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CHCls: Cloroformo.
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Gly-NaOH: sistema amortiguador glicina/hidréxido de sodio
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MeOH: Metanol.
MHET: Mono hidroxietil tereftalato.

NazHPO4/NaH2PO4: sistema amortiguador fosfato de sodio dibasico/fosfato de
sodio monobdasico

NaHCO3/Na2COs: sistema amortiguador bicarbonato de sodio/carbonato de sodio
NaOH: Hidroxido de sodio
PET: tereftalato de poli(etileno)

PET-1A: tereftalato de poli(etileno) de primera molido finamente proveniente de
empresa de reciclaje.

PET-3A: tereftalato de poli(etileno) de tercera molido proveniente de empresa de
reciclaje.

PET-GF: tereftalato de poli(etileno) de referencia distribuido por la empresa
Goodfellow®

PET-PC: tereftalato de poli(etileno) post-consumo (botellas de agua embotellada)
p-NPB: para-nitro fenil butirato

RAF: fase amorfa movil

Rt Factor de retencion

RMN-'H: Resonancia magnética nuclear de protones.

RP-HPLC: Reverse fase high performance liquid chromatography, cromatografia
de liquidos de alto rendimiento en fase reversa.

Tg: glass transition temperature, temperatura de transicion vitrea.
TLC: Thin layer chromatography, cromatografia en capa fina.
TPA: Acido tereftalico

Tris-HCI: sistema amortiguador tris(hidroximetil)Jaminometano/acido clorhidrico
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1 Resumen.

El presente proyecto se centra en la hidrolisis enzimatica del tereftalato de
poli(etileno) (PET) utilizando la cutinasa ANCUT 1 recombinante proveniente de
Aspergillus nidulans, con el objetivo de determinar las mejores condiciones de
reaccion, identificar y cuantificar los productos resultantes, y evaluar el impacto del
pretratamiento termo-mecanico sobre la estructura y degradacion del PET. Se
evaluaron variables como tipo y concentracion de amortiguador, proporcién de
sustrato y enzima, agitacion y temperatura, encontrandose que las mejores
condiciones para la hidrdlisis fueron amortiguador Tris-HCl a 50 mM, pH 9, 800 rpm,
200 mg PET y una concentracién enzimética de 10,000 U/mL en 1 mL de reaccion.
Los principales productos identificados fueron TPA, MHET y BHET. ANCUT 1
presento inhibicion por la acumulacion del MHET. Por otro lado, se identificaron
compuestos en RP-HPLC en tiempos de retencion superiores a los monémeros de
referencia, indicativo de la posible formacion de oligémeros.

Se determind que la fraccion MAF del PET, con una cristalinidad baja (6-12%), es
la mas susceptible a la hidrélisis enzimatica por ANCUT 1, lo que resulté en una
mayor produccion de monomeros. El pretratamiento térmico aplicado al PET post
consumo redujo su cristalinidad en un 71%, aumentando la fraccién MAF en un 11%
respecto al PET de referencia con baja cristalinidad, lo que favorecio la degradacion.
Asimismo, la crio-molienda mejoré la eficiencia de hidrdlisis del PET en polvo
respecto a la lograda con el PET en lamina, PET de botellas (~200 veces), PET de

botellas con tratamiento térmico (~4 veces) y PET de referencia (~3 veces).

Esta investigacion aporta avances relevantes en el campo de la degradacion y
reciclaje enzimatico del PET, promoviendo métodos mas sostenibles para la gestion

de residuos plasticos.
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2 Marco Tedrico.
2.1 Tereftalato de poli(etileno) (PET).

El PET (Figura 1) es un poliéster aromatico sintético derivado del petréleo. Se
clasifica como un termopléstico semi cristalino conformado por las unidades
estructurales: etilenglicol (EG) y tereftalato de dimetilo (DMT), o EG y acido
tereftalico (TPA). Al condensarse los monémeros es formado el enlace éster,

elimindndose metanol o agua, respectivamente.

TPA
o . BHET
Ag'd" tereftalico Bis(2-Hidroxietil) tereftalato
Etilenglicol OH
OH
HO HO™ >
OH
0.__0
1) 0] -H,O .
N
0 -CH3OH 57> ¢
DMT
Dimetil tereftalato
OH
PET
Tereftalato de poli(etileno)
O
1O
- \/\O

L an

Figura 1. Reacciones para la sintesis de PET partiendo de los monémeros TPA y DMT. Elaboracién propia.

Los termoplasticos pueden ser moldeados a través de procesos termo-mecanicos,
constituyendo estos la mayor proporcion con fines comerciales. Generalmente, los
termoplasticos no cristalizan a fase soélida facilmente a través de enfriamiento, esto
por la alta viscosidad, pues es necesario el ordenamiento de las macromoléculas
que se encuentran altamente enredadas en estado liquido. Las zonas que si

cristalizan no forman materiales perfectamente cristalinos, sino materiales semi
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cristalinos con dos regiones, cristalinas y amorfas (Figura 2). Al ser sometido el PET
al proceso de moldeado termo-mecanico se lleva a cabo un cambio en el historial
térmico del material, resultando asi perfiles de cristalinidad y microestructuras
distintas al material de partida. Este proceso de reciclaje del PET tiene limitantes,
entre estas un numero limitado de ciclos de reciclaje, pues las propiedades
mecanicas del material pueden debilitarse, como la fuerza tensil y la de impacto
(Rosliy Ahmad, 2021). Al incrementar el nimero de ciclos las cadenas del polimero
se rompen, disminuye el peso molecular, lo que reduce la resistencia a la traccion,
asi como también disminuye la capacidad de barrera, lo que permite la permeacion
de gases y la claridad del material que son inconvenientes para aplicaciones en
contenedores de grado alimenticio, en particular para bebidas embotelladas
(Damayanti & Wu, 2021, Jang, Sadeghi & Seo, 2022).

Fase cristalina

= )
-

K

A) B)

Figura 2. A) material semicristalino, B) material amorfo. Modificado de Armas, F. (2014).

Fase amorfa

Las fases cristalinas de estos polimeros son caracterizadas por su temperatura de
fusion (Tm) por encima de la cual los polimeros pueden ser convertidos en artefactos
por técnicas convencionales de procesamiento de polimeros como extrusion,

moldeado por inyeccion y moldeado por compresion (Lopez, 2004).
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2.2 Propiedades del PET.

Algunas de las propiedades que caracterizan al PET como polimero son su
temperatura de transicion vitrea (Tg), su temperatura de fusion (Tm) y el grado de
cristalinidad (% Cri). Este material cuenta con una Tg reportada de 80 °C, sin
embargo, medida en agua alcanza alrededor de los 60 °C (Tabla 1). Durante la
transicion vitrea, el material duro y sélido pasa a ser un material mas blando,
predominando regiones amorfas del material. La Tm del PET (Tabla 1) es un
parametro de identificacion al compararlo con otros plasticos y se ven involucradas
las regiones cristalinas. La cristalinidad del PET va en relacion con el uso final que
tendra el material. En el caso del presente proyecto, se tiene reportada una
cristalinidad del 0-20 % (Mduller et al.,2005; Ronkvist et al.,2009; Lu, H., et al., 2022;
Sonnendecker et al.,2022) para PET amorfo (PET-GF) y del 30-37 % (Ronkvist et
al., 2009, Lu, H., et al., 2022) para botellas (PET-PC, posconsumo). A botellas de
PET-PC se les ha determinado el % Cri por secciones y se ha encontrado un perfil
variable, que va de 1.2 %y 11.7 % (cuello y base respectivamente) hasta 33.8 %
(cuerpo) (Lu, H., et al., 2022).

Tabla 1. Propiedades del PET.

Propiedad Valor reportado Referencia
T 70-80 °C Lu, H., et al., 2022
60-65 °C (en solucion). Demirel, B., et al., 2011

Farah, S., 2015
Demirel, B., et al., 2011

Tm 250-260 °C

%Cri 35 % (botellas)
oCrl Lu, H., etal., 2022
0-20 % (Ic-PET, Googfellow®)
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2.3 Calorimetria Diferencial de Barrido y Espectroscopia de infrarrojo para

caracterizar PET.

La caracterizacion del PET puede llevarse a cabo por multiples técnicas con la
finalidad de determinar las propiedades y estructura del material. Dentro de estas
encontramos la calorimetria diferencial de barrido (DSC, por siglas en inglés) y la
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier por reflectancia total

atenuada (ATR-FTIR, por siglas en inglés).

