2006
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Nanofiltracion

Electrodialisis

Cromatografia
de intercambio
iénico

biomoléculas como proteinas, polisacaridos,
polimeros entre otros.

La membrana es semipermeable y la
separacion se ve reflejada por el peso de las
moléculas entre 200 Da a 1,000 Da
contando con un tamafio de poro de
aproximado de 1.5 nm a 2.5 nm. Al ser
membranas muy densas se requiere el uso
de presiones elevadas que van de los 3 alos
20 bar. Es importante tener en cuenta los
efectos en las cargas entre la membrana y
la solucion a filtrar

Utiliza membranas de intercambio cationico
y anibnico. Dichas membranas se
reorganizan alternativamente entre el anodo
y el catodo por la aplicacién de un potencial
eléctrico entre los electrodos, en donde los
cationes migran al catodo y los aniones al
anodo.

La separacion se da por el intercambio
ibnico entre las moléculas debido a las
propiedades de carga eléctrica y presenta
dos fases, la fase estacionaria o0
intercambiador i6nico, que puede variar en
términos de fuerza, y la mévil. Se deben
considerar el flujo y el volumen de muestra
asi, como sus propiedades. En este tipo de
cromatografia se da una competencia entre
moléculas que difieren en su carga
superficial por grupos con carga opuesta,
sobre un absorbente de intercambio iénico.
Las interacciones hidrofébicas reversibles
entre los solutos son controladas para
favorecer la union o elusién de moléculas

3.13. Usos del acido lactico
El acido lactico y sus derivados se aplican en las siguientes industrias:

Dey et al., 2012

Datta y Henry,

2006

Mayolo et al.,

2012

e Industria de alimentos: se utiliza como acidulante y conservador.

e Produccién animal: alimento.
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« Industria quimica: agente solubilizador y como control de pH.

o Industria farmacéutica: formacién de sales de hierro y calcio para la
produccion de diversos medicamentos.

« Industria de los plasticos: se utiliza como un precursor del poli(acido lactico).
« Industria textil: agente auxiliar en el tefiido e impresion.

3.14. Poli(acido lactico)

El poli(acido lactico) o PLA es miembro de la familia de los poliésteres alifaticos,
conformada por &cidos a-hidroxilos, donde se incluyen el &cido poliglicélico y el acido
polimandélico, considerados biodegradables y compostables (Hujanem y Linko,
1996).

El PLA es un termoplastico con gran fuerza y conformado por grandes maédulos,
sintetizado a partir de materiales renovables convirtiéndolo en un polimero de gran
relevancia en el tema de preservacidon ambiental, marcando la diferencia de los
polimeros con origenes en el petréleo. Es utilizado en la industria del empaque y
embalaje, y se considera como “generalmente reconocido como seguro” 0 por sus
siglas en inglés como GRAS. Cuenta con diversas aplicaciones en contacto con los
alimentos, ademas, de mostrar propiedades de biocompatibilidad y absorcién en el
area medica, siendo utilizado para protesis, implantes e incluso la restauracion de
tejidos dafiados (Zhang et al., 2020).

El PLA tiene una baja solubilidad en una amplia gama de disolventes liquidos, como
el agua, el alcohol y la parafina, por lo que puede ser empleado de manera segura
en el envasado de alimentos sin causar efectos adversos para la salud. En contraste,
se disuelve en cloroformo, cloruro de metilo, dioxano, acetonitrilo, tricloroetano y
acido dicloroacético, ademas, de tolueno, acetona, etilbenceno y tetrahidrofurano
(THF) (Rahman y Bhoi, 2021).

Es uno de los pocos polimeros cuya estructura puede ser modificada dependiendo
de la mezcla estereoquimica con la que cuente, ya que este polimero puede tener
dos isdmeros, el L y el D. Dependiendo del porcentaje que se cuente de cada uno
sus propiedades se iran modificando, disminuyendo su cristalinidad, su fuerza,
resistencia y la termoestabilidad con la que cuente. Sin embargo, a nivel industrial
se ha encontrado que sus mejores propiedades se obtienen cuando se cuenta con
los dos isdbmeros presentes en la estructura, siendo el isémero L el que se encuentra
en un mayor porcentaje que el isomero D (Garlotta, 2001). Esto influye directamente
en el grado de cristalinidad que tiene el polimero de la que depende su maxima
temperatura de utilidad del polimero y su tiempo de degradacion, pues el PLA
cristalino tiende a ser mas resistente (Castillo, 2015). Su vida media en el ambiente
esta entre 6 y 24 meses, dependiendo de factores como tamafio y la forma del objeto,
la relacién de los isbmeros y la temperatura (Farah et al., 2016).
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El éxito del PLA radica también en su versatilidad, ya que las propiedades del
material se pueden modificar de varias maneras. Se puede ajustar mediante la
adicion de plastificantes adecuados para mejorar su procesabilidad y flexibilidad.
También puede ser mezclado con otros polimeros, biodegradables o no, como el
polietileno, polipropileno, quitosano, poliestireno, tereftalato de polietileno y
policarbonatos mediante la fabricacion de materiales compuestos por la adicién de
nanotubos de carbono, nanoparticulas ceramicas, fibras naturales y celulosa. A
continuacién, se muestra una tabla con las ventajas y desventajas que se han

recopilado del uso de PLA.
Tabla 3. Ventajas y desventajas del uso de PLA.

Ventajas

Biocompatibilidad: su principal producto
de degradacion es el acido lactico, un
compuesto que no es téxico y que es
metabolizado por el propio organismo.

Procesabilidad: el PLA tiene una mejor

procesabilidad térmica que otros
biopolimeros. Se puede procesar
mediante moldeo por inyeccion,

extrusion de pelicula, moldeo por
soplado, termoformado, hilado de fibras
y formacién de peliculas.

Ahorro de energia: la formacion del
polimero requiere entre un 25 a un 55%
menos de energia que los polimeros
derivados del petroleo.

Respeto al medio ambiente: el PLA se
puede producir a partir de fuentes
renovables como el maiz, trigo, arroz,
es Dbiodegradable, reciclable vy
compostable lo que lo vuelve un
excelente candidato para participar en
procesos de economia circular.

Fuente: Campafia et al., 2022

Desventajas

Tasa de degradacion lenta: el PLA puede
llegar a degradarse de manera natural a
través de la hidrdlisis. Sin embargo,
depende de muchos factores como son
la cristalinidad y el peso molecular.

Hidrofobicidad: el PLA es un material
relativamente hidréfobo, que tiene
aproximadamente un angulo de contacto
de 80°, lo que hace que tenga una baja
afinidad celular y provoca una respuesta
inflamatoria al entrar en contacto directo
con fluidos bioldgicos.

Falta de grupos reactivos en la cadena
lateral: el PLA es quimicamente inerte, lo
gue hace que su funcionalizacion de la
superficie y la modificacion en masa se
convierta en tareas desafiantes.

Baja tenacidad: llega a ser un material
muy fragil por lo que sus aplicaciones
necesitan considerar que no se necesite
una deformacion plastica a niveles
elevados de tension.
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3.14.1. Aplicaciones del poli(acido lactico)

El polimero tiene una amplia aplicacion en diversas areas. Presenta una muy buena
biocompatibilidad, debido a que su producto intermedio es el acido lactico este puede
ser metabolizado por el cuerpo humano y no resulta toxico por lo cual se ha
empleado en la liberaciéon de farmacos. Otro campo de la biomedicina es la
ingenieria de tejidos, pues este producto resulta también hemocompatible (Li, 2020).

En los ultimos afios, con la finalidad de reducir el volumen de los utensilios de un
solo uso en los servicios de alimentos se han producido un sin nimero de
desechables degradables como son las tazas, platos, cubiertos y el uso en
embalajes multicapa de rendimiento para productos lacteos perecederos en forma
de revestimientos laminados (Flores, 2020).

« Industria de alimentos: La F.D.A concluy6 que es una sustancia GRAS y que
no hay migracion de sus componentes al alimento, por lo que puede ser
utilizado como material de empaque. Se puede utilizar puro o en mezcla con
otros polimeros como la policaprolactona (PLC). En los empaques podemos
encontrar que el polimero se encuentra en una proporcion de 90-95% del
isobmero L mientras que el isomero D se encuentra entre el 5-10%. La
diferencia en el porcentaje repercute directamente en las propiedades fisicas
del material (Pawar y Purwar, 2013).

e Industria automotriz: fabricacion de piezas para lograr la reduccion del peso
del vehiculo, mejorando los rendimientos del combustible.

« Industria textil: resulta un material eficiente para la lucha contra el denominado
“fast fashion”, pues se han desarrollado fibras para los tejidos, los cuales
cuentan con una mejor biodegradabilidad.

o Agricultura: Proteccion de suelos con el fin de mantener la humedad, esto a
partir de lonas de recubrimiento.

« Industria médica: material innovador para suturacion reabsorbible, material de
cirugia ortopédica como implantes, tornillos, broches, placas y grapas, en la
cirugia reconstructiva craneofacial maxilofacial como tejidos 0seos vy tejidos
blandos, investigaciones recientes lo han utilizado para la creacién de
matrices de regeneracion de tejidos de manera guiada como en piel,
cartilagos, huesos, entre otros (Argaez, 2016).

« Industria farmacéutica: su facil absorcion por parte del organismo ha llevado
a ser utilizado para microencapsular y nanoencapsulado medicamentos de
liberacion lenta como la insulina, el taxol en los tratamientos de cancer,
antiinflamatorios entre otros medicamentos.

27



3.14.2. Obtencion del poli(acido lactico)

Las reacciones entre los grupos hidroxilo y los &cidos carboxilicos, presentes en el
acido lactico permiten la formacion del polimero de PLA. Inkinen (2011), reporta
tres métodos para la sintesis de PLA de alto peso molecular.

e Condensacion directa en masa.
e Condensacién por deshidratacién azeotropica.
« Polimerizacion mediante apertura de anillo.

3.14.2.1. Obtencion de PLA por condensacion directa en masa

Se remueve el agua libre para evitar la formacion de algunos oligémeros lineales.
Se emplean catalizadores (como acidos fuertes 0 compuestos organometalicos), y
se logra la obtencion de oligémeros (Espezua y Ponce, 2014). A continuacion, se
lleva a cabo el proceso de polimerizacion en estado fundido para la obtencion de
elevados pesos moleculares. Aqui se debe vigilar el nivel de agua y se obtiene una
mezcla con una alta viscosidad por lo que es necesario emplear reactores que
suministren una fuerte agitacién para tener una buena homogeneizacion y, ademas,
renovar la capa limite que permita la facil difusion de agua. En esta parte del proceso
se recomienda usar vacio en presencia de atmésferas inertes. Se obtienen
polimeros con pesos moleculares menores a 100,000 g/ mol. Técnicas diferentes
permiten incrementar estos tamafios, como la polimerizacion en estado solido
(Espezuia y Ponce, 2014). Para ello, se cristaliza el polimero y con una mezcla de
catalizadores y control de temperatura se alcanzan los tamafos deseados.

3.14.2.2. Obtencion de PLA por condensacion por deshidratacion
azeotropica

El proceso sigue las mismas condiciones que las descritas en el punto anterior pero
no ocurre la formacién de la mezcla con alta viscosidad, ya que el proceso ocurre en
una disolucion. El solvente formard un azedétropo con el agua y ambos se retiraran
por destilacion. Al finalizar se debera agregar un agente secante para retirar el agua
del solvente. Este proceso permite obtener PLA de alto peso molecular a un costo
de produccioén elevado (Hwang et al. 2012).

3.14.2.3. Obtencion de PIA por polimerizacion por apertura de anillo

A nivel industrial es el proceso mas utilizado en la produccion de PLA, se lleva a
cabo en tres etapas: policondensacion, catalizada o no, para la obtencién de PLA
de muy bajo peso molecular en el orden de 2,500 g/mol. Despolimerizacién del PLA
obtenido en la primera etapa para la formacion de la lactida tras calentar a
temperaturas que van de 130-230 °C y a una disminucion de presion en presencia
de 0.05-1% en peso de polvo de estafio. La lactida, dimero deshidratado ciclico del
AL, se purificara por destilacién o recristalizacion con solventes como el acetato de
etilo o el tolueno que posteriormente se eliminaran por secado en vacio (Drumright,
2000). A partir de la lactida, por un proceso de polimerizacién en masa en estado
fundido, se obtiene el PLA, con catalizadores alcdxidos metalicos como el estafio o
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el aluminio. Este tipo de polimerizacién destaca sobre las otras debido a que permite
la obtencidn de diversas microestructuras.

3.14.3. Propiedades del poli(acido lactico)

Debido a la naturaleza quiral del &cido lactico el poli(acido lactico) presenta diversas
formas. EI PLLA y PDLA son polimeros cristalinos debido a la pureza enantiomérica
de los mondmeros y a su estereorregularidad. Cuentan con las mismas propiedades
y su temperatura de transicion vitrea (Tg), que ronda entre los 50-70 °C, mientras
gue la temperatura de fusion (Tm) se encuentra en los 170-190 °C (Auras, 2010). La
Tg del PLA se estudia con técnicas como la calorimetria adiabatica diferencial, la
calorimetria de barrido (DSC) o DSC con temperatura-modulada (TMDSC). La
temperatura de transicion vitrea determina muchos factores importantes en el
polimero, tales como el envejecimiento fisico, la cristalinidad, la morfologia y las
Impurezas.

Sin embargo, en el PLA comercial se encuentra conformado por una mezcla de la
polimerizacién de los enantiomeros del acido lactico L y D, dando como resultado el
poli-L-(acido lactico) (PLLA) y el poli-D-(4cido lactico) (PDLA). Los polimeros
derivados de estos isomeros resultan en un material semicristalino. Cuando
contamos con un PLA con mas del 90% de PLLA tiende a ser mas cristalino, mientras
gue en porcentajes inferiores se tiene un polimero con una menor cristalinidad
aumentando las regiones amorfas.

Cuenta con propiedades mecéanicas muy similares al PET, sin embargo, presenta
una baja elongacion. En la siguiente tabla se muestran algunos valores reportados
de sus propiedades:

Tabla 4. Propiedades mecanicas del poli(acido lactico).

Minimo  Méaximo Unidades

Resistencia a flexion 0.89 1.03 MPa
Resistencia al impacto 0.16 1.35 J/icm
Elongacion 15 380 %
Resistencia a la traccion 10 60 MPa
Mdédulo de Young 350 2800 MPa

Fuente: Perego y Domenico, 2010

29



La estereoquimica también tiene un impacto relevante en las propiedades del
material, el PLLA es un polimero semicristalino, mientras que el PDLLA es un
polimero amorfo con un punto de fusion variable, ademas, la tasa de degradacion
del PLLA es significativamente mas lenta que la del PDLLA, debido a que la primera
presenta mayores regiones cristalinas.

3.14.4. Degradacion de poli(acido lactico)

El PLA puede degradarse en el ambiente con el paso del tiempo, proceso en el que
se deben conjuntar distintos factores para lograr su completa reintegracion al ciclo
del carbono. En muchas ocasiones no sucede y se propicia la acumulacion y la
formacién de microplasticos, los cuales han comenzado a representar un problema
grave (Luo et al., 2019). Por esa razdon se han estudiado distintos procesos que
influyen en la degradacion del PLA y se trataran en la siguiente tabla:

Tabla 5. Diferentes procesos de degradacion de poli(acido lactico).

Proceso Descripcién Referencia

Hidrolisis La degradaciéon del PLA en agua puede Moreno,
describirse como una escision de cadena no 2020.
enzimatica provocando la disminucion del
peso molecular. La hidrélisis de PLA se
produce preferentemente en regiones
amorfas, lo que conduce a un aumento de la
cristalinidad del polimero. Es una reaccién
auto catalizada, ya que los grupos terminales
de acido carboxilico del PLA y sus oligdmeros
pueden catalizar la ruptura de los enlaces
éster sufriendo un fendmeno de sustitucion
nucleofilica. Esta influenciada por la
temperatura, el pH y la capacidad de
sustancias acidas y basicas (NaOH) de
adentrarse entre los poros del polimero.

Degradacion El PLA cuenta con una limitada estabilidad Van Krevelen
térmica térmica, especialmente a temperaturas y Te
superiores a los 190 °C. Esto se debe a que Nijenhuis,
sus enlaces éster son térmicamente 2009.
inestables, por lo que se reduce su peso
molecular e influye en su cristalinidad,
variando segun las propiedades del polimero.
Esta reacciébn se produce en presencia de
oxigeno por lo que se conoce como termo-
oxidativa
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Fotodegradacién La radiacion solar es la principal causa natural

Degradacion
microbiana

Biocatalisis

Alcohodlisis

de degradacibn en los  polimeros,
principalmente  provocada por la luz
ultravioleta. En el PLA, la fotodegradaciéon se
produce en los enlaces C=0 por lo que una
exposicion prolongada provoca la alteracion.
Los nuevos productos han optado por agregar
aditivos oxo degradables como el D2W el cual
acelera la ruptura de los polimeros, sin
embargo, crea Unicamente la disminucion en
el tamafio de particula, convirtiéendose en una
fuente importante de microplasticos.

Una combinacion de humedad relativa y la luz
ultravioleta puede acelerar la pérdida de peso
molecular, la disminucion de la Tg, la
disminuciéon en el % de elongacion y la
disminucion en la cristalinidad

La degradacién de polimeros en un entorno
natural como el suelo es un proceso que
combina la degradacion fisicoquimica vy
microbiolégica. Se ha reportado que uno de
los factores cruciales en el deterioro
microbiano de PLA es la temperatura.
Conocida como degradacién bibdtica o
biodegradacion, ocurre de manera natural por
accién de microorganismos como bacterias,
hongos o algas, por lo que los productos de
degradacion son la generacion de dioxido de
carbono, metano y agua. La presencia o no de
oxigeno definird los productos de las
reacciones.

Esta se perfila como una herramienta cada vez
mas atractiva para la hidrélisis de la superficie
y la funcionalizacion de polimeros sintéticos.
La degradaciéon enzimatica de los polimeros
por hidrélisis es un proceso de dos pasos:
primero, la enzima se une al sustrato para
posteriormente  realizar una  escision
hidrolitica, en el caso del PLA en el enlace
éster del polimero.

En este proceso ademas de la hidrolisis del
polimero  ocurre una  reaccibn  de
transesterificacion entre el alcohol

Sakai y
Tsutsumi,
2010.

Nampoothiri
et al., 2010.

Calabia et al.,
2010

Ilwata et al.,
2010.

Jiaetal. 2016
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(principalmente etanol y metanol) y el plastico
a temperaturas entre 180-280 °C y altas
presiones. La reaccion se cataliza por un
compuesto organometdlico o un acido fuerte.
Obteniendo compuestos como el lactato de
etilo o lactato de metilo

El producto de la degradacion del poli(acido lactico) es su unidad monomérica, el
acido lactico. Convirtiendo el proceso en una excelente plataforma que se puede
transformar en una variedad de otras materias primas valiosas. Como ejemplo se

presenta el siguiente esquema (figura 2), el cual propone una serie de reacciones a

las que se comercial. En los siguientes parrafos se analizaran los procesos de
degradacion hidrolitica y la biocatalisis a profundidad ya que fueron los que se
utilizaron en el desarrollo de esta investigacion.

n

HO/\l/OH

Propilenglicol

Hidrolisis

e ———T

Reduccidn

HO)-K(OH

PLA

Acido lactico

uoI2EpIXO

O

HO .

Lactida

Acido pirtvico

Figura 2. Poli(acido lactico) como plataforma de obtencion de nuevos productos (McKeown y

Jones, 2020).
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3.14.5. Mecanismo de reaccion de la degradacion hidrolitica del
poli(acido lactico)

Como se presentd en la tabla 2, la hidrdlisis como uno de los procesos de
degradacion de PLA mas utilizados y para el caso de este polimero se sigue el
principio de una reaccioén de hidrolisis para ésteres, a continuacion, se presenta un
esquema (figura 3) el cual ofrece una idea de cémo se da esta hidrélisis, ademas,
en las lineas siguientes se detallara el mecanismo dependiendo si la hidrdlisis se da
en condiciones acidas o basicas (Tsuji, 2010).

. Oligdémeros de bajo peso molecular
Poliimero de allo peso molecular

0] 4 © Erzimas
M9 Y Y

CHy * CO; 4 H0

Figura 3. Reaccion tipica de hidrdlisis del poli(acido lactico) (Ohkita y Lee, 2006).

La escision de la cadena durante la hidrdlisis acida libera grupos acido H +. El acido
gueda retenido en el material o en el medio de reaccion, lo que resulta en una
disminucion en el pH y una aceleracion en la velocidad de reaccion. Durante la
hidrolisis se producen diferentes fendmenos de difusion y transporte de agua, iones
y productos de degradacion como se describe a continuacion:

1. En primer lugar, se presenta la reaccidén acido-base en este caso, el agua se
convertira en el ion hidronio por acciéon del medio acido actuando como un acido
mientras que el oxigeno del grupo carbonilo sera la base por lo que se protonara.
El'ion hidronio neutralizara su carga y sera liberado como una molécula de agua.

2. El intermediario de la reaccién con el oxigeno protonado recibird un ataque
nucleofilico en el carbono del carbonilo, el cual cuanta con una carga parcial
positiva, volviéndolo susceptible al ataque de los electrones del agua con ello
se formara un enlace entre el oxigeno del agua y el carbono antes mencionado,
el oxigeno se mantendra protonado volviéndolo inestable.

3. Como el carbono no puede formar mas de cuatro enlaces, los electrones pi del
doble enlace carbono-oxigeno se deslocalizaran para neutralizar la carga del
oxigeno, en esta estructura se mantiene un oxigeno protonado.

4. Al tratarse de un oxigeno protonado se comportara como un acido para dar pie
a una reaccion acido-base con una nueva molécula de agua, la cual tomara un
hidrogeno regresando el equilibrio de carga a la molécula principal y formando
un nuevo ion hidronio.

5. Este nuevo ion hidronio volvera a reaccionar con la molécula en una reaccion
acido-base, en la que el oxigeno mas basico tomara un hidrégeno del ion
hidronio, adquiriendo una carga positiva.

6. Se dara el movimiento de los electrones para estabilizar las cargas en la
molécula por lo que un par de electrones libres de los oxigenos no protonados
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formaran un doble enlace con el carbono, nuevamente como el carbono no
puede tener mas de cuatro enlaces se dara la ruptura del enlace con el oxigeno
protonado, de esta manera se conseguira la fragmentacion de la cadena
principal, formandose el mondmero de acido lactico u oligbmeros que
continuaran en la reaccion hasta romper todos los enlaces y quedé unicamente
el monémero.

7. La otra parte de la molécula que formd el doble enlace con el carbono se
mantendra protonada por lo que actuara como un acido y en una reaccion acido-
base con el agua se formara nuevamente un ion hidronio el cual comenzara una
nueva reaccion de hidrélisis en las cadenas del polimero o en sus oligdmeros
es por eso por lo que se dice que se trata de una reaccion auto catalizada.

Por su parte la hidrélisis basica presenta un mecanismo ligeramente diferente,
analizando las estructuras de la reaccion encontramos que el hidroxido de sodio es
una sustancia idnica que en un medio acuoso se encuentra disociada. Por su lado,
el respectivo éster de la cadena del poli(acido lactico) tiene el carbono del carbonilo
con una carga parcial positiva siendo susceptible a una sustitucién nucleofilica como
se describe en los siguientes pasos:

1. El nucledfilo “-OH del hidréxido de sodio ataca el carbono con carga parcial
positiva que se trata del carbono del grupo carbonilo formando un enlace con
este carbono, el oxigeno con doble enlace con el carbono del carbonilo libera
un par de electrones pi adquiriendo una carga formal negativa y formando un
intermediario tetraédrico.

2. El sodio creara interaccion ionica con el oxigeno con carga formal negativa,
pero se mantendran disociados en la solucién acuosa.

3. Dos electrones del oxigeno con carga formal negativa formaran nuevamente
el doble enlace con el carbono, rompiéndose el enlace del oxigeno que
contiene la cadena de carbonos al ser un mejor grupo saliente. Resultando
un acido carboxilico (acido lactico) y un alcohol terminal el cual sera un
extremo de la cadena del poli(acido lactico) o en su caso de los oligdmeros.

3.15. Enzimas

Las enzimas son polimeros biolégicos que tienen por funcion catalizar las reacciones
guimicas que ocurren en los seres vivos. Aunque la funcidén catalitica se ha
encontrado en algunos acidos nucleicos, la mayor parte la llevan a cabo proteinas,
las cuales son macromoléculas complejas fisica y funcionalmente, ya que su funcion
depende de mantener su estructura por lo que se debe tener especial cuidado en las
condiciones en las que se encuentran. Son fundamentales para la desintegracion de
nutrientes a fin de que proporcionen energia o para obtener productos de interés en
otras reacciones. Las enzimas catalizan uno o mas compuestos conocidos como
sustratos hacia uno o mas compuestos aumentando los indices de la reaccion por
factores de al menos 108. Es importante mencionar que las enzimas no se alteran ni
se consumen en su participacion en la reaccion, tienden a ser catalizadores
altamente selectivos y son especificas tanto para el tipo de reaccion catalizada como
para un sustrato Unico o un grupo reducido de sustratos que se encuentran
estrechamente relacionados (DiTullio, 2022). Suelen ser estereoespecificas y tener
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varios puntos de contacto con sus sustratos e incluso tienen la capacidad de
convertir sustratos no quirales en productos quirales (Ronner, 2019).

3.15.1. Clasificacion de las enzimas

Las enzimas se clasifican por el tipo de reaccion en el que intervienen y la gran
mayoria de las enzimas en su nombre describen el tipo de reaccién catalizada
haciendo uso del sufijo -asa. El ejemplo mas comun se puede tratar de las enzimas
deshidrogenasas las cuales eliminan atomos de hidrégeno. Sin embargo, para evitar
ambigledades la International Union of Biochemists (IUB) publicé un sistema de
nomenclatura de enzimas en la cual cada una de las enzimas tiene un nombre y
namero de cddigo singular que identifican el tipo de reaccion catalizada y los
sustratos comprendidos, por lo tanto, la clasificacion queda de la siguiente manera:
Oxidorreductoras: catalizan oxidaciones y reducciones (Rodwell et al. 2023).

o Transferasas: catalizan la transferencia de porciones, como grupos glucosilo,
metilo o fosforilo.

« Hidrolasas: catalizan la division hidrolitica de C-C, C-O, C-N y otros enlaces
covalentes.

o Liasas: catalizan la division de C-C, C-O, C-N y otros enlaces covalentes
mediante la eliminacién de atomos, dejando dobles enlaces.

e Isomerasas: catalizan cambios geométricos o estructurales dentro de una
molécula.

o Ligasas: catalizan la union de dos moléculas en reacciones acopladas a la
hidrdlisis de ATP.

« Translocasas: ayudan a mover moléculas o iones a través de una membrana
celular,

3.15.2. Catalisis enzimatica

A principios del siglo XX se descubrio que las enzimas en presencia de su sustrato
adquirian una mayor estabilidad volviéndolas mas resistentes a altas temperaturas.
Fue entonces que el cientifico Emil Fischer propuso que las enzimas formaban un
complejo de enzima-sustrato, y se propuso la analogia llave-cerradura, en la que la
cerradura que esta formada por una hendidura o bolsa en la superficie de la proteina
gue forma parte de una regién muy importante nombrada, sitio activo, que es la
region donde el sustrato interactla con la enzima, y se logra la alineacion 6ptima
con los cofactores, grupos prostéticos y cadenas laterales de aminoacidos que se
encargan de llevar a cabo la reaccioén catalitica (Plou, 2016).

3.15.3. Cutinasas

Las cutinasas son enzimas que se clasifican como hidrolasas de ésteres de acidos
carboxilicos o también conocidas como carboxilesterasas. Tienen como sustrato
principal la cutina, poliésterlipidico de la cuticula de las plantas, que es la capa
superior de las hojas y funciona como una capa protectora contra agentes externos
(Carvalho et al., 1999). Las cutinasas pueden degradar poliésteres, como el PLA,
porque es un elemento comun entre los dos tipos de moléculas (Casalini et al.,
2020).
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Diversos hongos y bacterias fitopatdgenos o saprofitos producen cutinasas para
invadir los tejidos de los que obtendran nutrientes. Entre ellos se encuentra el
organismo que se maneja en el presente trabajo: Aspergillus nidulans. Se trata de
un hongo ascomiceto que produce esporas sexuales y asexuales, perteneciente a la
clase Eurotiomycetes y al orden Eurotiales. Tiene un crecimiento rapido en medio
sélido o liquido dependiendo de las caracteristicas de cultivo (Rittenour et al., 2009).
Es uno de los microorganismos que ha tomado gran importancia en la genética de
los eucariotes y con él se han llevado a cabo trabajos que implican grandes avances
en el desarrollo sexual y asexual de hongos, regulaciones metabdlicas, control del
ciclo celular, reparacion del ADN entre otros (Galagan et al., 2005). No es un
microorganismo utilizado industrialmente y cuenta con un genoma de 30.07 MpB
organizado en 8 cromosomas con 10,560 genes. Cuenta con una gran variedad de
enzimas extracelulares con multiples aplicaciones entre ellas, proteasas, esterasas
y cutinasas (Bermudez, 2019).

Aspergillus nidulans posee cuatro cutinasas para la degradacién de la cutina y la
obtencion de su fuente de carbono. El grupo de trabajo ha reportado, aislado,
clonado, expresado y caracterizado los 4 genes que codifican para dichas cutinasas
conocidas e identificadas como ANCUT1, ANCUT 2, ANCUT 3 y ANCUT 4, de las
cuales tres se han caracterizado de manera eficiente, presentando sus
caracteristicas en la siguiente tabla:

Tabla 6. Caracterizacion de las cutinasas de Aspergillus nidulans.

ANCUT 1 ANCUT 2 ANCUT 3
Gen ANO05309 ANQ07541 ANO07180
Peso 22.9 kDa 33 kDa 29.4 kDa
pH 6ptimo 9 7-9 9
Temperatura 60 °C 40 °C 40 °C
Ooptima
Degradaciéon  de Poliésteres de Poliésteres de Poliésteres de
poliésteres cadena corta cadena corta y larga cadena corta
Disolvente Isopropanol y hexano (30%) Hexano y tolueno

(30%)

Referencia Solis, 2015 Morales, 2015 Llanos, 2018

Fuente: Alvarado, 2023
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La estructura y las dindmicas moleculares estan bien definidas con base en estudios
de cristalografia de rayos X y RMN por lo que se tiene informacion general y clara
de las cutinasas, por ejemplo, se sabe que cuentan con el sitio activo en el extremo
terminal C de la cadena B, la enzima es una estructura comparta de 197 residuos
dispuestos por un nucleo hidrofébico conformado por una lamina central  rodeada
por 5 a-hélices, y un anico residuo de triptéfano situado adyacente a un enlace
disulfuro. El sitio catalitico, ademas, no se encuentra protegido sino preformado a
diferencia de las lipasas el grupo de trabajo muestran que ANCUT 1 cuenta con una
secuencia de seis cisteinas que forman tres puentes disulfuro que le confieren
termoestabilidad a la estructura (Pefia et al. 2024).