La DSC es una técnica que mide el flujo de calor absorbido o emitido entre una
muestra y una referencia durante el calentamiento o enfriamiento en un rango de
temperatura y tiempo definidos. La DSC da como resultado una representacion
grafica que permite identificar transiciones de segundo orden como la transicion
vitrea y de primer orden como la fusién y la cristalizacion. En la Figura 3 se presenta
un termograma caracteristico del PET del cual se puede obtener informacion como
la temperatura de transicion vitrea (Tg), la temperatura de fusion (Tm), la entalpia
de fusion (AH,,), la temperatura de cristalizacion (Tc) y la entalpia de cristalizacién
(AH..). Estos datos sirven como componentes para determinar el grado de
cristalinidad del material analizado como se indica en la Ecuacion 1 (Thombson, et
al., 2022).

%Cri = % *100 ... (Ecuacion 1)

m

AH,,: entalpia de fusién de la muestra (Jgt). AH,.: Entalpia de cristalizacién (Jg?).
Ambos valores son obtenidos del termograma a partir de la integral del area bajo la
curva. AHY,: entalpia de fusion (140.10 Jg?t) de una muestra de PET 100% cristalino
(Kawali, F., et al., 2022, Vertommen, 2005).
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Exotérmico

Melting 248'C

Glass Transition Temp 79C  Crystallinty148.86'C

Endotérmico

Flujo de calor (mW/mg)

Temperatura (°C)

Figura 3. Espectro de DSC del PET. Imagen tomada de Demirel, B., et al., 2011.

En esta técnica se puede hacer uso de uno a varios ciclos de calentamiento-
enfriamiento que permiten obtener informacion sobre determinadas caracteristicas
de una muestra: Temperatura de transicion vitrea, temperatura de fusion, entalpia
de fusion o cristalizacion, porcentaje de cristalinidad, calor especifico, pureza, entre
otros. El primer ciclo de calentamiento que se realiza se enfoca en conocer el
historial térmico del material. Este historial térmico involucra proceso de produccién
del material o el envejecimiento del material por las condiciones de almacenamiento.
Un segundo ciclo de calentamiento-enfriamiento o mas permite conocer otras
caracteristicas de la muestra, siendo necesario borrar su historial térmico para
obtener resultados precisos y reproducibles. El borrado del historial térmico en DSC
se refiere a la eliminacion de cualquier efecto térmico previo que pueda haber

afectado a la muestra.

Para realizar el “borrado” de historial térmico, generalmente procede como se enlista

a continuacion:

Calentamiento Inicial: Se recomienda calentar la muestra en un primer ciclo 10°C
por arriba de la Tg. Por lo general si esto no se hace, en un gréafico de flujo de calor
vs temperatura, se obtiene una sefial similar a un pico endotérmico el cual es
conocido como recuperacién endotérmica relacionada con el alineamiento de las
cadenas del polimero PET y que al calentar sucede un efecto de relajacion

molecular de las cadenas del polimero.
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Enfriamiento Controlado: Después del calentamiento, la muestra se enfria de
manera controlada para asegurar que cualquier estructura térmica previa haya sido

eliminada.

Recalentamiento: La muestra se vuelve a calentar de acuerdo con el rango de

temperatura del analisis.

La ATR-FTIR se ha transformado en una técnica estdndar para la obtencion de
espectros ingrarrojo (IR). La luz infrarroja (IR), en multiples longitudes de onda,
atraviesa un cristal de cierto material (germanio o diamante) e interactia con la
muestra que se encuentra en contacto sobre el cristal. La técnica se fundamenta en
el hecho de que las moléculas absorben la luz IR, transformandola en energia
vibracional. Esta vibracién es propia de la naturaleza de los distintos enlaces
quimicos presentes entre los atomos de la muestra (organica o inorganica) a
analizar. Los espectros IR se presentan como una relacion entre la intensidad de
energia transmitida o absorbida en funcién del inverso de la longitud de onda
(nimero de onda, cm™) mostrando sefiales caracteristicas asemejandose a una
“huella digital molecular” de la muestra permitiendo identificar los grupos funcionales

presentes (Peltzer y Simoneaau, 2013).
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Figura 4. Espectro de FT-IR del PET y sefiales caracteristicas. Tomado y modificado de Peltzer y Simoneaau,
2013.

Tabla 2. Nimeros de onda relacionados con la caracterizacion del PET a través de la técnica ATR-FTIR
(Donelli et al., 2010).

Numero de onda. Asignacion.
793 Flexion fuera del plano de C-H en el anillo.
898 Balanceo del CHz en el glicol
973 Estiramiento del C-O en el glicol.
1018 Estiramiento C-C en el anillo.
1090 Estiramiento C-O del éster.
1240 Estiramiento C(=0)-O del éster.
1340 Estiramiento del CH: en el glicol.
1370 Estiramiento del CHz en el glicol.
1408 Estiramiento C-C en el anillo.

Estudios multiples de ATR-FTIR han servido para identificar las bandas
caracteristicas de los grupos funcionales presentes en la molécula del PET (Tabla

2). De tal forma que la vasta informacibn ha permitido diferenciar las
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microestructuras que hay presentes en el PET dentro de su “huella digital”.
Anteriormente se habl6 de las fases amorfa y cristalina en la compleja matriz del
polimero. Ante esto, ya es bien conocida la presencia de las microestructuras
denominadas zona amorfa movil (MAF) y zona amorfa rigida (RAF) donde
predominan las conformaciones gauche y trans del etilenglicol respectivamente
(Figura 5). Estas conformaciones son caracterizadas por sefiales asociadas a las
vibraciones del fragmento del etilenglicol. Zona Trans: 1471, 1341, 1123, 972, 849
cmy zona Gauche: 1371, 1044, 898 cm™.

OH OH

Figura 5. Proyecciones de Newman de las configuraciones Trans (izquierda) y Gauche (derecha) del etilenglicol
de acuerdo con las microestructuras RAF y MAF respectivamente presentes en el PET de acuerdo con Wei, R.
et al (2019).

Numerosos investigadores han proporcionado evidencia del uso de determinadas
relaciones de sefiales en ATR-FTIR para la caracterizacibn de microestructuras
MAF y RAF, utilizando sefiales de referencia interna para normalizar los datos en
analisis cuantitativos. Las sefales mas usadas como referencias internas son 790
y 1410 cm?. Estas sefales, idealmente, no deben mostrar ninguna dependencia de
orientacion, estructura o conformacion de la cadena polimérica. Ademas, la
ubicacion de la banda de referencia debe ser cercana a la frecuencia de la banda
de interés. (Jain y Gupta, 1990; Walls, 1991; Smole y Zipper, 2002; Donelli, et al.,
2010). Las relaciones y ecuaciones citadas por estos autores para la caracterizacion

del PET a través de esta técnica son presentadas a continuacion.

A =2 —log (%T), siendo T la transmitancia. ... (Ecuacion 2)

Fraccion trans total (Cri + RAF): f% ... (Ecuacion 3)
793
Fraccion gauche (MAF): % ... (Ecuacion 4)
793
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2.4 Plasticos.

Los plasticos incluyen a varios grupos quimicos, entre ellos los denominados
poliésteres, polimeros que contienen el grupo funcional éster como unidn entre sus
mondmeros, 0 mejor conocidos como plasticos (el PET, PBS, PLA y PCL por
mencionar algunos, Figura 6). A pesar de haber facilitado la vida diaria por su gran
maleabilidad, resistencia, ligereza, asi como otras propiedades, se ha convertido en
una fuerte problematica ambiental debido al incremento constante en su demanda.
Con la produccion comprendida alrededor de 65 millones de toneladas métricas
anuales, el PET se sitia como el segundo plastico mas producido a nivel mundial
(Shah et al, 2008, Ellis et al, 2021).

‘ Poli(butilen succinato) (PBS) ’ [ Acido poli(lactico) (PLA) ]
0]
O
- /\/\/O\ T o’ )
~ O SN
CH

(6] n 3 n

[ Poli(caprolactona) (PCL)] [ Tereftalato de poli(etileno) (PET)]

o @)
M ”O\/\
(0]
n
_ oN

Figura 6. Unidades estructurales de algunos poliésteres. Elaboracién propia.

Basado en estimaciones realizadas por la ONU, cada afio se hace uso de 500 mil
millones de bolsas de plastico a nivel mundial, siendo esta ultima década la de
mayor produccién de plasticos. Poniéndolo en nimeros, de 1950 a 2015, fueron
producidos 8300 millones de toneladas métricas de plasticos virgenes
mundialmente y se estima que la demanda continue siendo incluso duplicado o
triplicado este valor para el 2030. Aunado a esto, los plasticos de un solo uso
representan el 50 % de los producidos al afio. En el 2018, el estimado de residuos
plasticos generados fue de 2010 millones de toneladas métricas, siendo reciclados

el 9 %, incinerados un 12 % y el 79 % de los residuos terminaron acumulados en
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vertederos, rellenos sanitarios o en el ambiente (Kaza et al., 2018). Ademas, como
consecuencia de la pandemia por COVID-19 y dentro de sus muchas implicaciones,
se tuvo un incremento considerable en cuanto a la generacion y consumo de
plasticos (S&P Global, 2021).

En contexto nacional, el Programa De Gestion Integral De Residuos Para La Ciudad
De México calcula que el afio 2019 se tuvo una produccion de 13149 ton/dia de
residuos sélidos urbanos (RSU) (1.40 kg/hab/dia) representando los desechos de
plasticos el 13.21 %, y de este porcentaje entre el 2.8 al 5.44 % el PET (SEDEMA,
2021). Dicho esto, México es uno de los principales consumidores de refrescos y
agua embotellada en el mundo. Tan solo en el 2009, se tuvo el estimado de un
consumo de 790,000 toneladas de PET en México, siendo 552,140 toneladas
destinadas a la fabricacion de botellas no retornables para distintos consumibles.

2.5 Estrategias en la degradacion de plasticos.

Debido a la descomunal acumulacion que vivimos hoy en dia en cuanto a residuos
plasticos, se han puesto los 0jos en la logistica para su recoleccion y tratamiento.
Sin embargo, este es un tema complejo que involucra tanto al gobierno, la sociedad

y la industria.

La acumulacion de plasticos en el planeta (vertederos o ecosistemas) ha forzado la
implementacion de esfuerzos en el aprovechamiento de estos residuos a través de
técnicas de reciclaje (Khairul Anuar et al, 2022; Kushwaha, A. et al, 2023). Dentro
de los principales tratamientos para su disposicién se encuentran el quimico y la
incineracion (Figura 7). El método quimico conlleva el uso de acidos o bases fuertes,
disolventes, catalizadores y condiciones extremas para favorecer la hidrolisis del
polimero y aprovechar los monémeros u oligobmeros en la generacion de nuevos
materiales. La incineracion conlleva a la produccion significativa de gases de efecto
invernadero, como el diéxido de carbono, favoreciendo el calentamiento global. El
procesamiento térmico de los termoplastico para la produccién de nuevos productos
(textiles, contenedores, etc.) basados en este material es factible, sin embargo, los
nuevos productos poseen una calidad inferior. Ante esto, la biocatalisis se ve como

una tecnologia ambiciosa y prometedora en la hidrélisis de polimeros sintéticos. La
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premisa es llevar a cabo la hidrdlisis del material hasta los monomeros (EG y TPA)
con las ventajas de disminuir las condiciones extremas de reaccion, reducir el
consumo energético, disminuir el uso de sustancias téxicas y producir los
mondmeros de partida para la formacion de una resina virgen con la cual formar

nuevamente PET de alta calidad.

Residuos de PET. Termo-oxidativo.

\ Mecaénico.

Bioldgico

Figura 7. Tratamientos de reciclaje del PET de acuerdo con Kushwaha, A. et al, 2023 y Khairul Anuar et al,
2022.

La biodegradacion de polimeros ha estado en auge durante los ultimos afios. La
degradacion con el uso de microorganismos e€s un proceso que requiere la
secrecion de enzimas extracelulares que despolimericen los poliésteres fuera de la
célula produciendo moléculas mas pequefias (mondémeros, dimeros, oligdmeros) y
posteriormente ser transportados hacia el microorganismo para metabolizarlos y
utilizarlos en la generacién de biomasa y productos como diéxido de carbono, agua,
metano, etc (Figura 8). El objetivo entonces es hacer uso de los microorganismos,
o bien las enzimas responsables de la capacidad de estos en la degradacion del
PET.




Intermediarios son
internalizados a la
célula.

intermediarios pequefos
se disuelven en el medio.

MONOMEROS
== OLIGOMEROS

Enzimas interactuan con la
superficie y rompen las cadenas
del polimero.

Figura 8. Mecanismo general de biodegradacion de plasticos a través de la accidon de microorganismos bajo
condiciones aerobias. Se muestra la secrecion de enzimas que son necesaria para la hidrélisis del poliéster y
su posterior internalizacién en el microorganismo para su metabolismo. Adaptado de Miller, 2005.

Limitantes en este proceso son la baja afinidad de las enzimas por el sustrato, su
tamafio y la estructura semi cristalina del plastico. Sin embargo, enzimas
extracelulares como las cutinasas secretadas por hongos como Aspergillus
nidulans, al poder degradar la cutina (biopolimero complejo compuesto por acidos
grasos esterificados, Figura 9), son candidatas para la degradacién de residuos de

PET al reconocer los enlaces éster con la diferencia de la presencia de los grupos

fenilo.

Figura 9. Unidad estructural de la cutina. Cadenas de &cidos grasos con longitudes entre 14 a 18 carbonos

y

Produccion de
CO,, H,0,
Otros metabdlitos.

)

‘sale|n|goelxa

SBWIZUS 8P UQI08I08G

[

Enzimas
extracelulares,

esterificadas que pueden llegar a estar epoxiladas. Adaptado de Kolattukudy et al, 1980.
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2.6 Aplicaciones de los monémeros del PET.

Cualquiera que se la via de degradacion del PET, todas comparten algo en comun:
la obtencion de los mondmeros. La importancia recae en el aprovechamiento de
estos en la produccion de nuevas resinas virgenes para la produccion de materiales
o0 en la sintesis de derivados de interés en multiples areas, como la textil, médica o

investigacion (Tabla 3).

Tabla 3. Algunos ejemplos de aplicaciones de los monémeros del PET.

Areade _
Monémero Producto L Referencia
aplicacion
Alimentos y _
TPA Botellas de PET ) Tournier et al., 2020
bebidas
TPA Colorantes Textil Fahim et al., 2019
BHET/MHET Hidrazona macrociclica Médica Fahim et al., 2019
) L de Queiros Eugenio et
MHET Compuesto de referencia Investigacion
al., 2022b
ditioamidas del acido _
TPA Médica Bak et al., 2023

tereftalico

Plastificante (diisooctil _
PET/TPA Materiales Cao et al., 2022
tereftalato, DOTP)

2.7 Cutinasas.
Algunos microorganismos, principalmente hongos filamentosos y bacterias, tienen
la capacidad de llevar a cabo la hidrélisis de la cutina (componente estructural en la
cuticula de plantas) por medio de enzimas denominadas cutinasas (E.C 3.1.1.74).
Estas enzimas pertenecen a la superfamilia de las a/ B hidrolasas (Figura 10).
Suelen tener un peso molecular comprendido entre los 20 - 60 kDa. La arquitectura
del sitio activo de las cutinasas esta compuesta por la clasica triada catalitica de los
aminoacidos Ser-Asp/Glu-His, igual que las esterasas, lipasas y carboxilesterasa
(Fontes y Alves, 2009). La triada catalitica Ser-Asp-His, es accesible al disolvente y
estd localizada la superficie de la proteina. Ahora bien, la actividad catalitica

procede en una cavidad oxianiénica que permite la estabilizacion del sustrato
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posterior al ataque de la serina. El mecanismo de hidrdlisis (Figura 11) se basa en
el residuo de His funcionando como una base y el oxigeno de Ser es quien realiza
el ataque nucleofilico al carbonilo del enlace éster del sustrato, como resultado se
forma el intermediario tetraédrico, estabilizado por medio de puentes de hidrégeno
que se forman con los residuos de la cavidad oxianidnica. La histidina sigue
actuando como base y provoca la ruptura del enlace éster causando la liberacion
de un alcohol y la formacion de la enzima acilada. Esta ultima se hidroliza y se

generan el &cido graso y la enzima libre (Neves-Petersen et al., 2001).

Hi= 188
Sari20 AHE 17
- smsmm -

B =T&rrr

L N =1=]

C-terrm

Figura 10. Plegamiento a/B de la cutinasa de F. solani f. sp. pisi. Se muestra la triada catalitica en el sitio
activo rodeado por las lineas rojas punteadas (Ser120-Aspl75-His 188). Cadenas @ (flechas negras), hélices
a (rectangulos blancos marcados de la A - F) Tomado de Egmond y de Vlieg, 2000.

Cabe mencionar que las cutinasas tienen la capacidad de hidrolizar otros sustratos
distintos a la cutina, entre estos: ésteres, polimeros sintéticos o naturales. (Liang y
Zou et al, 2022).
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Figura 11. Mecanismo catalitico de las serin hidrolasas. Figura tomada de Jaeger et al., 1999.