Este analisis computacional también ha permitido predecir el mecanismo de
hidrolisis de los poliésteres, Las cutinasas, como lipasas y proteasas, tienen una
triada catalitica formada por histidina, serina y acido aspartico. Su mecanismo de
hidrolisis se basa en que el residuo de Histidina funciona como una base y el oxigeno
de Serina se encarga del ataque nucleofilico al carbonilo del enlace éster del
sustrato, produciendo un intermediario tetraédrico, estabilizado por la presencia de
puentes de hidrégeno que se forman con los residuos de la cavidad oxianionica. La
Histidina continGia actuando como base y provoca la ruptura del enlace éster, causa
la liberacion del alcohol y la formacién de la enzima acilada. Se realiza la hidroélisis
de la enzima acilada, la cual tiene como resultado los productos &cido graso y
enzima libre (Chen et al. 2013).

Figura 4. Modelo de la cutinasa de ANCUT 1 de A. nidulans obtenido por ColabFold.
Se observa en magenta los residuos cataliticos de ANCUT 1 localizados en Ser127
Aspl182 e His195. (Diego, trabajo en revision)

3.16. Expresion de proteinas heterélogas

El uso de proteinas recombinantes se ha incrementado de manera exponencial y
todo esto se debe a que son un mercado muy atractivo que se ve reflejado en los
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bajos costos, la alta productividad y las velocidades de produccion. En principio,
todas las bacterias pueden ser usadas para la produccién de proteinas heterélogas,
pero en muchas especies se desconoce informacion sobre su regulacion y, como
son organismos procariotes, cuentan con sistemas mas sencillos en la produccién
de proteinas, teniendo problemas con la glicosilacién de las mismas. Es por ello que
se han buscado organismos que cumplan con las caracteristicas necesarias para
obtener una buena expresion de la proteina de interés (Terpe, 2006).

Es por ello que se han buscado organismos que cumplan con las caracteristicas
necesarias para obtener una buena expresion de la proteina de interés (Terpe,
2006). Las levaduras tuvieron un comienzo lento en la produccion heterdloga de
proteinas, porque las producciones no resultaban como se esperaba y se trataba
de una inversién mayor en tiempo y medios de cultivo (Romanos, et al. 1992). Sin
embargo, solucionando los problemas que arrastraban este tipo de organismo han
resultado una buena alternativa a los sistemas bacterianos, los cuales en ocasiones
conducen a la sintesis de un mal plegamiento de la proteina provocando la
inactivacion de proteinas agregadas o cuerpos de inclusion (Cregg et al., 2009). Se
ha seleccionado a Komagataella phaffii (Pichia pastoris) como sistema de expresion
ya que se trata de una levadura, eucariota, que, a diferencia de la expresion en
sistemas bacterianos, cuenta con la capacidad de realizar modificaciones
postraduccionales de las proteinas, lo que se ve reflejado en un buen plegamiento,
la formacion de puentes disulfuro los cuales son fundamentales para mantener la
estructura de la proteina haciéndola funcional (Sanchez, 2015).

3.16.1. Sistema de expresion Komagataella phaffii (Pichia pastoris)

La expresion de las proteinas heterd6logas en Komagataella phaffii (P. pastoris)
requiere contar con vectores que posean promotores inducibles y que contengan
marcadores de reconocimiento. Se han desarrollado diferentes sistemas y en este
trabajo se ha seleccionado el sistema de Komagataella phaffii (P. pastoris) X33 con
el vector pPIC-Za. En este, la transcripcién del gene clonado se encuentra bajo el
control del promotor fuerte de la enzima alcohol oxidasa (AOX), necesaria en el
metabolismo de metanol y que se produce cuando las células se encuentran en
presencia de este alcohol haciendo a la levadura capaz de metabolizar metanol
como Unica fuente de carbono.

El promotor AOX1 ha sido el méas utilizado. Komagataella phaffii (P. pastoris) tiene
dos genes para la enzima alcohol oxidasa (AOX1y AOX 2). La actividad de la enzima
alcohol oxidasa es atribuida a la expresion del gen AOX1, ya que este se expresa
en altos niveles y es sensible a la presencia de metanol, mientras que el gen AOX2
es indiferente. Al realizar la induccion con metanol su metabolismo se basa en la
oxidacién a formaldehido por la enzima alcohol oxidasa (AOX), usando oxigeno
molecular, esta reaccién genera peroxido de hidrégeno, para evitar la toxicidad
generada por este ultimo, el metabolismo del metanol ocurre en un organelo celular
especializado, llamado peroxisoma, el cual es el encargado de secuestrar los
productos toxicos alejandose del resto de la célula. La enzima alcohol oxidasa tiene
una baja afinidad por oxigeno molecular y Komagataella phaffii (P. pastoris) genera
grandes cantidades de la enzima (Cereghino y Creeg, 2000).
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3.16.2. Vector de expresion pPICZa

Este vector tiene como marcador el gen que confiere resistencia a zeocina para
seleccion de recombinantes. A el promotor AOX1 se induce con metanol y logra altos
niveles de expresion de la proteina heter6loga, cuenta con una secuencia de
polihistidina (6xHis) para una eficiente deteccion y que facilita la purificacion de la
proteina. Otra de las ventajas es que el vector también cuenta con una sefal de
secrecion, a-factor, que se encarga de dirigir a las proteinas al medio extracelular,
volviendo mucho mas sencilla su recuperacion (Lovera y Torres, 2019).

3.17. Efectos en la degradacion de PLA con diversas enzimas

En la literatura podemos encontrar varios reportes de la degradacion enzimatica del
PLA a partir del uso de otros tipos de enzimas, como pueden ser las lipasas,
esterasas y lacasas. Este grupo presentan un fendmeno de biodeterioro en la
muestra, esto quiere decir que propician cambios en las propiedades fisicas del
material, lo que podria resultar favorecedor como un pretratamiento en la muestra,
sin embargo, no han mostrado evidencia contundente de biodegradacion,
entendiéndose esta como la conversion total de los polimeros en CO2 y H20 y
biomasa por la acciébn de microorganismos y enzimas. Ademas, las lacasas
presentan reacciones incontroladas, lo que limita la recuperacion de los reactivos de
interés, impidiendo el establecimiento de la economia circular (Lee et al., 2014). Por
otro lado, se ha reportado la degradacién de PLA por parte de la proteinasa K, sin
embargo, su obtencion y purificacion llega a ser muy costosa, o que vuelve al
proceso poco viable (Alvarado, 2023).
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4. Antecedentes experimentales del grupo de trabajo

El grupo de trabajo han identificado cuatro cutinasas de Aspergillus nidulans y a la
fecha se han caracterizado tres de ellas, identificadas como ANCUT 1, ANCUT 2y
ANCUT 3. Estas se han clonado para su obtencién de manera heterdloga en el
organismo Komagataella phaffii (Pichia pastoris), con el objetivo de tener una mayor
eficiencia en la produccién enzimatica. Este organismo se ha estudiado ampliamente
en el disefio de procesos biotecnolégicos y ofrece la posibilidad de realizar un
escalamiento a nivel reactor para un mayor rendimiento de la enzima (Castro, 2017).

Las cutinasas pueden realizar la ruptura de enlaces éster presentes en polimeros
como el PET o el PLA. En 2023, Alvarado obtuvo un conjunto de condiciones de
degradacion del poli(acido lactico) que incrementaron de manera importante los
resultados obtenidos previamente utilizando las cutinasas del grupo de trabajo. En
su trabajo Alvarado encontré que los mejores resultados se obtenian al realizar la
degradacion enzimatica con el polimero pulverizado a un tamafio de particula #40,
empleando el 3% de extracto enzimatico con respecto al peso del polimero,
condiciones estéticas, a 40 °C, con un amortiguador de fosfatos 50 mM pH 9, un
volumen de reaccion de 1 mL y en presencia de 10 mg de polimero PLLA. Este
conjunto de condiciones se denominara MEJORES CONDICIONES 1 y servira de
base para tratar de lograr el incremento en la liberacion de &cido lactico con las
enzimas disponibles en el presente trabajo.
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5. Justificacion

Es un hecho que la vida cotidiana depende de los plasticos, pues estos ofrecen
muchos beneficios en diversos sectores de la sociedad. Desde su aparicion han
promovido un modo de vida mas sencillo y dinamico. Casi cualquier pieza,
instrumento o material se pueda fabricar a partir de estos polimeros, ademas, la
velocidad con la que se puede conseguir su manufactura ha representado ganancias
enormes a la industria. Aunado a esto, sus caracteristicas fisicas los han posicionado
como un material primordial en la industria de los empaques y embalajes, volviendo
el transporte y conservacion de materias mucho mas eficiente, sin embargo, su
elevada produccion, consumo aunado a una mala gestién de residuos se han
convertido en un importante foco de contaminacion ambiental a niveles sumamente
preocupantes.

La biotecnologia ha surgido como un baluarte para la remediacion de muchas
problematicas sociales, siendo un area que tiene como objetivo la creacién de
tecnologia sustentable, alineandose asi a la agenda 2030, que propone adaptar
muchos procesos para que estos puedan seguir satisfaciendo nuestras necesidades
sin comprometer la posibilidad de las generaciones futuras de hacerlo. En este
trabajo se hace uso de tres cutinasas recombinantes de Aspergillus nidulans, las
cuales han demostrado tener actividad degradativa sobre poliésteres como el PLA.

La degradacion de poli(acido lactico), un polimero biodegradable, va mas alla de
lograr su reintegracion al ciclo de carbono; busca que su degradacién sea
aprovechada como un andamio para la generaciéon de nuevos reactivos de valor
agregado, y con ello crear la economia circular del material, lo que resultaria en la
disminucion de la huella de carbono y la energia consumida, reduciendo con ello
también la generacion de desechos y de gases de efecto invernadero. Teniendo
como base el trabajo de Alvarado (2023), se busca incrementar la eficiencia del
proceso de degradacion, agregando técnicas de pretratamiento y evaluando nuevas
condiciones de reaccion, buscando con todo ello la reduccién de los tiempos de
reaccion.
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6. Hipoétesis
La aplicacion de pretratamiento y la incorporacion de nuevas condiciones de
reaccion enzimética sobre muestras comerciales de poli(acido lactico) favoreceran
el proceso de degradacion y la obtencién del mondmero de interés, el acido lactico,
para emplearlo como punto de partida en la generacion de materias primas de
interés industrial.
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7. Objetivos

71.

Objetivo general

Mejorar la eficiencia en la reaccion de degradacion enzimatica del poli(acido lactico)
y aprovechar los productos generados de esta reaccién para proponer un proceso
gue se adapte a la economia circular.

7.2,

Objetivos particulares

Probar el desempefio de las cutinasas recombinantes de A. nidulans (ANCUT
1, ANCUT 2 y ANCUT 3) para la hidrdlisis del poli(acido lactico) en productos
derivados de este polimero.

Aplicar pretratamientos de ultrasonido, microondas y sonicacion a las
muestras del poli(acido lactico) para incrementar la eficiencia en la
degradacion del polimero.

Caracterizar los residuos de productos comerciales de poli(acido lactico).
Cuantificar la produccion de poli-L-(acido lactico) y poli-D-(acido lactico)
generado a partir de la reaccion enzimatica.

Identificar los productos generados en la reaccion de degradacion enzimatica
y en la degradacién quimica por hidrdlisis alcalina del poli(acido lactico).
Comparar la eficiencia de los procesos de degradacién quimica y enzimatica.
Obtener un producto de valor agregado, el lactato de etilo, a partir del acido
lactico recuperado en las reacciones de degradacion.
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8. Metodologia

8.1. Produccion de enzimas recombinantes

Las enzimas utilizadas para llevar a cabo la degradacion enzimatica fueron las
cutinasas de A. nidulans, denominadas como ANCUT 1, ANCUT 2 y ANCUT 3,
expresadas en el sistema heter6logo Komagataella phaffii (Pichia pastoris) X33.
Para la reactivacién, induccién y produccién de la enzima se siguio el protocolo
propuesto por Loveray Torres (2019).

8.1.1. Reactivacion de la cepa y obtencion de bancos de trabajo

Se colocaron 25 mL de medio YPD/zeocina (0.01%) en un matraz Erlenmeyer de
250 mL para inocular con 200 uL de la cepa, la cual se encontraba contenida en
medio YPD/glicerol 15% y almacenada a -70°C. Posteriormente se incubd por 24 h
a 29°C con agitacion a 300 rpm.

Para preparar el banco de trabajo el cultivo se coloc6 en un tubo falcon de 50 mL y
se centrifugd por 10 min a 10,034 g y a 4 °C. El sobrenadante se desechd en un
recipiente para su esterilizaciéon y el boton se suspendié en 2 mL de medio
YPD/glicerol 15% y se homogenizo con ayuda del vortex. El resuspendido se dividid
en alicuotas de 200 plL y se coloco en tubos de 0.6 mL estériles que se refrigeraron
por 30 min. Posteriormente se pasaron al congelador a -20 °C por otros 30 min y
finalmente se almacenaron en el ultracongelador a -70 °C.

8.1.2. Induccién y produccion de enzima

Tras las 24 h de reactivacion el cultivo se colocd en un tubo falcon de 50 mL y se
centrifugd por 10 min a 10,034 g y temperatura ambiente. El sobrenadante se
decanto, el boton celular se resuspendio en 2 mL de medio Y; se le determing la DO
a 600nm para inocular un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL de
medio LOTO con glicerol al 1% para obtener una DOsoo con valor de 1. Se incubd
por 24 h, con agitacion a 300 rpm y 29 °C. Posterior el cultivo se coloco en un tubo
falcon de 50 mL y se centrifugd por 10 min a 10,034 g y temperatura ambiente. Se
realiz6 un lavado con 10 mL de medio Y, las células se suspendieron con ayuda de
un vortex y se volvieron a centrifugar con las mismas condiciones. Se desecho el
sobrenadante y el botdn celular se resuspendié en 2 mL de medio para medirle la
DOeoo, Y se inocul6 con la cantidad necesaria para lograr una DOsoo de 1 en 25 mL
de medio LOTO con metanol (el porcentaje de metanol en el medio dependera de
la cutinasa que se requiere producir, para la ANCUT1, 3% de metanol, ANCUT2,
1% de metanol y ANCUTS3, 0.5% de metanol). Se incubé por 48 h a 300 rpm y 29
°C, para finalmente recuperar el extracto enzimatico centrifugando por 15 min a
10,034 g a una temperatura de 4 °C. Se recomienda agregar azida de sodio al
0.015% con la finalidad de evitar la contaminacion.

8.1.3. Concentracion del sobrenadante enzimatico

Una vez centrifugado, se midié el volumen final de la produccién. La concentracion
del extracto crudo se realizd en un sistema de ultrafiltracion Amicon con una
membrana de 10 kDa como limite de corte nominal. Para realizar una concentracion
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mas eficiente la muestra se pas6 nuevamente por una membrana de 10 kDa,
contenida en tubos de 25 mL Amicon tipo centricon.

8.1.4. Determinacion de la concentracion de proteina en microplaca

Para determinar la concentracion de proteina presente en la muestra se utilizo el
método de Bradford (1976) y un espectrofotometro Epoch marca Biotek, a una
absorbancia de 595 nm y acoplado al software Gen 5 1.10. Se empled una curva
patron de albumina sérica bovina con un intervalo de concentracién de 1.6 mg/mL a
10.2 mg/mL.

Se colocaron en la microplaca 160 pL de la muestra en una dilucion que se adaptara
al intervalo de lectura de la curva y se le adicionaron 40 uL del reactivo de Bradford.
Se incluy6 un blanco preparado 160 pL del amortiguador de fosfatos o Tris-HCl y se
le adicionaron 40 L de reactivo de Bradford para tener un volumen final en placa de
200 pL. Las mezclas se homogeneizaron y se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente para posteriormente realizar la medicion en el espectrofotometro.