2.8 Cutinasas en la degradacion de PET.

En la bibliografia se tienen reportadas cutinasas capaces de llevar a cabo la
hidrolisis del PET (Tabla 4). Muller et al. en el 2005 observo el fenémeno de hidrdlisis
del PET por primera ocasion. La estrategia se bas6 en poner a reaccionar la enzima
de Thermobifida fusca con PET comercial, llevando a cabo un recambio de enzima

cada semana.

Al observar la considerable pérdida de peso se continuaron estudios donde se
plantearon modificaciones de las hidrolasas producidas por Thermobifida fusca
DSM43793. Mientras pasaron los afios la investigacion dirigié su atencion a las
cutinasas, observando un mayor potencial en la hidrolisis de poliésteres. Multiples
estrategias han dado pie a obtener mejora en la degradacion del PET, pero no se
ha enfocado a poder hidrolizar este material con una elevada cristalinidad, tal es el
caso de Ronkvist et al., 2009 quienes pudieron degradar practicamente todo el PET
con cristalinidad del 7 + 0.5 %, pero sin poder detectar la degradacion de aquel con
37 £ 0.5 % (PET biorientado, boPET). Las mutaciones sitio dirigidas han dado
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igualmente buenos resultados en el mejoramiento de la degradacién de este
plastico, en ocasiones se busca inducir mejoras en cuanto a la termo estabilidad o
en cuanto a la afinidad del sitio activo por el sustrato. Otra técnica que ha sido de
gran utilidad es la metagendmica, muy util en el caso de recopilar informacién de
las enzimas de microorganismos que no pueden ser cultivados. La LCC es una
cutinasa aislada a partir del metagenoma de una planta de composta, tuvo la

capacidad de degradar hasta casi el 25 % de PET (Sulaiman et al., 2014).

Kawai, et al en 2019 propuso una clasificacion de las enzimas degradadoras de PET
como enzimas modificadoras de superficie o hidrolasas de PET. Las primeras como
lo indica el nombre son capaces de modificar Unicamente la superficie del material
como se observa en la Figura 12 hidrolizando las cadenas terminales o bien las
asas formadas por las mismas cadenas poliméricas, por otro lado, las hidrolasas
son capaces de hidrolizar el material incluso en el bloque central del PET (Figura
12).
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Figura 12. Superficie de PET y modificacion enzimética. Representacion del fendmeno de erosion superficial de
una enzima modificadora de superficie atacando principalmente a cadenas que sobresalen del bloque interno
del polimero (a) y de una enzima hidrolasa de PET capaz de atacar el blogue interno del polimero con
preferencia a zonas de baja cristalinidad (b). Se muestran imagenes de microscopia electronica de barrido
donde se evidencian cambios estructurales del material después de reaccion con ambos tipos de enzimas.
Tomado y modificado de Kawai et al., (2019).

A través de ingenieria enzimética se pudo mejorar la termoestabilidad de la LCC
pudiendo proceder la despolimerizacion a 70 °C, teniendo como resultado un grado
de conversion de aproximadamente el 90 % en menos de 10 h partiendo de PET
post-consumo con color (PcW-PET). En este caso se reporta que es necesario llevar
a cabo un pretratamiento del PET para conseguir esos niveles de degradacion
(Tabla 4). Finalmente, la enzima PHL7 es una hidrolasa de poliésteres obtenida a
partir de los metagenomas recolectados en distintos centros de compostaje
ubicados en Leipzig, Alemania (PHL, Polyester Hydrolases Leipzig). Sonnendecker
et al., 2022 lograron practicamente un 100% en pérdida de peso del PET amorfo
después de 16 h y de un envase comercial de PET en 48 h; sin embargo, hacen

mencion de que esta enzima no seria capaz de hidrolizar boPET (PET biorientado)
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debido a la elevada cristalinidad, siendo necesario aplicarle un pretratamiento para

hacerlo mas amorfo.

Tabla 4. Algunas cutinasas reportadas en la literatura para la hidrolisis de poliésteres.

Enzima T Tiembo Pérdida de Pretratamiento Cristalinidad nﬁc?r?(l')lri::rgz Ref
(°C) P peso del PET del PET (%) (4016 meros) :

Peliculas de PET

circulares (20-25 mg).

TiH 55 3sem  Aprox.500 -l  sometdo a 9-10 Muller et
fusion y presurizacion al.,2005
con prensa hidraulica.

Lavados con EtOH.
Valoracién con
‘a3 o ., NaOH 10 mM Ronko
HiC 70 9% h 97 3% oPEl RP-HPLC-UV onkvist et
No detectada (cortado en laminas 35 (TPA, BHET al.,2009
15x15 mm) MI’-iET) !
Preincubado a 50°C Valoracién con
en 1 ml de buffer 500 .
. PET amorfo NaOH 50 mM. Sulaiman et

LCC 50 24 h Aprox. 25 % mM Tns—HC'I (pH 8.0) (aprox. 10) RP-HPLC al. 2014

durante 5 min. (TPA, MHET)
Pulverizado. !
Extrusion
ICCG o
WCCG 72 20h 82 %* (265-360°C) 15 UHPLC Tournier et
(variantes 72 15h 85 %* Micronizacion 15 (TPA, BHET, al.,2020
LCO) (D90:[x<400um]; MHET)** N
D50:[200<x<250pum])
60 16 h >90 % G-PET 5-7
Recipiente completo
l&minas 3x3 cm
(17.43 g) Contenedor HPLC
cti::;a Termoformado de (TPA, BHET, S%r:r;?nggglger
Lavado con SDS PET MHET)** v
48 h 98.6 % “ »
0.5%, agua amorfo’
desionizada y EtOH
70%, secado 50°C No se indica.

toda la noche,
laminas de 3x3 cm?.

* Se reporta no como pérdida de peso, sino como porcentaje de despolimerizacién basado en el consumo de NaOH. Se reportan 85.6% y
88.6% de PET residual después de la reaccion en biorreactores de 500 mL.
** Reportado como TPAeq (Mgrraeg*h™* Mgenzima®). BOPET: PET biorientado. IcPET: low cristalinity low-crystallinity PET. Elaboracion propia.

Como se ha visto, los estudios que abordaron la hidrolisis enfocada en la
cristalinidad del sustrato han tenido resultados favorables, pero esto al tratarse de
PET con un porcentaje de cristalinidad bajo (4 — 15 %). A pesar de esto, los
resultados con el PET comercial de Goodfellow® de baja cristalinidad no se
aproximan a los materiales encontrados en el dia a dia. Asi entonces, se refuerza
la idea de aplicar el pretratamiento adecuado a dichos residuos que permita la

degradacion enzimatica de este plastico.
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2.9 Microorganismos productores de cutinasas.

Las cutinasas son enzimas hidroliticas cuya produccidén se descubrié en hongos
fitopatdgenos que crecian en medios donde la principal fuente de carbono era la
cutina (Purdy y Kolattukudy, 1973). Las cutinasas principales que se han aislado
han sido a partir de hongos fitopatdgenos, sin embargo, se ha reportado la
produccion de cutinasas en el polen de plantas, bacterias, levaduras y por hongos
no patdgenos (Tabla 5). Su induccion se lleva a cabo principalmente con el uso de
cutina o un hidrolizado de este, ademas, el aceite de oliva y alcoholes n-alifaticos
también son buenos inductores. Por otro lado, la glucosa y el glicerol son ejemplos

de represores en la expresion de estas enzimas (Lin y Kolattukudy, 1980).

Tabla 5. Microorganismos productores de cutinasas. Tomado y modificado de Dutta et al, 2009.

Género Especie Referencia
oryzae Maeda et al., 2002
Aspergillus flavus Guo et al., 1996
n nidulans Castro-Ochoa et al., 2012
S, Fusarium solani pisi Martinez et al., 1992
S Humicola insolens Rongvist et al., 2009
L Thermobifida fusca Du et al, 2007; Chen et al., 2008
Thermobifida alba Ribitsch et al., 2012
Saccharomonospora viridis Kawai et al., 2014
@ Pseudozyma jejuensis Seo et al., 2007.
S
S
9 Cryptococcus sp. Masaki et al., 2005.
c Tropaelum majus Maiti et al., 1979
)
©
o Brassica napus Hiscock et al., 1994

2.10 Cutinasas de Aspergillus nidulans.
Aspergillus nidulans es utilizado como modelo biotecnolégico ya que desde el afio
2008 se cuenta con su genoma secuenciado por completo. Este contiene un total
de 10,560 genes codificantes de los cuales 4 se han identificado como genes que
codifican para distintas cutinasas (Galagan et al., 2005). En la Tabla 6 se muestra

la informacién recabada sobre estas cuatro enzimas.
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A. nidulans posee cuatro cutinasas, que responden a diferentes mecanismos de
regulacion, en algunos casos relacionados con el metabolismo de lipidos. Ademas,
se ha visto que 3 de estas son usadas ampliamente durante el mecanismo de
infeccion en plantas, y la ANCUT 4 se expresa como medida de defensa ante la
respuesta de la planta al hacer frente a la infeccion (Bermudez, 2020).

Tabla 6. Cutinasa identificadas en A. nidulans.

No. Localizaci
De PM Localizaci 6n
Gen Nombre , tedrico Pl , Actividad Referencia
aa’s 6n celular cromosom
(kDa) al
Esqueda
Dominguez,
2012;
Galagan et
AN5309 ANCUT1 213 22.4 6.35 Vv al.,2005;
Bermudez-Garcia,
2020
Bauer et al.,
2006; Bermudez-
AN7541 ANCUT2 254 260 4.90 VI Garcia,
: : Esterasay 2020
Extracelular N
cutinolitica
CastroOchoa et
al.,
2012; Bermudez-
AN7180 ANCUT 3 221 23.1 5.83 v Garcia,
2020
ANCUT Bastida,2018
AN1034 Bermudez-Garcia,
6 4+ 223 22.7 7.83 VI 2020

*Cutinasa expresada solamente bajo ciertas condiciones de estrés.

2.11 Produccion de cutinasas recombinantes de Aspergillus nidulans.

Aspergillus nidulans posee un patron complejo de proteinas secretadas al medio
extracelular, el cual varia dependiendo de la composicion del medio de cultivo
(fuente de carbono, nitrogeno, pH, T, oxigeno disuelto). Esto hace la purificacion
una tarea desafiante al estudiar las cuatro cutinasas nativas previamente
mencionadas, las cuales suelen estar en muy baja concentracion en el medio de
cultivo. Ademas de esto, el uso de cutina para su expresion al afiadirla al medio de

cultivo conlleva una alta inversibn economica y de tiempo. Ante esto se hace
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necesario el uso de un sistema de expresion heterdlogo que ofrezca la ventaja de

obtener mayores cantidades de enzima.

Para poder expresar las proteinas recombinantes se debe de hacer la seleccion del
sistema de expresion a utilizar, siempre considerando el origen de la proteina,
escogiendo asi entre un microorganismo eucarionte o procarionte asegurando que
la enzima pueda tener un plegamiento correcto y/o alguna modificacion

postraduccional para desempeniar la actividad correspondiente.

Pichia pastoris (Komagataella phaffii) es un organismo hospedero altamente usado
en la produccion de proteinas recombinantes en la industria biofarmacéutica y
enzimatica, esto debido a su capacidad de llevar a cabo muchas de las
modificaciones postraduccionales de proteinas que hacen los eucariontes
superiores que incluyen plegamiento de polipéptidos, O- y N-glicosilacion,
metilacion, fosforilacion (Zhang et al, 2011; Brando-Campos et al, 2019). Como
resultado, proteinas eucariéticas son procesadas correctamente y adquieren el
plegamiento adecuado ofreciendo entonces proteinas funcionales. P. pastoris se
caracteriza por un crecimiento rapido, es facil su manipulacién por vectores de
clonacion bien caracterizados, ademas no es patdgena para el ser humano siendo
considerada “Generalmente reconocido como seguro” (GRAS, por sus siglas en

ingés).

Otro factor importante es la seleccién del vector de clonacién. En particular el vector
pPICZa (Figura 13) es de gran utilidad en la expresion heterbloga en P. pastoris.
Este cuenta con el promotor del gen del alcohol oxidasa (AOX1 / AOX2) lo que le
permite crecer en presencia de metanol como Unica fuente de carbono. Cuenta con
el gen para la resistencia a Zeocina. Ademas, contiene el factor de acoplamiento a-
pre-pro de Saccharomyces cerevisiae. Este Ultimo permite que la proteina sea
secretada al medio extracelular, igual a como lo hace Aspergillus nidulans. Esta es
una ventaja debido a que P. pastoris secreta muy pocas proteinas en el medio de
cultivo y por lo tanto las proteinas recombinantes de interés estardn en mayor

proporcion.
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Figura 13. Mapa del vector pPICZa. (InvitrogenTM).

2.12 Variables involucradas en la hidrélisis enzimatica del PET.

En la hidrélisis enzimatica del PET se presentan multiples variables que pueden
influir en dicho proceso. Hay que considerar que se van a presentar variables
atribuibles al medio de reaccion, a la enzima a utilizar y al sustrato de partida (Castro
et al, 2023). Estos son los tres pilares primordiales para abordar en el reciclaje

biotecnoldgico de este polimero (Figura 14).

Hidrofobicidad Sustrato Sustrato. Produccién de la enzima.
superficial

% Cristalinidad

Presentacién v
del sustrato
Pretratamiento Pretratamiento.
v

0
/

0

Actividad
enzimatica
Tamafio de
particula Termoestabilidad

Enzi Temperatura 6ptima Concentracin
: i Hidrélisis del PET. — EDZIMA de la enzima
Medio de reaccién /
ncentracion .
Conce raclo Aditivos v
de amortiguador,
Recuperacién de
A L. monémeros.
Volumen de gitacion
reaccién

Produccién de botellas,
productos valor agregado

Amortiguador

Figura 14. Diagrama de bloques mostrando las etapas en la hidrdlisis biotecnoldgica de PET y el fenébmeno
multivariable considerando los tres pilares primordiales: sustrato, enzima y medio de reaccion. Elaboracién
propia.
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Se ha reportado que con la gran mayoria de las cutinasas se evidencia el fenébmeno
de hidrolisis del PET en materiales con una baja cristalinidad. Otra cosa que
considerar es la Tg del PET y que la enzima pueda actuar cercana a esta
temperatura, ya sea con el uso de aditivos (etilenglicol), presencia de iones o
mutaciones en residuos de aminoécidos de la enzima (Kawai et al, 2014; Then et
al, 2015; Wang et al, 2022). La capacidad de la enzima de trabajar cercana a la Tg
ha mostrado favorecer una conformacion del PET desordenada y movil que permita
la accesibilidad de la enzima a los enlaces éster. Por otro lado, trabajara T=Tg o
superior induciria el incremento progresivo de la cristalinidad del PET con el paso
del tiempo, lo cual es un factor negativo en la biodegradacion. El sistema acuoso de
la reaccion debe ser capaz de amortiguar el pH y mantenerlo para que la enzima
trabaje bajo el pH 6ptimo. Se sabe que las cutinasas en su mayoria trabajan a pH
alcalino. Se han probado multiples sistemas amortiguadores (Tris-HCI, Fosfatos,
NaOH-Gly, agua alcalina, MOPS, HEPES) y varia la actividad de cutinasa a cutinasa
con el uso de estos, lo que hace necesario para este trabajo saber en cual trabaja
mejor ANCUT 1 frente al PET. Otro punto es la agitacion, ya que el fenomeno de
adsorcidén-desorcion esta presente en este tipo de reacciones.
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2.13 Estrategias analiticas para la investigacion de la hidrdélisis enzimatica
del PET.

A través de los afios y con el incremento en el interés biotecnoldgico para el reciclaje
del PET, se han propuesto técnicas cuantitativas para el seguimiento de la actividad
de la enzima frente al polimero. En la Tabla 7 se enlistan algunas técnicas

mencionadas por (Pirillo et al., 2021).

Tabla 7. Métodos analiticos mas comunes en la investigacion de la degradacion enzimatica de PET.

Método

Principio

Potenciémetro.

Seguimiento del pH con el uso de
electrodos. Disminucion de pH debido a la
naturaleza acida de los monémeros.

Potenciométrico

Ensayo titrimétrico

Uso de dispositivo para mantener el pH
constante (pHstat) afiadiendo &cido o
base al medio. La cinética de la reaccién
se calcula basado en el consumo del
agente neutralizante en funcién del
tiempo.

Absorcion en el

rango de luz UV.

Medicion de la absorbancia de los
mondémeros totales producidos en la
hidrélisis del PET. Maximo de absorcién
entre 240-244 nm atribuible al anillo
aromatico. Ley de Lambert-Beer.

Turbidimetria

Cambio en la DOew en el medio
conteniendo nanoparticulas de PET
suspendidas en solucién. Disminucion de
la turbidez si hay actividad hidrolitica de la
enzima.

Espectrofotométrico

Ensayo
colorimétrico

Seguimiento del cambio en el color de la
solucion por un indicador acido-base (E;j.
Rojo de fenol con dos picos principales de
absorcién a 550 y 430 nm).