8.1.5. Cuantificacion de la actividad de esterasa en microplaca

Se cuantificé la actividad esterasa usando como sustrato el p-nitrofenilbutirato (p-
NFB). Se prepar6 una solucion stock de p-NFB 10 mM, en etanol. De esta solucién
se tomaron 1 mL y se afiadieron 9 mL de etanol para obtener un sustrato con una
concentracion de 1 mM. En cada pozo de la microplaca se adicionaron 170 uL de
amortiguador (Tris-HCI) y 10 pL del sobrenadante del medio de cultivo, la reaccién
tiene que ir acomparfiada de un blanco que en este caso fueron 180 pL de Tris-HCI
50 mM pH 9. Al final, antes de comenzar la cuantificacion se adicionaron 20 uL del
stock 1 mM de p-NFB y se siguid la reaccion de hidrélisis a 420 nm por 10 min,
usando el protocolo que se programO en el software Gen 5 1.10 para tomar
mediciones cada minuto.

8.1.6. Determinacidén de presencia de proteina por electroforesis y de
actividad de zimograma

8.1.6.1. Electroforesis

Se prepararon geles de poliacrilamida para electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) de 1 mm de grosor, con un gel concentrador de 4%
de bis-acrilamida y un gel separador al 12% de bis-acrilamida. Se utiliz6 como
detergente dodecilsulfato de sodio (SDS) y como agente reductor 3-mercaptoetanol
siguiendo el proceso puesto por Laemli (1970). Como referencia se utilizé6 un
marcador de peso molecular (de 10 a 180 kDa, Termo Fisher). Los geles se
corrieron en una camara de electroforesis (MiniPreotean Il y IV, Bio Rad)
inicialmente a 80 Volts por 30 min y después se subi6 a 180 Volts, a temperatura
ambiente y con amortiguador de corrida.

8.1.6.2. Zimograma

Este método se utilizo para observar la actividad esterasa de las enzimas, para ello
se realizaron geles de poliacrilamida sin [-mercaptoetanol bajo las mismas
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condiciones descritas en el punto anterior. Para el revelado de la actividad se
prepararon los zimogramas siguiendo la metodologia propuesta por Karpushova et
al., 2005. Una vez que se llevo a cabo la corrida de electroforesis el gel se incub6 en
una solucion de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH=7, con Triton X-100 al 0.5%
durante 30 min, para renaturalizar la enzima. Pasado el tiempo, se cambio la
disolucion y el gel se dejé en una solucidn de a-naftil acetato (solucion A), durante
30 min en agitaciébn a temperatura ambiente. Posteriormente, la solucion A se
removid, se realizaron tres lavados con agua destilada y se le agrego la solucién que
contiene el Fast Red (solucién B) hasta que se observa la tincién de las bandas en
el gel en un color marrén, lo que indica la presencia de actividad enzimatica. Se lavo
con abundante agua destilada para detener la reaccién y se procedio a colocar el
gel con su respectivo marcador de peso molecular para corroborar que las bandas
marcan el peso de nuestras proteinas de interés.

8.2. Preparacion de las muestras

8.2.1. Preparacion de las laminas de PLLA

Se utilizoé la muestra adquirida de Goodfellow, que presenta una temperatura de
transicion vitrea de 55 °C y un porcentaje de cristalinidad de entre 60-70%, la cual
fue tratada previamente por Alvarado (2023) siguiendo la siguiente metodologia. Las
laminas de 300 x 300 mm con un espesor de 0.05 mm se recortaron en cuadros de
aproximadamente 10 x 10 mm y una vez cortados se lavaron 3 veces con metanol y
posteriormente con agua desionizada para dejar que secaron a temperatura
ambiente por una noche antes de su uso.

Los cuadros se colocaron en una licuadora industrial y se trituraron hasta alcanzar
un polvo de tamafio homogéneo que se tamizo para separarlo en diferentes tamafios
de particula. Se seleccion6 como el tamafio de particula como ideal el tamiz #40.

8.2.2. Preparacion de los productos derivados de PLA
Se trataron cuatro tipos de materiales recuperados de material de desecho:

o PLA de envases comerciales.

« PLA de envases de café de la marca Starbucks®.

e PLA proveniente de tapas de café.

o PLA proveniente de filamento para impresién 3D de color rojo.

Los materiales se recortaron a un tamafo aproximado de 10 mm, como cada uno
presenta formas irregulares, se traté de realizarlo de la manera mas homogénea
posible. Una vez recortados se realizaron 3 lavados con metanol y posteriormente
con agua desionizada para dejarlos secar toda la noche. Las muestras se pasaron
a un molino de rotor de tres aspas marca IKA®, modelo Werke, para triturar a una
velocidad de 3000 rpm. El molino cuenta con una lamina tamiz a la salida, por lo que
las muestras se recuperaron con un tamafio homogéneo.
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8.2.3. Preparacion de la muestra de PLLDA

Se adquirié el polimero en mezcla de isbmeros L y D con un peso molecular de
15,000 kDa (Sigma Aldrich), se molié en un mortero hasta obtener un polvo que se
coloco en un recipiente ambar para evitar su contacto directo con la luz y se sello
para evitar su contacto con la humedad ambiental.

8.3. Reaccion de hidrodlisis de PLA con cutinasas recombinantes

La reaccion de hidrolisis enzimatica se realiz6 en tubos eppendorf de 2 mL con
aproximadamente 10 mg de PLA (en todos los tipos de muestra). Se agrego el
volumen necesario del extracto enzimatico para alcanzar 10,000 unidades de
enzima recombinante y completar con el volumen necesario de amortiguador para
completar un volumen total de 1 mL. Para los blancos de reaccién se agreg6
amortiguador con PLA sin extracto enzimatico y extracto enzimatico con
amortiguador sin PLA para evaluar el comportamiento de la enzima. Los viales se
incubaron de acuerdo con las condiciones encontradas previamente (Alvarado,
2023) 40 °C en condiciones estaticas sin ajuste de pH por 7 dias de reaccion.
Ademas, se probaron condiciones con agitacién a 800 rpm y con ajuste de pH cada
dos dias. Se utilizaron amortiguadores de fosfatos de sodio 50 mM, pH=7y Tris-HCI
50 mM, pH=9. Se utilizé NaOH y HCI 1M para el ajuste del pH de las reacciones.

8.4. Cuantificacion de acido lactico producido en la reaccion de
degradacion enzimatica por método colorimétrico

Para la cuantificacion del acido lactico se uso el L-lactate assay kit y el D-lactate
assay kit de Sigma Aldrich (MAK-329). Se utiliz6 la curva de calibracion elaborada
por Alvarado (2023) en el equipo Epoch y el software Gen 5.1 1.10.

Para la cuantificacion, se recomienda preparar una mezcla de reaccion presentada
en la tabla 7. Esta mezcla sera la encargada de reaccionar con las muestras de
interés para generar el viraje en el color para poder medir la concentracion de acido
lactico.

Tabla 7. Mezcla de reaccion utilizada para la determinacion colorimétrica de acido lactico.

Reactivo Para analisis de una muestra (L)
Amortiguador de ensayo 60
Enzima A 1
Enzima B 1
NAD 10
MTT 14
Total 86
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Se transfirieron 20 pL de cada muestra, con su respectiva dilucion para obtener
valores dentro de la curva de calibracion y se agregaron 80 pL de la mezcla de
reaccion. El software se programé para determinar la absorbancia inicial a 565 nm,
se incub6é 20 min a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. Se
determino la absorbancia final también a 565 nm.

8.5. Determinacién de pérdida de peso

Antes de la reaccidn los tubos eppendorf se secaron y se llevaron a peso constante,
se peso, y coloco el polimero en el tubo.

Una vez transcurridos los siete dias de reaccién de degradacion enzimatica, los
restos de polimero se lavaron con aguay, posteriormente, dos veces con etanol para
colocarlos en la estufa de 37 °C por 24 h. Se pasaron a un desecador y se pesaron
en una balanza analitica para el registro del peso. La pérdida de peso en % se
determind por la siguiente ecuacion:

(Peso del material sin degradar — Peso de material degradado)
x

Pérdida de peso (%) = 100

Peso de material sin degredar

8.6. Disero experimental para la evaluacion de condiciones de reaccion

Se evaluaron condiciones de reaccibn comparando los dos amortiguadores, la
cantidad de extracto enzimatico afiadido a la mezcla de reaccion, el pH y su ajuste
asi como las condiciones estéaticas y con agitacion. Por ultimo, se realiz6 la
comparacioén utilizando un método de pretratamiento de sonicacion por 10 min en la
muestra de reaccion.

8.6.1. Evaluacion de la cantidad de extracto enzimatico

Segun lo reportado por Alvarado, 2023, la mejor condicion de reaccion reportada con
respecto al extracto enzimatico fue agregar 3% en peso con respecto al peso del
polimero. Se opto por estandarizar el proceso a 10,000 unidades de enzima por cada
10 mg de PLA y se llevd a cabo una reaccion de 7 dias en condiciones estaticas, a
40 °C, con amortiguador de fosfatos 50 mM a un pH de 7.

8.6.2. Evaluacion del amortiguador en la reaccion

La preparacién de la mezcla de reaccion consiste en agregar el volumen necesario
para cumplir con la demanda de extracto enzimatico concentrado, agregar los 10 mg
de polimeros y completar la mezcla con amortiguador a 1 mL de reaccién. Se decidi6é
evaluar entonces cual de los amortiguadores de pH mostraba mejor eficiencia al
momento de cuantificar la concentracion del monémero producido y la pérdida de
peso generada.
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8.6.3. Evaluacion de la regulacion del pH en la reaccion

Se decidié monitorear el pH de la reaccidén cada 24 h y se buscé ajustarlo siempre
gue hubiera una variacion. Se probaron condiciones de reaccion a pH controlado de
7y de 9, empleando solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH=9.

8.6.4. Evaluacion del efecto de la agitacion comparado con una reaccién
estatica

Las muestras se sometieron a condiciones de reaccion en thermoblock de la marca
Thermolyne® a 40 °C en condiciones estaticas por 7 dias y se compararon con
muestras que se colocaron en un thermoblock de la marca Thermo Scientific® a 40
°C con agitacién a 800 rpm por 7 dias (168 h).

8.6.5. Evaluacién de pretratamientos

Se propusieron tres métodos de pretratamiento de la muestra para mejorar la
eficiencia de la reaccion.

El primero fue un tratamiento de ultrasonido en un sonicador de la marca Qsonica®
con una longitud de onda de 30 kHz con pulsos de 30 segundos y descansos de 30
segundos por 5 min. Se colocaron 100 mg de muestra en 100 mL de agua destilada,
la mezcla se agité hasta lograr que el polimero se sumergiera por completo, ya que
llega a presentar hidrofobicidad. La mezcla se coloc6 en un bafio con hielo, para
mantener una temperatura de 4°C.

El segundo método consistié en la aplicacion de calor por microondas durante 3 min
y posteriormente aplicar ultrasonido en un sonicador de la marca Qsonica® con una
longitud de onda de 30 kHz con pulsos de 30 segundos y descansos de 30 segundos
por 5 min. Se colocaron 100 mg de muestra en 100 mL de agua destilada, la mezcla
se agitdé hasta lograr la completa permeabilidad del polimero, eliminando la
hidrofobicidad presentada por la muestra. Se coloco la muestra en un bafio con hielo
para evitar el sobrecalentamiento y lograr una temperatura de 4 °C.

El tercer pretratamiento se dio una vez preparada la mezcla de reaccion, es decir los
10 mg de polimero, el extracto enzimatico concentrado suficiente para reunir 10,000
unidades de enzima y el amortiguador necesario para completar 1 mL de reaccion,
el pH se ajustd a 7 y se procedio a realizar el tratamiento el cual consiste en colocar
la muestra en un bafio de agua y aplicar ondas de sonicacion en un sonicador de la
marca Cole-Parmer® de 40 kHz por 10 min a temperatura ambiente marca. Una vez
transcurrido el tiempo se prosiguid a colocar la muestra en reaccion a 40 °C.

8.7. Degradacién por método quimico de las muestras de PLA

Se pesaron las muestras de los productos derivados del PLA, en un matraz
Erlenmeyer se colocaron 15 gramos de muestra y 15 gramos de NaOH a los cuales
se agregaron 100 mL de agua con 50 mL de etanol. La reaccién se calenté a 200
°C, con agitacion constante por aproximadamente 2 h, y se detuvo cuando se obtuvo
una solucion traslucida.
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8.8. Recuperacion de los productos de interés por extraccion liquido-
liquido.

La muestra se llevé a temperatura ambiente y se ajusto la solucién a un pH de 3
afiadiendo HCI concentrado para favorecer la precipitacion de sustancias insolubles.
En primera instancia la muestra de reaccion se filtré utilizando papel filtro marca
Whatman con ayuda de un matraz Kitasato y aplicacion de vacio para eliminar las
sustancias precipitadas. Una vez recuperada la muestra se pas6 a un proceso de
centrifugado a 10,034 g por 30 min a 4°C, para eliminar la mayor cantidad de
impurezas suspendidas en la muestra de reaccion. La solucién se saturé con NaCl
con el fin de favorecer la extraccién. La extraccion liquido-liquido se llevé a cabo con
acetato de etilo en una proporcién 1:1, en un embudo de decantacion de 100 mL. La
muestra se fue adicionando en alicuotas y después de una agitacion vigorosa se
recupero la fase organica de la parte superior del embudo. Una vez realizada toda
la extraccion a la fase organica se le agreg6 sulfato de sodio anhidro para retirar el
agua que aun pudiera estar presente y lograr una apariencia traslicida. La fase
organica se decanté en un matraz de bola para llevarlo a un rotavapor, el cual se
opero a una presion de vacio de 80 mBar, agitacion y un bafio de agua a 30 °C y se
recuperod el solvente (acetato de etilo) para quedarnos Unicamente con el producto
de las reacciones de degradacion, provenientes tanto el método enzimatico como el
método quimico.

8.9. Determinacion de acido lactico mediante TLC

Se utilizaron placas de gel de silice de la marca Merck 60 F254 y se recortaron en
medidas de 10 x 20 cm. Como fase movil se utilizé una mezcla de acetona, agua,
cloroformo, etanol e hidréxido de amonio en una proporcion 60:2:6:10:22. La
solucion estandar (acido lactico) se diluyd al 10% con acetato de etilo al igual que
todas las muestras a analizar. A aproximadamente 1 cm de la base de la placa se
coloco la muestra de referencia es separadas por aproximadamente 0.5 cm se
agregaron las muestras recuperadas de las reacciones de degradacion,
dependiendo de la concentracion fue la cantidad de pulsos colocados, para el blanco
fueron necesarios 3 pero para las muestras a analizar se coloc6 un promedio de 10
a 15 pulsos en la placa, dejando secar entre cada uno. El disolvente se dejo viajar a
través de la placa de 6 a 7 cm (alrededor de 10 min) y se retir6 de la cAmara. Se
elabor6 una solucion indicadora con 0.25 gramos de rojo de metilo y 0.25 g de azul
de bromofenol en 100 mL de metanol al 70%. Una vez seca la fase movil se agrego
esta solucion con ayuda de un atomizador hasta cubrir completamente la superficie
de la placa. Una vez lograda una tincion homogénea se pasd a una parrilla de
calentamiento a una temperatura aproximada de 165 °C y se mantuvo hasta revelar
las muestras colocadas. Se procedio a tomar evidencia fotogréfica, ya que con el
paso del tiempo la coloracién se va perdiendo.