Conversion cuantitativa del producto

acido tereftalico (TPA) a acido

Ensayo hidroxitereftalico (HTA) a través de una
fluorométrico reaccion de Fenton modificada.

Deteccion midiendo fluorescencia a 421
nm (excitacion a 328 nm).

RP-HPLC

Deteccion 'y separacion de los
monomeros de hidrélisis del PET.
Detector UV en el maximo de absorcion
entre 240-244 nm atribuible al anillo
aromatico.

——
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2.14 Pretratamientos del PET.
La industria del reciclaje de los plasticos ha sido un negocio rentable para muchos.
En este proceso se ven involucradas multiples etapas de separacion y limpieza para
poder obtener los pellets de PET que se utilizaran en la produccion de nuevos
materiales. Entre estas etapas se ven involucrados pretratamientos que permiten
resolver conflictos que involucra el reciclaje de los distintos formatos del PET que
se encuentra en combinacion con otros compuestos como metales, tintas o aditivos.
Una revisién completa de estos pretratamientos es abordada en Kol et al., 2021.

Algunos son ejemplificados en la Tabla 8.

Tabla 8. Pre-tratamientos en el reciclaje de plasticos. Tomado y adaptado de Kol, et al., 2021.

Tecnologia Principio Aplicacion (Nivel)
Desodorizacién/ Extraccion con Escala industrial
desentintado acetato de etilo (Patentado).
_ Micelas con Etapa piloto
Desentintado )
tensoactivos
o A base de acidos Etapa industrial
Delaminacion o . i
organicos diluidos completa (China)
Extraccion sblido No disponible en

o liquido. (Ultrasbnica)  sector plastico. Se
Eliminacién de »
. reporta dificultad en
aditivos ) )
escalamiento a nivel

industrial.

Los pretratamientos del PET para su procesamiento por hidrélisis via enzimatica
pretenden abordar un objetivo central, obtener un material con baja cristalinidad (O-
15 %) partiendo de un material con alta cristalinidad (35-40 %). Dicho problema se
ha abordado a través de pretratamientos quimicos, fisicos, térmicos o sus
combinaciones. En la Tabla 9 se muestran algunas propuestas que han permitido
evidenciar cambios en la cristalinidad del PET o en la interaccion Enzima: Sustrato.
Una descripcion mas detallada de estos y otros pretratamientos es abordada por
Ciuffi et al., (2024).
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Tabla 9. Algunos pretratamientos utilizados en reacciones de hidrélisis enzimatica del PET.

Pretratamiento

Efecto

Referencia

Inmersiéon en NaOH
10 M/ 25°C [/ 24 h.

Disminucién en la cristalinidad. 33.70+0.05 % a
27.68+0.34 %

Giraldo, et al., 2023.

Criomolienda
(molienda con
temperatura
controlada con el uso
de N2 ).

Aumento de la cristalinidad en distintos tamafios
de particula partiendo de laminas de 0.5 x 0.5 cm
(PET-GF).
4.242 % a 11.0+1.8 % en 250 pm
4.242 % a 7.6t£1 % en 150 um
4.2+2 % a 14.3£2.3 % en <150 pm

Reduccion de la cristalinidad en menores
tamafios de particula partiendo de un PET
cristaino comercial en polvo (PET-HC,
Goodfellow®)
35.7+3.8 % en 250 um
35.7+3.8 % a 33.0+2.1 % de 250 pm a 150 um
35.7+£3.8 % a 32.5+1.7 % en de 250 um a <150

pm

Brizendine, et al.,
2022.
Tournier, et al., 2020.

Radiaciéon con luz UV
250 nm/ 14 dias

Exposicién de ldminas de PET (3.5 cm x 0.5
cm). Se observo disminucion de la Mn de 35000
a 29000 g/mol. Incremento en la cristalinidad y
reduccién de movilidad de las cadenas del PET

reduciendo la actividad hidrolitica de LC-

cutinasa.

Falkenstein et al.,
2020

Pretratamiento
térmico.
115°C / 5-35 min

Calentamiento de discos de PET (& 6mm) en
tubos Eppendorf de 2 mL. Se observé el
incremento de la cristalinidad al incrementar el

tiempo del tratamiento térmico. De 5 hasta 25 %.

(Thomsen et al.,
2022b)

Extrusion y

micronizacion.

Temperaturas utilizadas a través del extrusor:
265 °C, 280 °C, 280°C, 360 °C. Pellets
obtenidos se micronizaron con un disco

pulverizador a temperatura ambiente.
Disminucién considerable de la cristalinidad.
Hojuelas ~35 % a 14.6 % en polvo 200 pm a
250 pm.

Tournier, et al., 2020.
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En estas propuestas se puede apreciar que, si se parte de un material con baja
cristalinidad, el efecto de la generacién de calor por friccién en la molienda induce
la alineacion de las microestructuras moviles (nucleacion) en el PET, incrementando
asi la fraccion cristalina total. En el caso de partir de un material cristalino, se aprecia
una ligera disminucién en la cristalinidad, pero por lo reportado en la literatura, no
se pensaria que seria suficiente para que sea accesible la enzima en las fases
amorfas. El caso de un tratamiento alcalino, al ser un medio corrosivo, se espera
una modificacién de la superficie del plastico, esto entonces podria alterar a la vez
la cristalinidad al haber posibilidad de cortes por hidrélisis interna en al bloque del
PET. Sin embargo, la propuesta de Tournier et al, (2020) es en principio la mas
adecuada hasta el momento. Consiste en someter al material a temperaturas por
arriba del punto de fusién, borrar el historial térmico del PET vy, posteriormente,
enfriar para evitar la formacion de zonas cristalinas. Tras esto, se somete a
micronizacion o criomolienda para la obtencién del material en distintos tamafios de

particula con baja cristalinidad.
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3 Antecedentes.
En el grupo de trabajo se han identificado, clonado y caracterizado bioquimicamente
las cuatro cutinasas de Aspergillus nidulans descritas previamente. Hernandez en
el 2013 clond y expreso la ANCUTL1 de A. nidulans en Pichia pastoris X-33 utilizando
el vector pPICZa. Solis en 2015 llevd a cabo la caracterizacion bioquimica de la
ANCUT1 (Tabla 10).

Tabla 10. Caracterizacion bioquimica de la ANCUT 1 recombinante expresada en Pichia pastoris X-33. (Solis,
2015; Vega, 2013).

Propiedades bioquimicas

pH éptimo 9
Estabilidad al pH

(actividad residual)

pH 8/20% /1 h

Temperatura 6ptima 50°C

Estabilidad de la temperatura
o _ 70°C/30%/1h
(actividad residual)

Esteres de p-nitrofenilo
Especificidad de sustrato de cadena corta y

media

Acetona / Isopropanol /
3h

Estabilidad en disolventes

Durante la exploracién de las aplicaciones biotecnolégicas se encontr6 que estas
enzimas tienen la capacidad de llevar a cabo la degradacion de poliésteres (poli
lactico, policaprolactona, polibutilen succinato, polietilen succinato). Sanchez en
2015 comenzo la exploracion de este fendmeno probando condiciones de
degradacion (1500 U de enzima frente a p-NPA, 2mL de amortiguador de fosfatos,
50 mg de poliéster como laminas [polietilen succinato, policaprolactona, poli lactico,
polibutilen succinato y tereftalato de poli(etileno)], 225 rpm/ 72 h). En este primer
acercamiento se obtuvo una degradacion visible a las 24 h a través de la pérdida de
peso. Con respecto al PET (post consumo), la degradacion se observo, pero con un
muy bajo porcentaje en pérdida de peso (0.29 % / 72 h).
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Morales en el 2018 se dio a la tarea de mejorar las condiciones de reaccién para la
hidrolisis del PET con ANCUTL. Llevé a cabo las reacciones, pero considerando
gue era necesario implementar un pretratamiento mecanico (molienda) con el
objetivo de aumentar el area superficial y disminuir la cristalinidad del sustrato. En
este sentido las condiciones de reaccion (500 U, 50 mg PET malla #60 [0.25 mm],
amortiguador de fosfatos pH 7, 40 °C, 840 h afiadiendo 100 U/mL cada 72 h). En
este caso se utilizaron técnicas analiticas para evidenciar el fendmeno de
degradacion. La DSC, FT-IR, SEM, TLC y DLC permitieron evaluar la disminucion
de la cristalinidad (67.33 a 3.98 % en 4 semanas de reaccion), el cambio en la
morfologia del sustrato después de la reaccion y la produccién de oligobmeros con
menor peso molecular durante el avance de reaccion. Ademas, se propuso la
determinacion de monomeros de reaccion a través de HPLC de fase inversa,
identificando TPA y BHET, sin embargo, se presentaron dificultades en su

cuantificacion.