8.10. Método de deteccion y cuantificacion por cromatografia de fase
reversa en un sistema HPLC

Se utilizd un equipo de HPLC de la marca Waters. Se utilizaron como fase mévil dos
soluciones: la Solucién A compuesta por Agua: Acetonitrilo en una proporcién 90:10
y la solucion B, de acetonitrilo al 100% se suministré con una bomba dual marca
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Waters 1525 a un flujo de 0.7 mL/min. Al equipo se encuentra integrado un detector
dual UV-VIS 2487 y se trabajé con una longitud de onda de 210 nm, un auto inyector
2707 y una columna C18 Hypersil Gold de Thermo Scientific como fase estacionaria.
El tiempo de corrida fue de 21 min por muestra y se inyectaron 20 pL de la misma.

Se elabord una curva de calibracién del método inyectando siete concentraciones
de estandar de &cido lactico marca Sigma Aldrich: 0.05%, 0.1%, 0.25%, 0.5%, 1%,
2.5% y 5% v/v. Se obtuvieron las areas y se graficaron para obtener la ecuacion de
la recta y el coeficiente de correlacion de los valores obtenidos.

8.11. Reaccion de esterificacion de acido lactico

Se agregaron 20 mL de acido lactico recuperado de las reacciones de degradacion
en un matraz de baldn, al cual se le agrego etanol en una proporcion 1:1 y como
catalizador de la reaccion se afiadieron 2 mL de &cido sulfurico concentrado. La
reaccion se llevé a cabo a una temperatura de 180 °C. Se montd un sistema de
recirculacion para favorecer la formacion del producto (lactato de etilo). A la reaccion
se le dio un tiempo de 5 h y se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se neutralizd y se llevo a destilacion con ayuda del rotavapor para
eliminar el etanol que no reacciond. La muestra, una vez evaporada, se aplicé a una
TLC con lactato de etilo de referencia.

8.12. Cinéticas de reaccion

Una vez establecidas las mejores condiciones de reaccion se llevaron a cabo
cinéticas para conocer el comportamiento de la enzima a lo largo del tiempo. Para
ello se colocaron en reaccion las tres cutinasas ANCUT 1, ANCUT 2 y ANCUT 3 con
las mejores condiciones determinadas en este trabajo. La reaccion se desarrollé por
7 dias segun lo establecido por Alvarado (2023). Se midio la actividad enzimatica al
inicio de la reaccién y, posteriormente, cada 24 h para ver el comportamiento de la
enzima. A su vez se realiz0 la determinacion de la pérdida de peso, también cada
24 h. Se colocaron dos blancos: uno solo contenia amortiguador y polimero para
descartar pérdida de peso e hidrolisis por este medio. El otro consistio en colocar en
el tubo extracto enzimético y amortiguador para observar la evolucion de la enzima
a lo largo del tiempo, pero en ausencia del polimero.

8.13. Resonancia magnética nuclear y espectrometria de IR para la
identificacion del producto de esterificacion

Se envid la muestra obtenida de la esterificacion a la Unidad de Servicios de Apoyo
a la Investigacion y a la Industria (USAII) para realizar las pruebas. En el caso de
RMN se utilizé cloroformo deuterado como disolvente de la muestra para obtener el
espectro de 'H, el cual serd comparado con un espectro de referencia. Para el caso
de la espectrometria de IR se utilizé cloroformo como disolvente para la obtencién
del espectro, de igual manera, este serd comparado con un espectro de referencia
de lactato de etilo.
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8.14. Calorimétrica diferencial de barrido (DSC) para el calculo de la
cristalinidad del polimero

Con apoyo de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria
(USAII) se enviaron las siguientes muestras de polimero para analizar: flamento de
poli(acido lactico), poli(acido lactico) recuperado de envases de la marca
Starbucks®, poli(acido lactico) con pretratamiento de ultrasonido y el pretratamiento
de ultrasonido con microondas, poli(acido lactico) de la marca Goodfellow® antes y
después de la reaccion de degradacion con y sin pretratamiento. Las condiciones a
las que se llevé a cabo el experimento fueron en una atmosfera de nitrégeno con
una rampa de calentamiento de 0 a 200 °C a una velocidad de 10 °C por minuto
para la obtencion de la entalpia de cristalizacion (AHc) y la entalpia de fusion del
polimero (AHm).

Con esos datos se aplicara la siguiente ecuacién para obtener el % de cristalinidad
del polimero:

(AHm B AHC)
—x1

- 00
AH;,

%Cristalinidad =

Donde 4Hm es igual a la entalpia de fusion del polimero, 4Hc la entalpia de
cristalizacion del polimero y AH,, es igual a la entalpia de fusion si el polimero fuera
100% cristalino, valor que para el PLA es de 93.6 J/g.
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9. Resultados y discusion

9.1. Produccion de enzima recombinante

La produccion en Komagataella phaffii (Pichia pastoris) se realizo tras reactivar
la cepa de interés en medio YPD/zeocina 0.01%. Posteriormente se llevé a cabo
la generacion de biomasa en medio LOTO con glicerol al 1% y la expresion de la
enzima se dio en medio LOTO con metanol a distintos porcentajes, dependiendo
de la cutinasa a expresar (ANCUT 1 3%, ANCUT 2 2%, ANCUT 3 0.5%). Todos
los procesos se llevaron a cabo a una temperatura de 29 °C y agitacién de 300
rpm. Las actividades volumétricas (U/mL) de las producciones realizadas, tanto
sin concentrar como concentradas, junto con su factor de concentracion, se
muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Actividad volumétrica de los extractos enzimaticos y su factor de concentracion.

Actividad Actividad
) Factor de Volumeétrica sin Volumétrica
Enzima -,
concentracion concentrar concentrada
(U/mL) (U/mL)
ANCUT 1 1:24 2053.79 128361.86
ANCUT 2 1:31 2741.35 46454.77
ANCUT 3 1:38 663.11 15247.83

Como se puede observar la cutinasa de mayor actividad una vez concentrado el
extracto enzimatico es la ANCUT 1, seguida de la ANCUT 2 y por ultimo la
ANCUT 3, la cual es la cutinasa de menor actividad por lo que resultaria
interesante buscar una nueva optimizacion de su produccién, ya que las
cutinasas son susceptibles a factores fisicos y quimicos locales, donde cambios
en los valores de pH, temperatura, iones entre otros pueden generar impactos en
la produccién enzimatica, ademas se tiene desconocimiento de la estructura real
de las proteinas, pues Unicamente se tiene acercamiento a la estructura por
modelos por homologia como el reportado por Castro (2023), sin embargo, el
tener conocimiento de su estructura podria generar un panorama mas claro de
su comportamiento y de las condiciones a las cuales estas pueden tener un mejor
desempefio pues hasta el momento se ha utilizado un protocolo general de
produccion enzimatica propuesto por Lovera y Torres (2018) para las tres
cutinasas modificando Unicamente la concentracion del inductor por lo que
resultaria interesante realizar modificaciones en otras condiciones como el
tiempo de induccion, la temperatura y el pH por ejemplo Altamar et. al. (2022)
propone un rango de pH de crecimiento de 2 a 8 y el uso de iones metalicos para
favorecer la estabilidad de la proteina y aumentar su actividad enzimatica.
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9.2. Determinacion de la presencia de las cutinasas por electroforesis y
comprobacion de actividad enzimatica por zimograma.
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Figura 5. Perfil de proteinas obtenido por electroforesis (SDS-PAGE) tefiido con azul de Coomasie,
en el primer carril (M) se muestra el marcador de peso BioRad All Blue #161-0373, el segundo carril
muestra la cutinasa ANCUT 1 (A1) en un peso aproximado de 22.9 kDa, el tercero la cutinasa
ANCUT 2 (A2) con un peso de 33 kDa vy por ultimo la cutinasa ANCUT 3 (A3) con un peso de 29.4
kDa.

En la figura 5 se observa la presencia de otras proteinas a distintos pesos
moleculares, pero esto se debe a que el extracto enzimatico no se encuentra
purificado, sin embargo, se identificaron las bandas de interés para las tres
cutinasas en los pesos reportados con anterioridad en el grupo de trabajo, para
ANCUT 1 ~22.9 kDa (Solis, 2015), para ANCUT 2 ~33 kDa (Morales, 2015) y para
ANCUT 3 =29.4 kDa (Llanos, 2018). En la figura 6 se muestra el zimograma de
actividad enzimatica para las tres cutinasas donde se aprecia la intensidad de las
bandas distinta para cada una de las cutinasas a pesar de haberse colocado la
misma cantidad de proteina en cada uno de los pozos, esto se debe a que la
cantidad de cutinasa producida es distinta para cada uno de los extractos como se
especificd en la tabla 8, se sefiala con cuadros color rojo la ubicacién de las
proteinas en el peso esperado donde, ademas, se encuentra también la parte mas
ancha de la marca, sin embargo, para el caso de la ANCUT 1 (Al) y la ANCUT (A2),
se puede observar un desplazamiento de las bandas lo cual se puede deber a un
fendbmeno de migracibn andmala de proteinas debida a factores como el

54



amortiguador, la temperatura a la cual se corri6 el gel, el voltaje al cual se desarrollé
el protocolo o la interaccion con otras proteinas al tratarse de un extracto no
purificado, sin embargo, se confirma la presencia de actividad esterasa pues esta
técnica es especifica para la enzima de interés.

Figura 6. Zimograma de actividad enzimatica, en el primer carril se muestra el marcador de peso
BioRad All Blue #161-0373 (M), el segundo carril muestra la cutinasa ANCUT 1 (A1) con peso
aproximado de 22.9 kDa, el tercero la cutinasa ANCUT 2 (A2) con un peso de 33 kDa y por ultimo la
cutinasa ANCUT 3 (A3) con un peso de 29.4 kDa.

9.3.

Molienda de los productos derivados de PLA

Los productos se trituraron en un molino de alta velocidad, para ello se tuvo que
realizar una reduccion de tamario previa de los materiales. Esto se realiza con la
finalidad de aumentar la superficie de contacto entre la enzimay el sustrato como
menciona Thumsorn et. al. (2011) donde a un menor tamafio de particula se
aumenta la difusion y por ende la degradacion del polimero.

En un principio se colocaron las muestras a una velocidad de 3000 rpm y se
comenzd a agregar la muestra, sin embargo, con el paso del tiempo la friccién
generada entre las aspas y la muestra comenzd a calentar el rotor, lo que podria
afectar en el grado de cristalinidad generando una nueva variable en el proceso.
Ademas, las muestras de PLA Starbucks® fundieron un material de apariencia
viscosa gque endurecia rapidamente al regresar a la temperatura ambiente. Esta
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sustancia fue retirada de la muestra y se realiz6 la molienda con normalidad. Esto
nos lleva a suponer que las muestras cuentan con algun tipo de aditivo para darle
mayor resistencia y termoestabilidad. Por ello, se decidié optar por realizar la
molienda por intervalos de aproximadamente un minuto por un minuto de
descanso, agregando hielo al eje principal para mantenerlo a una temperatura
baja.

9.4. Evaluacion del efecto de la cantidad de extracto enzimatico en la
eficiencia de la reaccion.

Segun lo reportado por Alvarado (2023), las mejores condiciones de reaccion se
dieron al agregar el 3% de enzima con respecto al peso del polimero, es decir,
se agregaron 0.3 mg de enzima por cada 10 mg de polimero. En la tabla 9 se
muestran las Unidades de extracto enzimatico por mL agregadas al medio de
reaccion en la reaccion de Alvarado y la cantidad de volumen requerido:

Tabla 9. Actividad volumétrica y volumen para las condiciones descritas por Alvarado, 2023.

Enzima volurﬁgtt;\i/(iga(%/mL) Volumen (kL)
ANCUT 1 437.05 87.21
ANCUT 2 2868.81 204.22
ANCUT 3 141.64 209.35

La reaccion, que denominaremos como 1, y que consiste basicamente en repetir
el experimento reportado por Alvarado (2023) como punto de partida, se llevé a
cabo por 7 dias (168 h), en condiciones estaticas a 40 °C, el volumen de la
reaccion se aforé a 1 mL con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 9. Se determind
la pérdida de peso, se cuantifico la liberacion de acido lactico y se monitoreo el
pH. Los resultados se observan en la tabla 10 y en la grafica de pH (fig. 7):

Tabla 10. Resultados obtenidos en la reaccion 1.

o : Diferencia  ,, . .
Muestra Peso inicial Peso final de peso Y% pérdida AL (MM)
(mg) (mQg) de peso
(mg)

Blanco 10.70 10.20 0.20 1.87 0.21
ANCUT 1 10.37 9.80 0.57 5.47 4.62
ANCUT 2 10.40 10.20 0.20 1.92 0.21
ANCUT 3 10.27 10.05 0.22 2.09 0.59
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Figura 7. Disminucién de pH en la reaccion 1 con ANCUT 1 (A1), ANCUT 2 (A2) y ANCUT 3 (A3) a lo largo
de 7 dias (128 h).

Para las tres enzimas se observa una ligera disminucion en el peso del polimero, los
cuales incluso se pueden atribuir a errores en la medicion, ya que al tratarse de
pesos muy pequefios los sistemas de medicion llegan a presentar un margen de
error. Los datos de cuantificacion del acido lactico con ayuda del kit enzimatico
indican que la ANCUT 1 es la cutinasa con mejor desempefio, ya que la ANCUT 2y
ANCUT 3 presentaron valores similares al blanco. En cuanto al monitoreo del pH
para la ANCUT 1, que obtuvo el mejor valor de concentracién de AL, se nota la
tendencia a la baja del pH, lo que se le atribuye a la liberacién de los monémeros de
acido lactico al medio de reaccion. Para la ANCUT 2 se tiene una baja disminucion
del pH, de alrededor de 0.5 y para la ANCUT 3 no se presento variacion en el pH.
Por su parte el blanco de reaccion present6 una caida, lo que nos hace pensar que
su poder amortiguador disminuye con el tiempo, por lo que podria estar sucediendo
el mismo fendmeno para la ANCUT 1y la disminucién del pH en realidad no se deba
a la liberacion de acido lactico. Esta disminucion del pH, ademas, puede influir en la
eficiencia de la reaccion.

No se pudo contar con reproducibilidad en el experimento, obteniendo valores diez
veces mas bajos que los reportados anteriormente, por lo que se tuvieron que
realizar ajustes en la reaccion enzimatica, dando pie a una segunda reaccion.

Los valores obtenidos en este experimento corresponden a lo reportado por Alvarado
(2023) en el sentido de que los mejores resultados de liberacion de AL se obtienen
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con la ANCUT 1. Sin embargo, el rango de valores es diferente, aunque esta en el
mismo orden de magnitud. Por lo tanto, se decidié repetir el experimento con
enzimas producidas recientemente, cuyos valores se encuentran en la tabla 11. A
este experimento se le denomina reaccion 2.

Tabla 11. Actividad volumétrica (U/mL) y volumen de extracto (uL) para lote 2 de Extractos enzimaticos.

Enzima Actividad Volumen (uL)
volumétrica (U/mL)

ANCUT 1 3444.31 223.50

ANCUT 2 12892.47 302.10

ANCUT 3 157.16 314.70

La reaccion 2 siguié las mismas condiciones: 7 dias de reaccién, condiciones
estaticas, 40 °C, volumen de reaccion de 1 mL aforado con amortiguador de fosfatos
pH 9 y también se monitoreo el pH. La tabla 12 y la figura 8 muestran los resultados
obtenidos:

Tabla 12. Pérdida de peso y liberacién de acido lactico con lote 2 de las tres cutinasas de interés.

Diferencia

o : O A

Muestra Peso inicial Peso final de peso Yo pérdida AL (mM)

(mg) (mg) de peso
(mg)

Blanco 10.20 10.10 0.10 0.98 0.21
ANCUT 1 10.70 9.90 0.80 7.48 10.41
ANCUT 2 10.47 10.30 0.17 1.59 5.58
ANCUT 3 10.63 10.52 0.11 1.07 0.44
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Figura 8. Disminucién del pH en reaccién de degradacion con lote 2 de produccion de ANCUT 1 (A1),
ANCUT 2 (A2) y ANCUT (A3) a un tiempo de 7 dias (168 h).