Mezcla entre ANCUT
1 y ANCUT 3 frente
a PET molido.

A3+A1 =317 ppm
TPA,, después de 28
dias.

Evaluacién de
) ENCUT 1y ANCUT2 4
Clpnacmn y vs PES, PCL, PLLA,
expresion de ANCUT |:| PBS, Bio-PET, PET.

Len Pichia pastors 0% = & Dérdida de masa. ,)

(Lovera-Espinosa y
(Hernandez, 2013) (Sanchez, 2015) VNS Torres-Jiménez, 2019).

(Solis, 2015) ANCUT 1 ANCUT 2 (Morales, 2018). ANCUT]1 ANCUT

e 5531 e @ 2 o 8 .

) Caracterizacitn o, k2
g erICZa g bioquimica de ANCUTI. ANCUlTlolli d‘;S PET

l ol
1l

AB.C

s Jf Condiciones optimas: & \ Sequimi ]
WO e o smmneus PN
p-NPA de la cristalinidad. DERE——

Figura 15. Antecedentes de la degradacion del PET con ANCUT 1 dentro del grupo de trabajo. Elaboracion
propia.

En el 2019, Lovera-Espinosa y Torres-Jiménez optimizaron condiciones de reaccion
de hidrolisis del PET con ANCUT 3. Durante esta exploracion, pusieron a reaccionar

a ANCUT 1 en combinaciéon con ANCUT 3 probando distintos érdenes de reaccién
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(primero ANCUT 1y luego ANCUT 3, viceversa e individualmente). Las condiciones
de reaccion (1000 U/mL, 50 mg PET tamiz #50, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH
9, 35°C, MgSO4 1 mM, 672 h). Los resultados permitieron ver un cambio en la
cristalinidad y determinar la concentracion de TPA producido. Para PET+ANCUTL1:
12.3 %Cri a 16.2 %Criy 3.5 ppm (0.035 %); PET+ANCUT1+ANCUT3: 12.3 %Cri a
16.1 %Cri y 8.5 ppm (0.085 %); PET+ANCUT3+ANCUT1: 12.3 a 15.3 %Cri y 317
ppm (3.17 %).

4 Justificacion.

El reciclaje del PET, por via enzimatica, es un tema de interés para reincorporar
estos residuos en un modelo de economia circular. Hasta el momento en el grupo
de trabajo se han desarrollado estudios para la degradacion de PET y otros plasticos
con enzimas recombinantes (cutinasas), provenientes de Aspergillus nidulans
expresadas en Pichia pastoris. Se tienen resultados importantes en relacion con
lograr la pérdida de peso y modificaciones estructurales de los polimeros
evidenciadas por microscopia electrénica de barrido. También se ha logrado reducir
el tiempo de reaccion (3 meses a 1 mes). A pesar de que la produccion de
mondmeros compite con los datos de varios trabajos reportados, no alcanza los
mejores rendimientos reportados a la fecha. Es necesario continuar en la
optimizacién de las condiciones en aras de reducir los tiempos y aumentar los
rendimientos de reaccion. Por otro lado, factores como control de pH y la agitacién
pueden ser controladas y estudiadas en un biorreactor, dispositivo objetivo para
pruebas piloto en la hidrélisis enzimatica de PET con ANCUT 1 y su posterior

escalamiento.

En este trabajo se llevaron a cabo reacciones de hidrélisis del PET utilizando
ANCUTL1 recombinante expresada en Pichia pastoris. Se emplearon PET post-
consumo (desechos) y PET amorfo (referencia) para evaluar el grado de

degradacion considerando la cristalinidad y las condiciones del medio de reaccion.
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5 Hipotesis.

La aplicacion de un pretratamiento termo-mecéanico al PET reduce la cristalinidad

del material, borra su historial térmico, mejora la eficiencia de ANCUT 1-sustrato

durante la hidrélisis e incrementa el rendimiento de los mondémeros de hidrélisis.

6 Objetivos.
6.1 General
v' Evaluar el impacto de modificar la cristalinidad del PET aplicando un

pretratamiento termo-mecanico en la hidrélisis enzimatica del polimero para

la obtencién de mondmeros de interés.

6.2 Particulares

v

Determinar las mejores condiciones de reaccion para la hidrdlisis enzimatica
del PET a escala laboratorio variando los factores: agitacion, temperatura,
iones, tipo de amortiguador, concentracion de amortiguador, proporcion de
enzima y proporcion de sustrato a través de la cuantificacion de los
monomeros producidos.

Identificar y cuantificar los productos de la reaccion de hidrdlisis enzimatica

del PET.

Identificar la fraccion del PET susceptible a hidrélisis enzimatica por ANCUT
1 por medio de andlisis ATR-IR y DSC.

Evaluar el impacto del pretratamiento termo-mecénico en la cristalinidad del
PET observando los perfiles de las estructuras internas en el PET (MAF, RAF
y Cri).

Evaluar el impacto del pretratamiento termo-mecéanico en la produccion de

monomeros a partir de diferentes presentaciones y origenes de PET.

44

——
| —



7 Metodologia.

Primera parte Segunda parte

Produccion ANCUT 1

Caracterizacion:

PET-GF (referencia) DSC: % Cri Pretratamiento termo-
mecanico de PET post
l ATR-IR: % RAF y % MAF. CONSUMo.

Evaluacion condiciones de
renceiom Reaccion con condiciones de
reaccion establecidas en
PET-GF.

Medio de

Medio de

reaccion

l

reaccion

l

Cuar?tificacién Cuantificacién de
% Cri, % RAF y monémeros Cuantificacién de

% MAF. monomeros

hidrolisis

Fraccion del PET susceptible a

Figura 16. Se llevd a cabo la produccion de la enzima ANCUTL1 a través de la reactivaciéon e induccion de la
cepa de Pichia pastoris X33-pPICZa-ANCUT1. En la primera etapa del trabajo se exploraron y determinaron las
condiciones de reaccion en la degradacion de PET con ANCUT 1 identificando y cuantificando los productos de
reaccion. En esta etapa también se determiné la fase del PET (RAF, MAF o cristalina) susceptible a hidrdlisis
por ANCUT 1. En la segunda etapa se caracterizd el sustrato para evaluar los cambios del material al ser
sometido al pretratamiento térmico y mecanico. Posterior a esto, se evalué el desempefio de ANCUT 1 en la

degradacion del material pretratado.
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7.1 Medios de cultivo.
Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo con lo descrito por Lovera-Espinosa
y Torres- Jiménez, 2019 con algunas modificaciones. En el Anexo A se describen

la preparacion de dichos medios y de las soluciones stock.

7.2 Reactivacion de Pichia pastoris.

Para la reactivacion de la levadura Pichia pastoris se inocularon 200 L de la cepa
X33-pPICZa-ANCUT1, cepa almacenada previamente en glicerol a -70°C. La
reactivacion se llevé a cabo en un matraz Erlenmeyer estéril con capacidad nominal
de 250 mL utilizando 25 mL de medio YPD / Zeocina 0.01%, de acuerdo con lo
reportado por Castro-Rodriguez, 2017 y Lovera-Espinosa y Torres-Jiménez, 2019.
Se incub6 por 24 horas a 29°C y 300 rpm con agitacién orbital (Innova 40, New
Brunswick Scientific, USA).

7.3 Crecimiento en medio LOTO Glicerol 1%.
Para la generacion de biomasa de la levadura, posterior a las 24 h de incubacién en

el medio YPD se procedio a centrifugar a 8500 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente (Tamb). Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el boton celular en 2
mL de medio Y (extracto de levadura 3%). El crecimiento se llevé a cabo en un
matraz EM estéril, con capacidad nominal de 250 mL, utilizando 25 mL de medio
LOTO -Glicerol 1% (ANEXO A, Figura 34) inoculando el medio hasta DOsoo= 1 U.A.

Se incubd por 24 horas a 29°C y 300 rpm con agitacion orbital.