La tendencia se mantiene y es la ANCUT 1 la cutinasa que presenta mayor pérdida
de peso, liberaciéon de acido lactico y diminucién del pH de reaccion, sin embargo,
en el blanco la disminucion del pH mantiene una tendencia similar. Por otro lado,
bajo estas condiciones, se observa una mayor produccion de AL para la ANCUT 2
en comparacion al primer ejercicio, notdndose también la disminucion en el pH. Para
el caso de la ANCUT 3 la situacion se mantiene similar al experimento anterior. Se
puede notar que el pH inicial de las reacciones es diferente, debido a que se agregoé
una mayor cantidad de extracto enziméatico, el cual influye en el pH de la reaccion.
La disminucién de pH en el blanco de reaccion se debe a que para el amortiguador
de fosfatos se tiene un rango de amortiguamiento de 5.6 a 8 (Felfel, et. al., 2015) y
al exceder ese rango se disminuye la eficiencia presentando una disminucion
considerable.

Los valores obtenidos en este segundo experimento son consistentes con lo
obtenido previamente por Alvarado (2023) e ilustran la necesidad de conservacion
de la enzima obtenida en las mejores condiciones.

9.5. Evaluacion del efecto de la naturaleza del amortiguador en la
reaccion

Debido a la disminucion del pH incluso en el blanco de reaccion presentada en las
dos reacciones anteriores, se decidid evaluar si la tendencia se mantenia utilizando
otra solucién amortiguadora, eligiendo el amortiguador Tris- HCI 50 mM pH 9, el cual
tiene un rango de amortiguamiento mayor (pH 7-9). Ademas, se notdé que las
reacciones anteriores habian iniciado en un pH cercano al 7 por lo que también se
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opto6 por evaluar el comportamiento de la reaccién de hidrélisis bajo esas condiciones
y utilizando la cutinasa ANCUT 1 (Al), que fue la que mejores resultados mostro,
como habia reportado Alvarado (2023). Se monitore6 la reaccion por 7 dias, en
condiciones estaticas a 40 °C, agregando 3% de enzima con respecto al peso del
polimero, se registré la pérdida de peso y se cuantificd la concentracién de AL
liberado al medio. La tabla 13 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 13. Efecto de la naturaleza y pH del amortiguador en la pérdida de peso y liberacion de &cido lactico por
cutinasa ANCUT1

Peso Peso Diferencia % AL
Amortiguador Muestra inicial final de peso pérdida
(mM)
(mg) (mg) (mg) de peso
Blanco 10.30 10.29 0.01 0.10 0.02
Fosfatos AlpH7 9.90 7.40 2.50 25.25 15.23
Al pH9 9.80 7.45 2.35 23.98 18.78
Blanco 10.30 10.22 0.08 0.78 0.39
TRIS-HCI AlpH7 10.30 7.20 3.10 30.10 25.40
AlpH9 9.90 6.70 3.20 32.32 21.39

Con estos resultados podemos observar una tendencia a que el amortiguador TRIS-
HCI genera un mejor rendimiento en la reaccidén pues se nota una mayor pérdida de
peso y, por consecuencia, una mayor liberacion de acido lactico. Por su parte el
comportamiento del pH se registra en las figuras 9 y 10:

8.97

%Fﬁ\gzgg\g:gg\ 9 8.98

8.61
T ——3.39

pH

1 ——7.91— 5, \
7.32\7.34
6.65

0 24 48 72 144 168
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— =—Blanco = —A1pH7 = =—ATpHY9

Figura 9. Disminucion de pH empleando amortiguador Tris/HCI para la reaccion con
ANCUT 1 (A1) a lo largo de 7 dias (168 h).
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Figura 10. Disminucion de pH empleando amortiguador de fosfatos de sodio para la
reaccion con ANCUT 1 (Al) a lo largo de 7 dias de reaccion (168 h).

Por lo que se puede observar en las gréficas, el amortiguador TRIS-HCI mantiene
un pH estable a lo largo del tiempo de reaccion mientras que el amortiguador de
fosfatos disminuye el pH, lo que podria contribuir a que la enzima se vea afectaday,
por lo tanto, el curso de la reaccion. Esto se puede suponer debido a que se muestra
una tendencia similar para ambos amortiguadores a lo largo de la reaccion, pero en
las reacciones en las cuales se utilizé el amortiguador TRIS-HCI se obtuvo una
mayor liberacion de acido lactico. En ambos amortiguadores se obtuvo una mejor
respuesta a la hidrdlisis cuando el pH comenz6 en 7y, de las condiciones evaluadas,
fue con el amortiguador TRIS-HCI 50 mM pH 7 con el que se obtuvo una mayor
pérdida de peso y una concentracion mayor de AL.

En este experimento se mantuvo el protocolo de utilizar 3% de enzima con respecto
al peso del polimero, lo que representd agregar 402.63 yL de extracto enzimatico
conteniendo 6204.87 U de enzima. Esto obligé a replantear la forma de adicion de
la enzima, puesto que el 3% de extracto con respecto al peso del polimero resulta
ambiguo ya que en cada produccion enzimatica los valores obtenidos, aunque son
similares, pueden llegar a presentar variaciones en la cantidad de proteina y también
las unidades de enzima activa presentes por mililitro de la solucién. Se determino
estandarizar que para cada reaccion de hidrélisis enzimatica se utilizaran 10,000 U,
pues asi se tendria una variacion en el volumen de extracto enzimatico agregado,
pero no en las unidades de enzima activa, permitiendo asi mejorar repetibilidad y
reproducibilidad de las reacciones. Por lo tanto, se llevd a cabo un nuevo
experimento para comprobar si existian diferencias entre la reaccion a un pH 7 0 9.
con monitoreo del pH durante el tiempo de reaccion y se controlé en algunas
muestras para evitar su descenso. La variable en este caso resulta ser la forma de
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adicion de la enzima, con una cantidad conocida de unidades de actividad. La tabla
14 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 14. Efecto de la adicién de 10,000 U de enzima por mililitro sobre la pérdida de peso y liberacién de
acido lactico empleando el mismo amortiguador a dos pH de reaccion.

Peso Peso Diferencia %

Amortiguador Muestra inicial final de peso pérdida AL
(mM)
(mg) (mg) (mg) de peso

Blanco 10.40 10.20 0.2 1.92 0.66

AlpH7 104 7 3.4 32.69 31.40

Al pH9 10.5 7.9 2.6 24.76 27.47

TRIS-HCI

ALpH7 451 6.3 38 3762  33.09

control

pelpe e 10.6 7.6 3 28.30 32.48

control

Las reacciones a un pH de 7 se ven favorecidas en ambos casos sobre las que se
desarrollaron a un pH de 9 presentando una mayor pérdida de peso y una mayor
liberacion de AL. Para el caso de las reacciones de pH controlado la diferencia de la
concentracion de acido lactico no refleja una diferencia considerable, sin embargo,
la pérdida de peso si, ya que en la reaccion a pH 7 se tiene un 9% mas de pérdida
de peso. Lo que lleva a suponer que se favorece la hidrdlisis del polimero, pero no
se llega a la formacion de los mondmeros, teniéndose probablemente oligémeros en
la mezcla de reaccion.

Los resultados se sintetizan en las figuras 11 y 12, en donde se aprecian las
diferencias que existen en concentracion de AL liberado al aplicar diferentes
cantidades de Unidades de enzima en el medio de reaccion, asi como la diferencia
del pH y cuando el pH se controla a lo largo del tiempo de reaccion.
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Figura 11. Concentracion de &cido lactico (AL) obtenido después de utilizar diferentes
cantidades de enzima y valores de pH en la reaccion.
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Figura 12. Diferencias en la concentracion de acido lactico (AL) obtenida a diferentes pH, con'y
sin control del mismo utilizando la enzima ANCUT 1 (A1).

Con esto se decidi6 que las condiciones mas favorables para la reaccion serian a un
pH de 7 controlado, agregando 10,000 Unidades de enzima por mL a la mezcla de
reaccion. El pH se ajusté cada 48 h con NaOH 1 M agregando 10 pL.

9.6. Evaluacion del aumento en la temperatura de reaccion

Utilizando las nuevas condiciones establecidas: 10k U de enzima, pH 7 controlado y
10 mg de polimero se decidié6 modificar la temperatura de reaccion, pasando de 40
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a 50 °C. Algunas investigaciones han demostrado que el acercarse a la temperatura
de transicion vitrea la hidrolisis se ve favorecida por el movimiento de las cadenas
gue constituyen el polimero y de esta forma contribuyen a una mejor difusion dentro
de la matriz polimérica. La temperatura de transicion vitrea en el PLA ronda en un
promedio de 55 °C, por lo que se decidio trabajar a 50 °C (Zhang, et. al., 2008).

Los resultados de esta reaccion no fueron favorables pues no se tuvo una pérdida
de peso en el polimero y tampoco se detectd acido lactico por medio del kit
enzimatico. Esto puede deberse a que la temperatura inactiva a la enzima
provocando que no tenga efecto sobre el sustrato, aunque se tienen reportes de
estabilidad a temperaturas superiores (Chen, 2013) es posible que el tiempo de
reaccion sea superior al tiempo al tiempo en que la enzima se mantiene activa por
lo que no se obtienen resultados favorables.

9.7. Evaluacion de los pretratamientos sobre el polimero

Se sometieron las muestras de PLA triturado de la marca Goodfellow® a un
pretratamiento de ultrasonido, con una frecuencia de 30 kHz con pulsos de 30
segundos por 30 segundos de descanso por 5 min. Ademas, a una de las muestras
se le aplico calor por microondas durante 3 miny, posteriormente, el ultrasonido bajo
las mismas condiciones.

Las muestras se filtraron y se dejaron secar por una noche en un horno a 37 °C.
Posteriormente se prepard el medio de reaccion agregando 10k U de enzima, se
afor6 a 1 mL con amortiguador TRIS-HCI 50 mM pH 9, se adicionaron 10 mg de
polimero en condiciones estaticas a 40 °C. El pH se monitore6 durante los 7 dias de
reaccion.

Después del tiempo establecido para la reaccion, los resultados fueron nuevamente
negativos, no se tuvo pérdida de peso y tampoco se detecté acido lactico. El pH de
reaccion se mantuvo constante debido a que no hubo liberacion de productos. Las
muestras sin reaccionar se observaron al microscopio y se encontré una apariencia
similar a las que han sido sometidas a la reaccion de hidrdlisis enzimética, lo que
hace pensar que el pretratamiento pudo ser muy agresivo con las muestras
provocando una alteracion en su estructura, reduciendo las regiones amorfas del
polimero y dejando mas zonas cristalinas con ello disminuyendo la capacidad de
degradacion, pues segun Zhou (2008) la velocidad de degradacién aumenta al tener
una mayor cantidad de regiones amorfas lo que se ve reflejado en un menor
porcentaje de cristalinidad. Por lo tanto, un porcentaje elevado de cristalinidad
dificulta la accion de las cutinasas las cuales han mostrado una mayor afinidad a
regiones amorfas.

9.8. Evaluacion de las condiciones de incubacion estaticas vs agitacion

En la literatura se ha reportado que el uso de agitacion en los sistemas de hidrolisis
favorece la difusion de agua en la matriz y, por consecuencia, la difusion enzimatica.
El proceso permite a la enzima acceder a areas a las cuales no es posible ingresar
con facilidad en un sistema estatico. Ademas, la agitacién propicia tener una mayor
superficie de contacto entre el polimero y el sitio activo de la enzima. La reaccion se

64



desarroll6 aplicando 800 rpm en un termobloque a una temperatura de 40 °C a las
mejores condiciones reportadas con anterioridad y con la cutinasa ANCUT 1 (Al).
En la tabla 15 se muestran los resultados:

Tabla 15. Pérdida de peso y acido lactico obtenidos en reaccién enzimatica con agitacion.

Muestra inicFi)gls(omg) Pe?r(r)]éi)nal Dcllfee rpeenscc;a %égéprgsiga AL (mM)
(mg)

Blanco 10.50 9.90 0.60 571 1.43
AlpH71 10.50 5.30 5.20 49.52 42.81
AlpH7?2 10.60 5.70 4.90 46.223 45.03
AlpH73 10.50 6.40 4.10 39.05 44.35
Promedio 10.53 6.82 4.73 44.93 44.06
Desviacion 0.06 0.56 0.57 5.36 1.13

Con los datos anteriores se realiz6 una comparacion entre la reaccion de hidrolisis
del procedimiento estéatico y el procedimiento con agitacion plasmado en la figura 13.
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Figura 13. Comparacion de peso del polimero perdido en la reaccion enzimética con
agitacion y sin agitacion.
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Con esta reaccion se comprob6 que la agitacion si favorece la liberacion de acido
lactico y aumenta la pérdida de peso de las muestras. Por lo tanto, esta condicion
se aplicara en los experimentos subsecuentes.

9.9. Degradacion de PDLLA en condiciones estaticas y con agitacion

Se busco corroborar la influencia de la agitacién en las muestras, haciendo uso de
un polimero que contuviera los dos isomeros posibles (L y D) utilizandose una
muestra de referencia de poli-D, L-(acido lactico) de Sigma Aldrich de peso molecular
de 10,000 g/mol. Con este experimento también se evalud la capacidad de la enzima
para reconocer los isémeros del polimero y, a partir de los resultados, descartar que
cuenta con enantioselectividad. Los resultados se muestran en las tablas 16 y 17:

Tabla 16. Reaccion de degradacion de PDLLA en condiciones estaticas.

Muestra ilr:ﬁzsggl IE?]ZCI) Dcijfee;JeensCoia O/E;pérdida L-AL D-AL
(mg)  (mg)  (mg)  depese (MM (mM)

Blanco 11.00 10.4 0.60 5.45 8.84 2.40
DL-1 10.20 6.70 3.50 34.30 23.8 28.09
DL-2 10.90 7.10 3.80 34.90 27.3 30.30
DL-3 10.30 6.50 3.80 36.90 35.40 27.90
Promedio 10.47 6.77 3.70 35.40 28.8 28.76
Desviacion 0.38 0.31 0.17 1.36 5.97 1.34

Tabla 17. Reaccion de degradacion de PDLLA en condiciones de agitacion.

Muestra ilr::iecsigl 2?13? D(;feerpeenscoia % pérdida  L-AL D-AL
(M) (mg) (M) de peso (mM) (mM)

Blanco 10.90 10.70 0.20 1.83 0.51 0.07
DL-1 10.60 2.80 7.80 73.58 37.51 53.68
DL-2 10.50 2.30 8.20 78.09 36.74 61.95
DL-3 10.10 2.00 8.10 80.20 30.20 5.99
Promedio 10.4 2.37 8.03 77.29 34.81 57.20
Desviacion 0.26 0.40 0.21 3.38 4.02 4.27
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En las dos reacciones se nota la liberacién de ambos mondémeros comprobando que
la enzima ANCUT 1 no presenta enantioselectividad al momento de realizar los
cortes en el polimero a diferencia por ejemplo de las proteasas aisladas de Bacillus
clausii especifica para PLLA y lipasas obtenidas de la cepa S-2 de Cryptococcus sp.
especificas de PDLA, ambas reportadas por Kawai (2011).

Sin embargo, en la reaccion con agitacion la pérdida de peso y la liberacion de los
monomeros se ven beneficiadas. Con esto reforzamos que la agitacion es un factor
gue influye de manera positiva en la reacciéon de hidrdlisis. Este tipo de polimero
pierde mas peso, aproximadamente 30%, por lo cual, es posible que el peso
molecular del polimero influye en el efecto de interaccién enzima sustrato. La figura
14 muestra una comparacion de la concentracion de AL obtenido para cada uno de
los experimentos.
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Figura 14. Comparacion de la degradacion de PDLLA en condiciones de agitacion y estatico
midiendo la concentracion del acido lactico (AL) para los dos isémeros (D y L).

9.10. Evaluacion de pretratamiento sobre la mezcla de reacciéon

Se prepard la mezcla de reaccion con las nuevas condiciones obtenidas hasta el
momento: agitacion a 800 rpm, temperatura a 40 °C, agregar 10k Unidades de
enzima, 10 mg de polimero, aforar la reaccion a 1 mL con amortiguador TRIS-HCI
50 mM pH 9 y mantener la reaccion a un pH de 7 a lo largo de 7 dias. Una vez lista
la mezcla de reaccién esta se sometié a un pretratamiento en un bafio de ultrasonido
de 40 kHz por 10 min a temperatura ambiente. Esto por lo reportado por Brackmann,
et al. 2023, busca favorecer la difusion de agua y por ende del extracto enzimatico
ya que el ultrasonido crea microburbujas de cavitacién lo que provoca ligeras
implosiones en las diferentes regiones del polimero, lo que resulta en una mejor

67



interaccién entre el sustrato y la enzima. Ademas, esta energia liberada por el
ultrasonido puede contribuir a la disminucion en la energia de activacion y la entalpia
de las reacciones enzimaticas. A continuacion, la tabla 18 muestra los resultados
obtenidos y figura 15 da una comparacion entre la cantidad de acido lactico liberado
y la diferencia en la pérdida de peso sin la aplicacion y con la aplicacién del
pretratamiento.

Tabla 18. Aplicacion de pretratamiento de sonicacion sobre la mezcla de reaccion.

. Diferencia  ,, . .
Muestra | . . F_>eso Peso final de peso Y% pérdida AL (MM)
inicial (mgq) (mg) de peso
(mg)

Blanco 10.60 10.20 0.40 3.77 0.41
AlpH71 10.30 6.70 3.60 34.95 49.05
AlpH7?2 10.00 6.50 3.50 35.00 53.10
AlpH73 10.60 6.00 4.60 43.40 47.32
Promedio 10.30 6.40 3.90 37.78 49.83
Desviacion 0.30 0.36 0.61 4.86 2.96
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Figura 15. Comparacion entre la cantidad de &cido lactico liberado y la diferencia en la perdida de peso sin la
aplicacion y con la aplicacién del pretratamiento.

Como se puede observar se tiene una mejor liberacion de acido lactico en la reaccion
con la aplicacion del pretratamiento, lo que puede atribuirse a la creacién de mejores
condiciones de interaccion entre enzima y sustrato favoreciendo una mejor difusion
del extracto en la matriz polimérica que resulta en el rompimiento de las cadenas
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poliméricas, ademas se favorece, aunque de manera menos representativa, la
pérdida de peso en la cual no se nota una diferencia considerable como lo expone
en su articulo Brackmann, et al. (2023), sin embargo, se observa una mejora del
proceso con el pretratamiento pues aunque se pierde de manera muy similar el peso
del polimero se tiene una mejor liberacion y cuantificacion de los mondmeros,
aumentando los rendimientos de la reaccion.

Sin embargo, es posible que exista inactivacion enzimatica por parte del proceso de
pretratamiento lo que puede influir en la minima diferencia de la pérdida de peso. La
inactivacion enzimatica se comprobd realizando la medicion de la actividad
especifica de la proteina momentos después del pretratamiento, observandose una
disminucion de hasta 2000 Unidades. Esto confirmd que el pretratamiento es
efectivo, pues se obtiene una mayor liberacion de acido lactico y una pérdida de
peso similar con una menor cantidad de enzima disponible en el medio de reaccion.

9.11. Evaluacion de las mejores condiciones de reaccion sobre polimeros
comerciales derivados del poli(acido lactico)

Se utilizaron las nuevas condiciones de reaccién para realizar la hidrélisis enzimatica
de los derivados de poli(acido lactico). Se evaluaron tres muestras de polimeros
comerciales, el primero de ellos fue el filamento para la impresion 3D el cual en sus
especificaciones nos indican que es un material compuesto por PLA, el segundo
fueron envases recuperados de la marca Starbucks® en los cuales se indica que es
un material biocompostable derivado del PLA y por Gltimo envases comerciales
utilizados como recipientes o tapas en los servicios de comida para llevar.

Una vez que se molieron los materiales se prepar6 la mezcla de reaccion la cual
consistié en 10 mg del polimero, 10 kU de enzima, se aford la muestra a 1 mL de
reaccion con amortiguador TRIS-HCI pH 9, la mezcla se sometié al pretratamiento
con ultrasonido por 10 min a temperatura ambiente y se llevo al termobloque con
una agitacion de 800 rpm a una temperatura de 40 °C por siete dias con monitoreo
y control de pH.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, no se obtuvieron resultados favorables,
pues no hubo pérdida de peso en las muestras, ademas de que no se registro
variacion en el pH, lo que hace suponer que no hubo liberacién de &cido lactico en
el medio. Esto puede deberse a que los materiales que se evaluaron no cuentan una
pureza del 100%, el uso de aditivos para su resistencia y termoestabilidad puede
influir en la interaccion enzima sustrato lo que vuelve mas complicada la reaccion.
Ademas, se pueden tener la presencia de algun otro polimero en mezcla con el PLA
para volverlo un material mas maleable y que cumpla con las especificaciones que
se requieren para su uso comercial ya que segun Nagarajan (2016) la industria se
encuentra en constante busqueda de obtener férmulas de polimeros
superreforzados aumentando la dureza y por ende su resistencia al impacto,
volviéndolos mas flexibles y con una mayor adaptabilidad a los cambios de
temperatura. Es importante, en el futuro, conocer mejor la composiciéon de los
materiales para crear estrategias que puedan contribuir a la degradacion enzimatica.
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9.12. Cinéticas de reaccion de las tres cutinasas recombinantes.

Para este experimento se utilizaron las condiciones de reaccién encontradas hasta
el momento, se decidié agregar la cantidad necesario de extracto para compensar
la pérdida por el pretratamiento de alrededor de 2000 Unidades y se realiz6 una
cinética para determinar si es posible reducir el tiempo de reaccion, asi como
conocer el comportamiento que tiene la enzima con el sustrato a lo largo del tiempo.
El pH se mantuvo constante y se registré la pérdida de peso, asi como la actividad
residual de las cutinasas. Para el caso de la ANCUT 1, que hasta el momento han
mostrado el mejor desempefio, se optd por cuantificar los productos liberados de la
reaccion a lo largo de los siete dias.
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Figura 16. Comparacion de la pérdida de peso provocada por ANCUT 1y ANCUT 2 a lo largo de
siete dias de reaccion.

En la figura 16 se hace la comparacién de la pérdida de peso entre la ANCUT 1
(barras azules) y la ANCUT 2 (barras naranjas). En la grafica no aparece la ANCUT
3 ya que no se obtuvo pérdida de peso durante la reaccion. Se observa que para
ANCUT1 la pérdida de peso comienza desde el dia 2 mientras que para la ANCUT2
la pérdida de peso comenz6 hasta el dia tres, donde la ANCUT1 muestra una mayor
pérdida de peso. Al cuarto y quinto diala ANCUT2 supera ala ANCUTL1 en la pérdida
de peso, pero se queda atras para el dia 6 y 7 donde la Al tiene una marcada
diferencia, incluso entre el dia 6 y 7 para ANCUT2 no se nota diferencia.

La figura 17 muestra el comportamiento que tiene la actividad residual para las 3
cutinasas. Cabe resaltar el comportamiento que tiene la ANCUTL, la cual comienza
a registrar una menor cantidad de Unidades de enzima disponibles; a partir del dia
3 se sufre un aumento, para volver a descender en el dia 4 y aumentar nuevamente
en el dia 6, a partir de ese momento el descenso es continuo. Esto puede hablar de
la capacidad de la enzima para unirse al sustrato, realizar el corte del enlace y
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liberarse nuevamente al medio de reaccién para buscar una nueva cadena, sin
embargo, llega un punto en el que la enzima deja de repetir ese proceso y se inactiva.
Para el caso de la ANCUT?2 la disminucion de la actividad se da desde el dia unoy
continla asi hasta el dia seis, cuando presenta un ligero aumento, pero para el dia
7 ya se registra muy poca actividad. Por ultimo, para la ANCUT3 la actividad desde
el dia 0, es decir, después del pretratamiento se ve afectada la actividad en gran
medida. La influencia de la temperatura y la agitacién sobre la ANCUT2 y ANCUT3
pueden provocar una disminucion en su estabilidad y, por consecuencia, en su

actividad.
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Figura 17. Comparacion del % de actividad enzimatica de las cutinasas ANCUT 1, 2 y 3 durante
los 7 dias de reaccion.

9.13. Degradacién quimica de PLA

La degradacion quimica se desarroll6 utilizando PLA recuperado de vasos y envases
comerciales los cuales fueron recortados, dandoles una forma cuadrada de 10x10
mm. Se pesaron 30 y se agregaron 30 de NaOH en un medio de reaccion de 100
mL de agua y 50 mL de etanol a una temperatura de la parrilla a 230 °C por alrededor
de 1 hr. La reaccion se detuvo una vez que el medio de reaccion se encontraba
translucido y sin particulas de tamafio considerable. Una vez terminada la reaccién
se ajusto el pH a 3 y se saturé la solucidon con NaCl para favorecer la extraccion del
acido lactico. La muestra se filtr6 para eliminar las particulas suspendidas
recuperandose un polvo blanco que posiblemente se trate de un aditivo u otro
polimero para ayudar a la estabilidad de los productos. Ademas, se centrifugo el
filtrado para posteriormente realizar la extraccion liquido-liquido utilizando como
solvente acetato de etilo, el cual con ayuda de un rotavapor se separ6 de nuestro
producto de interés.

De la reaccidon de 30 g de polimero se obtuvo una pérdida de peso de 28.8 g lo que
representa un 96% del polimero inicial. A partir de la mezcla de reaccion se
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recuperaron 24 mL de acido lactico. La recuperacion del producto de interés se
comprobd realizando una cromatografia de capa final y usando un reactivo de
referencia. La figura 18 de la placa se muestra a continuacion.

|

Acido lactico

Figura 18. Placa de cromatografia de capa fina. R=Referencia,
E=Envases PLA, T=Tapas PLA, 3D=filamento de impresién 3D.

9.14. Curva de calibracién y cuantificacion de PLA por cromatografia en
fase reversa en un sistema HPLC

Se realiz6 una curva de calibracion de siete puntos con las siguientes
concentraciones de acido lactico en %: 5, 2.5, 1.25, 0.6, 0.3, 0.15, 0.075. El tiempo
de corrida se ajust6é a 15 min y el tiempo de retencion fue de 3.52 min. Se obtuvo la
ecuacion de la recta siendo esta y=6x108x +689800 y un coeficiente de correlacion
del 0.9972.

Se inyecté la muestra recuperada de la degradacion quimica, que mostré un valor
de 81.51%, lo que quiere decir que, de 24 mL recuperados de la reaccion de
hidrdlisis, 19.56 mL corresponden al monémero &cido lactico, mientras que los 4.44
mL restantes corresponden a impurezas, las cuales pueden tratarse de aditivos en
la muestra o de la presencia de oligdmeros, que se mostrarian en el cromatograma
en un tiempo de retencion muy cercano a nuestra muestra.

También se inyectaron muestras de las reacciones enzimaticas que no se pudieron

cuantificar por medio del kit enziméatico (PLA 3D= muestra de filamento para la
impresion 3D, PLA MUS= muestra de PLA Goodfellow tratada con ultrasonido y
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aplicacion de microondas, PLA US= muestra de PLA Goodfellow tratada con
ultrasonido Unicamente, PLA Star= muestra de residuos de envases de la marca
Starbucks® tratados enzimaticamente) y que con ayuda de la cromatografia de capa
fina se pudo apreciar la presencia del acido lactico. Los resultados se presentan en
la tabla 19:

Tabla 19. Resultados del analisis de HPLC de las reacciones de degradacién de polimeros derivados de PLA.

Muestra AL en % AL en mM
PLA 3D 5.32 0.58
PLA MUS 0.67 0.07
PLA US 2.76 0.31
PLA Star 0.96 0.11

Podemos apreciar que la cantidad de AL liberado es minima, pero se comprueba la
sensibilidad que tiene la técnica de HPLC para la deteccion del mondmero. Sin
embargo, su limitante es que no se puede diferenciar entre cada uno de los
isbmeros.

9.15. Reaccion de esterificacion

Una vez identificado el &cido lactico en la cromatografia de capa fina, se decidio
realizar una reaccion de esterificacion utilizando etanol y como catalizador acido
sulfarico concentrado. La reaccion se desarrollo durante 2 h con un sistema de
recirculacion para favorecer la formacién de los productos. La mezcla se llevé a un
rotavapor para eliminar el exceso de etanol y acido lactico recuperandose el
producto, el lactato de etilo.

De los 24 mL de acido lactico que se agregaron a la reaccién se recuperaron 13 mL
de lactato de etilo, por lo tanto, a partir de 30 g de polimero se tiene un rendimiento
de reaccion del 43%. Es necesario caracterizar el producto obtenido y determinar su
pureza.

9.16. Caracterizacion del producto de esterificacion por RMN y
espectrometria de IR

A continuacién, se muestran los espectros generados a partir del andlisis de la
muestra recuperada de lactato de etilo comparadas con un patrén de referencia.
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HSP=00-434 ppm
Figura 19. Espectro de RMN de Lactato de Etilo (Bykowski et. al., 2014)

Figura 20. Espectro de RMN 1H de la reaccion de
esterificacion de acido lactico.

En la figura 19 se puede observar el espectro de resonancia cuando el lactato de
etilo se encuentra puro, mostrando picos bien definidos, contrario a lo que muestra
la figura 20 que se trata del producto de la reaccion de esterificacion, el cual no se
encuentra purificado. Los picos sefialados corresponden al lactato de etilo y se
encuentran en aproximadamente 4.2 ppm y en 1.2 ppm. No se encuentra bien
definido por la presencia de sefiales de interferencia, las cuales se pueden atribuir
a la presencia de otras sustancias como acidos carboxilicos, aldehidos y etanol
correspondientes residuos sin reaccionar de acido lactico o por la presencia de
oligbmeros del mismo los cuales se pueden encontrar en mezcla con el producto
recuperado la igual que con el etanol y debido a la alta sensibilidad con la que cuenta
la técnica pueden provocar las sefiales que no se aprecian en un producto puro. Se
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realizd un analisis por IR para tener mas evidencia de la obtencién del producto de
intereés.
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Figura 21. Espectro IR de Lactato de Etilo (Ankaiah et. al., 2024)

Con este andlisis de IR (Fig. 22) se puede hacer mas evidente la presencia del
producto de interés, al tratarse de una técnica menos sensible, en comparacion con
la RMN, nos muestra la presencia del producto mayoritario que se trata del Lactato
de Etilo, siendo la huella del espectro muy similar al de referencia (Fig. 21),
ubicandose en longitudes de onda de 3424 cm™ la presencia del grupo -OH y en
1727 cm? la presencia del grupo carbonilo caracteristico para los ésteres,
confirmando de esta manera la reaccion de esterificacion.
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Figura 22. Espectro de IR de la reaccion de esterificacion de acido lactico.
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9.17. Obtencion de la cristalinidad de las muestras de poli(acido lactico)
utilizando la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Una vez se obtuvieron los datos se procedio con el célculo del % de cristalinidad,
la informacién se encuentra condensada en la tabla 20.

Tabla 20. Entalpia de cristalizacion (4Hc), entalpia de fusion (4Hm) y % de cristalinidad de las muestras de
poli(acido lactico). Muestra de filamento para impresién 3D=PLA 3D, muestra de PLA Goodfellow con
pretratamiento de microondas=PLA MUS, muestra de PLA Goodfellow con pretratamiento de ultrasonido=PLA
US, muestra de PLA recuperado de envases de la marca Starbucks®=PLA Star, muestra de PLA Goodfellow
triturado=PLA GF, muestra de PLA Goodfellow triturado con degradacion enzimatica=PLA GFE, muestra de
PLA Goodfellow triturado con pretratamiento sobre la mezcla de reaccién y degradacion enzimatica=PLA GFEP.

Muestra AHc AHm % de
Cristalinidad
PLA 3D 0.83 33.50 34.90
PLA MUS 1.58 38.33 39.36
PLA US 0.00 37.58 40.15
PLA Star 15.11 24.30 9.81
PLA GF 19.10 43.32 25.88
PLA GFE 0.83 335 34.90
PLA GFEP 1.03 31.77 32.23

Con estos datos se puede observar el aumento en la cristalinidad del polimero de
partida (PLA GF) el cual tiene un % de cristalinidad de 25.88% esto quiere decir que
tanto los procesos de pretratamiento como el proceso de degradacion enzimatica
tienen efecto en la estructura del polimero aumentando el % de cristalinidad en
todos los casos por encima del 30%, esto quiere decir que por lo menos se ha
eliminado un 5% de regiones amorfas del polimero. Para el caso de los
pretratamientos resultaron ser muy agresivos sobre el polimero provocando el
aumento en la cristalinidad, lo que significa una disminucién de las regiones
amorfas, estas regiones amorfas se encuentran en los polimeros de manera
superficial comprobado en el andlisis de Lan et. al. (2022), sin embargo, se tienen
regiones dentro de la matriz polimérica que resultan de dificil acceso, razon por la
cual es necesaria la aplicacién de un pretratamiento que exponga estas regiones
susceptibles a la degradacion sin modificar su estructura. Por lo anterior al momento
de colocar la enzima esta no tuvo efectos en la liberacion de monémero de acido
lactico ni en la pérdida de peso debido a la menor disponibilidad de dichas regiones
amorfas, lo cual se comprueba en los analisis realizados al polimero después del
desarrollo de la reaccion de degradacion enzimética donde se aprecia un
incremento similar en la cristalinidad.

Para el caso de las muestras comerciales del poli(acido lactico) se tiene un contraste
considerable, para la muestra de filamento para impresion 3D (PLA 3D) la cual tiene
un 34.90% de cristalinidad contra el 9.80% de la muestra recuperada en los envases
de la marca Starbucks® (PLA Star), para ambos casos al momento de desarrollar
la reaccion de degradacion enzimatica no se tuvo pérdida de peso ni obtencién de
monomeros de acido lactico, para el primer caso podria esperarse este resultado

76



por el porcentaje de cristalinidad, sin embargo, para el otro se esperaria mayor
efecto de la enzima a tener mayor disposicion de regiones amorfas pero no fue el
caso por lo tanto es posible que estos materiales tengan un aditivo o un copolimero
gue impide la accién enzimatica.

Realizando una comparacién de la capacidad de degradacién de la ANCUT 1 con
otras investigaciones se tiene que la cutinasa del grupo de trabajo presenta valores
superiores de pérdida de peso con el 37.78% para PLA de alto peso molecular
mientras que para un PLA de peso molecular bajo de 10,000 g/mol se tiene una
pérdida de peso de 77.29% en un tiempo de reaccion de siete dias contrastando
con otras investigaciones como lo reportado por Mistry, et. al. (2022) en donde por
acciéon de un consorcio bacteriano productor de proteasas, lipasas y esterasas se
logra tnicamente el 9.68% de pérdida de peso en 35 dias de reaccién o lo reportado
por Wang, et. al. (2023) con un 8% de pérdida de peso en 30 dias por la bacteria
Bacillus sotensis. Sin embargo, se tienen otros reportes como Karimi, et. al. (2021)
en donde se tiene una pérdida de peso de entre 55 a 61% en 55 dias de reaccion
por accion de una celulasa promiscua, mientras que Peng, et. al. (2023) reporta una
pérdida de peso de hasta el 78% en 42 dias por accion de la larva de Tenebrio
malitor y por ultimo Boonluksiri, et. al. (2021) presenta una pérdida de peso del
100% en condiciones de enterramiento en suelo con una mezcla de estiércol y un
consorcio microbiano. En retrospectiva, se considera un punto a favor de la cutinasa
ANCUT 1 empleada en esta investigacion, la pérdida de peso en un tiempo reducido
en comparacion a las investigaciones anteriormente mencionadas considerando el
ritmo de degradacion se podria obtener un % de pérdida de peso mucho mayor, sin
embargo, se tiene como limitante la inactivacion enzimética por lo que seria
necesario plantear un sistema en el cual se pueda adicionar nueva enzima que
permita el desarrollo de la reaccién por un tiempo mayor.

Esta investigacion con cutinasas ademas de buscar la pérdida de peso del polimero
se enfoco en la generacion y cuantificacion de acido lactico generado a partir de la
reaccion de degradacidn enzimatica, estableciendo un precedente ya que las
investigaciones recientes se han centrado Unicamente en la pérdida de peso sin
identificar los productos de la reaccibn de degradacion, algo que resulta
fundamental si se quiere buscar que el polimero se adapte a un modelo de
economia circular.
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10. Conclusiones y perspectivas

En este trabajo se establecieron nuevas condiciones para incrementar la liberacion
de acido lactico y generar una mayor pérdida de peso en el proceso de degradacion
enzimatica de PLA por las cutinasas recombinantes de A. nidulans (ANCUT 1,
ANCUT 2 y ANCUT 3). Las nuevas condiciones de reaccion se establecieron con
los siguientes parametros:

-Agregar 12,000 Unidades de enzima.

-Amortiguador TRIS-HCI 50 Mm y controlar el pH a 7 durante los 7 dias (168
h) de reaccion.

-Temperatura de reaccion a 40 °C.

-Agitacion a 800 rpm.

-Una vez preparada la mezcla de reaccion se confirmé la ayuda del
pretratamiento de ultrasonido por 10 min a temperatura ambiente. La
aplicacién directa de los pretratamientos al polimero debe de cuidarse pues
condiciones extremas pueden provocar cambios en la morfologia de la matriz
polimérica disminuyendo la eficiencia en la reaccion.

Los cambios anteriores en el proceso de degradacion permitieron un incremento
minimo del 16% en el rendimiento de la reaccion con respecto a la liberacién del
monomero de &cido lactico en comparacion con lo reportado por Alvarado (2023).
La magnitud del incremento depende del tipo de polimero utilizado. Por ejemplo,
para la muestra de PDLLA, la cual presenta un menor peso molecular, el
rendimiento de la reaccion se ve incrementado en un 54%, con lo que se propone
gue disminuyendo el peso molecular del polimero el rendimiento se vera
incrementado. Este incremento en el rendimiento de la reaccion también se ve
reflejado en el aumento de la cristalinidad del polimero después de 7 dias de
reaccion enzimatica, comprobando también que la enzima tiene preferencia por las
zonas amorfas del polimero. Ademas, se determindé que la enzima no es
enantioselectiva ya que rompe la cadena que contiene ambos isémeros del acido
lactico, lo que permite que tenga aplicaciones para tratamiento tanto de PLA puroy
en mezcla, como generalmente se encuentra comercialmente.

Se confirm6 que ANCUT 1 es la mejor enzima de las tres con las que se cuenta en
el grupo de trabajo, mejorandose su actividad y comprobando su retencién de
actividad a lo largo de siete dias. Sin embargo, las nuevas condiciones de
degradacion favorecieron la actividad de ANCUT 2 con respecto al trabajo anterior,
aunque solo alcanza a producir el 50 % del acido lactico generado con ANCUT 1.

La degradacion enzimatica de los productos derivados del PLA utilizando las
cutinasas del grupo de trabajo aun no permite la obtencion de cantidades
significativas de acido lactico, aunque si logra una pérdida de peso del polimero. Es
posible que estos polimeros comerciales cuenten con aditivos o estén combinados
con otros polimeros para la formacion de copolimeros para una mejor resistencia
mecanica de estos materiales, lo que dificulta el ataque enzimatico.
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La degradacién quimica tiene un rendimiento del 96% con respecto a la pérdida de
peso, y un tiempo de reaccion corto. Esto indica que la degradacion enzimatica ain
se encuentra limitada por la escala en la que se realiza la reaccién, en la cual, la
recuperacion del monémero de acido lactico no resulta significativa para realizar
nuevas reacciones a partir de dicho producto y no es comparable con lo recuperado
en la reacciéon quimica, ademas, la pérdida de peso a esa escala no contribuye a
resolver el problema de acumulacion de plasticos. En contraste, la degradacién
guimica, que se puede llevar a cabo a mayores escalas, permite obtener mejores
rendimientos en la recuperacion del mondémero y presenta una evidente reduccién
en el peso del polimero lo que resuelve mas rapido el problema de acumulacién de
residuos de PLA. Sin embargo, es importante mantener las investigaciones en esta
alternativa de degradacion biotecnoldgica, buscando el alineamiento con la agenda
2030 y promoviendo la sostenibilidad.

Los productos recuperados tanto de la reaccion de hidrdlisis quimica como de la
enzimatica se pueden emplear en reacciones secundarias como en la esterificacion
para la generacion de productos con valor agregado, contribuyendo asi al ciclo
virtuoso de la economia circular. En el presente trabajo se logré la sintesis de lactato
de etilo a partir de una reaccion de esterificacién del acido lactico recuperado.

Por lo tanto, se tienen como perspectivas la mejora de los pretratamientos sobre la
muestra, con la finalidad de reducir la cristalinidad y crear mayores zonas amorfas,
asi como reducir el peso molecular del polimero para permitir una mejor interaccion
entre el sustrato y la enzima, por lo tanto, es necesario determinar el peso molecular
de los polimeros comerciales del PLA para mejorar la eficiencia en las reacciones
de degradacion. Asi también es necesario mejorar las condiciones de reaccién para
ANCUT 2 y ANCUT 3 ya que estas presentan una inactivacion mas rapida con
respecto a ANCUT 1 a las condiciones establecidas, por lo que sera necesario
establecer protocolos para cada unay explorar nuevas alternativas que contribuyan
a la estabilidad de la proteina, como son la accion de liquidos ionicos (Park, et. al.,
2009), la aplicaciéon de ingenieria de proteinas como lo demuestra Pang, et. al.
(2023) donde por medio de programas de simulacidén se ha logrado la mejora de la
interaccion de la proteinasa k con PLA y policaprolactona para su degradacion.
Actualmente en el grupo de trabajo Castro (trabajo en curso) plantea realizar
mutaciones para mejorar la estabilidad y la interaccidn enzima sustrato de las
cutinasas recombinantes de Aspergillus nidulans, empleadas en el presente trabajo.

Es importante mejorar los procesos de hidrdlisis del polimero por la via quimica para
aumentar la eficiencia, asi como probar nuevos métodos de separacion con el fin
de poder incrementar el porcentaje de monémero recuperado al igual que su pureza
lo que se verd reflejado en mejores condiciones de la reaccién de esterificacion
incrementando la eficiencia de transformacién de los reactivos al producto de
interés.

Por dltimo, sera necesario realizar la evaluacion de la degradacién enzimatica en un
reactor bajo condiciones mas controladas de temperatura, agitacion y regulacion del
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pH, con la finalidad de escalar el proceso y tener obtener mejores datos para
comparar los dos procesos de degradacion, el quimico y el enzimético.
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13.5. Preparacion de medios de cultivo utilizados para la produccion de la

cutinasa recombinante.

Medio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Extracto de levadura 1%

Peptona 2%Dextrosa (glucosa) 2%

Para 1 L de medio disuelve 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona y 20
g de dextrosa en 1000 mL de agua, esteriliza en autoclave.

Si vas a hacer medio YPD soélido, agrega 20 g de agar antes de esterilizar

Si vas a hacer medio YPD/zeocina 0.01 %, después de esterilizar en
autoclave, deja enfriar (~60°C) y agrega 1 mL de un stock de zeocina (100
mg/mL) para obtener una concentracion final de 100 ug/mL.

Medio Y

Extracto de levaduraa 3 %

Medio LOTO con glicerol al 1% para 25 mL

Todo el material se esteriliza en autoclave (matraces, medio Y, amortiguador,
glicerol) y esterilizar por filtracién (solucién de vitaminas y elementos trazas) y se
mezclan las siguientes cantidades:

Medio Y 20 mL

Fosfatos de potasio 100 mM, pH 6.0 2.5mL

Solucién vitaminas 0.1 mL

Solucion de elementos trazas 0.1 mL

Glicerol 10% 2.5 mL

Mezclar bien y almacenar a 4°C, la vida util del medio es aproximadamente
dos meses.

Medio LOTO con metanol al 3%

Todo el material se esteriliza en autoclave (matraces, medio Y, amortiguador,
glicerol) y esterilizar por filtracion (solucion de vitaminas y elementos trazas) y se
mezclan las siguientes cantidades:

Medio Y 21.75 mL

Fosfatos de potasio 100 mM, pH 6.0, 2.5 mL

Solucién vitaminas 0.1 mL

Solucién de elementos trazas 0.1 mL

Metanol 100% 0.75 mL

Mezclar bien y almacenar a 4°C, la vida util del medio es aproximadamente
dos meses sin anadir el metanol.
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Soluciones stock
Glicerol 10%

Mezcla 126 g de glicerol con 900 ml de agua y esteriliza por autoclave. Almacena a
temperatura ambiente, la vida media de esta solucién es un poco mas de un afio.

Vitaminas (para 100 mL)

Pantotenato de calcio 80 mg, myo-inositol 800 mg, dicloruro de tiamina 80 mg,
hidrocloruro de piridoxina 80 mg, acido nictinico 20 mg, D(+) biotina 80 mg K2ZHPO4
400 mg.

Cada vitamina se va disolviendo una a una en el 70% del volumen de la solucion y
se esteriliza por filtracion.

Elementos trazas (para 100 mL)

FeS0O4 7H20 6.5 g, CuS0O4 5H20 0.6 g, ZnSO4 7H20 2 g, MnSO4eH20 0.3 g, KiI
0.042 g, H3BO3 0.01 g, Na2MoO4e2H20 0.1 g, H2S04 98% (v/v) 1 mL

Cada compuesto se va disolviendo uno a uno en el 70% del volumen de la solucién
y se esteriliza por filtracion.

13.6. Preparacion de soluciones amortiguadoras y soluciones stock

Glicerol 10%: Mezcla 100 ml de glicerol con 900 ml de agua y esteriliza por
filtracion o autoclave. Almacena a temperatura ambiente, la vida media de esta
solucion es un poco mas de un afio.

Amortiguador de fosfatos de sodio pH 7 (Na2zHPO4/NaH2P0O4) 50 mM: Disolver
0.426 g de fosfato de sodio monohidratado y 0.522 g de fosfato dibasico de sodio
heptahidratado en 70 mL de agua desionizada, ajustar el pH a 7 con NaOH y
potenciometro, aforar a 100 mL.

Amortiguador de fosfatos de sodio pH 9 (NazHPO4/NaH2PO4) 50 mM: Disolver
0.01084 g de fosfato de sodio monohidratado y 1.3284 g de fosfato dibasico de
sodio heptahidratado en 70 mL de agua desionizada, ajustar el pH a 9 con NaOH
y potenciémetro, aforar a 100 mL.

Amortiguador Tris-HCL pH 9, 50 mM: Disolver 1.2114 g de tris en 150 mL de
agua desionizada, ajustar pH a 9 con HCI y potencidémetro, aforar a 200 mL.
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