7.4 Induccion de ANCUT 1 en medio LOTO Metanol 3%.

Para la induccion de la enzima ANCUT 1, posterior a las 24 h de incubacion en el
medio LOTO Glicerol 1%, las células de Pichia pastoris se centrifugaron a 8500 rpm
durante 10 min a Tamb, Se elimind el sobrenadante y se llevé a cabo un lavado
suspendiendo el boton celular en 10 mL de medio Y, centrifugando bajo las
condiciones ya mencionadas. Nuevamente se suspendio el boton celular en 2 mL
de medio Y. La expresion de la enzima recombinante se llevé a cabo en un matraz
EM estéril con capacidad nominal de 250 mL utilizando 25 mL de medio LOTO
Metanol 3%, donde el metanol fue el inductor de acuerdo con el vector pPICZa

utilizado para la expresion de ANCUT 1 que contiene la region promotora del alcohol
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oxidasa (ANEXO A, Figura 34). Se inocul6é el volumen necesario del botén
suspendido para alcanzar una DOsoo= 1 U.A. Se incubd por 24 horas a 29°C y 300
rpm con agitacion orbital. Al finalizar el tiempo de incubacion la biomasa se separo
del sobrenadante, centrifugando a 8500 rpm durante 10 min a Tamb €n una
centrifuga.

7.5 Concentracién del extracto enzimatico.

Para concentrar el extracto enzimético se usé un sistema Amicon de ultrafiltracion
con membrana de 10 kDa como limite de corte nominal. Para la conservacién del
extracto concentrado, este se hizo pasar a través de una membrana Millipore con

tamafo de poro de 22 um.

7.6 Cuantificacion de proteina total soluble en microplaca.

La cantidad de proteina se determind por el método de Bradford (sensibilidad: 1 -
100 pg; Bradford, 1976; Whiteley y Lee, 2006). Se realiz6 la dilucién correspondiente
con Tris-HCI 50 mM pH 9) para colocar por triplicado en la microplaca 160 pL de
esta dilucion y 40 uL del reactivo Bradford (Bio Rad). Se utiliz6 un blanco que consta
de 160 pL del amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9y 40 uL del reactivo Bradford. Se
homogeneizaron perfectamente los componentes para que se llevara a cabo la
reaccion. El color generado de la reaccion se cuantifico en el lector Epoch (Biotek)
utilizando el software Gen_5 1.10, a una absorbancia de 595 nm. El valor de

absorbancia se extrapol6 utilizando la grafica mostrada en el Anexo B (Figura 35).

7.7 Cuantificacién de actividad volumétrica en placa.

La actividad de esterasa se cuantificé usando como sustrato p-nitrofenilacetato. Se
parti6 de un stock de p-nitrofenilacetato 10 mM en etanol, del cual se tomoé cierto
volumen para obtener una concentracion 1 mM. Se colocaron por triplicado en la
microplaca 170 pL de amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 con 10 pL de la
correspondiente dilucion del extracto enzimatico de ANCUT 1 usando el mismo
amortiguador. Para el blanco se colocaron 180 pL de buffer Tris-HCI v,
posteriormente fueron afiadidos 20 uL del sustrato p-NPB 1 mM. La reaccion se
siguio durante 10 minutos tomando la lectura cada minuto, en un espectrofotometro

Epoch (Biotek) a una absorbancia de 420 nm (Nawanni et al., 2006). Una unidad de
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actividad (U) se definié como la cantidad de enzima que logra la conversion de 1

pmol de sustrato a producto por minuto bajo las condiciones de ensayo.

7.8 Identificacién de ANCUT 1 en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Para identificar la enzima ANCUT 1 por su peso molecular se llevé a cabo la
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles de
poliacrilamida. Se utiliz6 como detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) y como
agente reductor el B-mercaptoetanol, de acuerdo a lo reportado por Laemmli, 1970.
Se utilizé un gel concentrador al 4% y un gel separador al 14%. Como referencia se
utilizé un marcador de peso molecular de bajo rango y las muestras se cargaron en
los carriles asignados previamente. Los geles se corrieron en una camara de
electroforesis (MiniProtean Il, Bio Rad) inicialmente a 80V y después de 30 minutos
se incrementd a 120 V con buffer de corrida. Los geles se revelaron con azul de

Coomassie.

7.9 Determinacion de actividad de esterasa a través de zimogramas
(Cualitativo).

Para observar la actividad cualitativa de esterasa de las enzimas se realizaron geles
de poliacrilamida sin B-mercaptoetanol. La actividad se observo por zimografia
siguiendo la metodologia planteada por Karpushova et al., 2005. Una vez llevada a
cabo la electroforesis el gel se incub6 en una solucién de amortiguador de fosfatos
50 mM a pH 7 durante 30 min. Posteriormente se cambié la solucion a
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7con Tritdn X-100 al 0.5 % durante 30 min, para
renaturalizar a la enzima. Pasado este tiempo se cambié la solucién y el gel se
dejé en una solucion de a-naftil acetato (Solucibn A) durante 30 min en
agitacion, a temperatura ambiente y, finalmente, sin desechar la solucion A, se
le agregd la solucion de Fast Red (Solucion B ) hasta que se observara la tincién

de las bandas color marron que presentan actividad enzimatica.

Solucion A: Stock de acetato de a-Natftilo: Pesar 2.0 mg del reactivo y disolverlo en
0.5 mL de acetona. Llevar esto a un volumen de 2 mL con amortiguador de fosfatos
de sodio 50 mM a pH 7.
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Solucion B: Stock de Fast Red: Pesar 5.0 mg del reactivo Fast Red, afiadir 0.5 mL
del amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM a pH 7 con 50.0 uL de Tritdon 100-X
necesario para solubilizar. Por ultimo, llevar esto a 2 mL con el mismo amortiguador

de fosfatos.

7.10 Evaluacion de condiciones de reaccion de hidrolisis del PET con
ANCUT1.

Para la evaluacion de la reaccion de hidrélisis de PET con ANCUT 1 a pequeia
escala se cargé un volumen de reaccion de 1 mL en tubos Eppendorf de
polipropileno con capacidad nominal de 2 mL. Para la evaluacion del tipo de
amortiguador en la actividad de hidrolisis se utilizaron Tris-HCI (pKa 8.2),
Na2HPO4/NaH2PO4 (pKa 7.2), NaHCO3/Na2COs (pKa 10.3) y Gly-NaOH (9.6). Para
la evaluacion de la concentracion de amortiguador se probd el rango de
concentracion: 50, 100, 150 y 200 mM. Para evaluar el efecto de la proporcion de
sustrato, se consideraron las proporciones 50, 100, 200 y 700 U/mg de PET donde
la concentracién de enzima se mantuvo constante. En la evaluacion de la proporcion
de enzima se consideraron las proporciones 10, 25, 50 y 100 U/mg de PET
manteniendo constante la cantidad de PET-GF. Para evaluar el efecto de la
agitacion se compard la reaccién en estatico contra la reaccion a 800 rpm en
agitacion orbital. Para la evaluacion de la temperatura de reaccion se sjustaron las
temperaturas a 40, 50, 60, 65 y 80 °C. Para la evaluacion de la presencia de iones
en la hidrdlisis del PET se consideraron los cationes Na*, Ca%*, Mg?* como cloruros
en una concentracion de 25 mM en solucion con agua desionizada. Para la
evaluacion del efecto de la presencia de MHET en la actividad de hidrolisis de PET
por ANCUT 1 se ajustaron las siguientes concentraciones iniciales de MHET: 1, 3,
6y8mM.

Las reacciones se llevaron a cabo en una incubadora de termobloque seco Thermo
Scientific™ Compact Digital con agitacion orbital. La reaccion procedié durante 72-
96 h. Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado. Se conté con un control
sin enzima para considerar la hidrolisis fisicoquimica del PET atribuida al medio de

reaccion. También se contd con un blanco de color, sin sustrato, pero si enzima,
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considerando la coloracion del extracto enzimético. Especificaciones adicionales y

detalladas son mencionadas a continuacion.

7.10.1 Efecto del amortiguador.

Tabla 11. Condiciones de reaccion en la evaluacién del desempefio de ANCUT 1 en la hidrélisis del PET-GF
en funcion del tipo de amortiguador.

Variables Condiciones
Temperatura 50°C
. Tris-HCI, Fosfatos Na, Gly-NaOH,
Amortiguador NaHCO3/Na>COs
Concentracién de
amortiguador 50mM
pH 9
Agitacién orbital 800 rpm
Volume_r) de 1mL
reacciéon
Unidades de 10000 U/mL
enzima
PET-GF 14 mg
Tiempo de
reaccion 96 h

7.10.2 Efecto de la concentracion del amortiguador.

Tabla 12. Condiciones de reaccion para evaluacion del efecto de la concentracion de amortiguador Tris-HCI
en el medio de reaccién de hidrélisis de PET-GF con ANCUT 1.

Variables Condiciones
Temperatura 50°C
Amortiguador Tris-HCI

Concentracion de 50 mM; 100 mM; 150 mM; 200
amortiguador mM; 1 M
pH 9
Agitacion orbital 800 rpm
Vqume_r] de 1mL

reaccion

Unidades de 10000 U/mL
enzima
PET-GF 14 mg/mL

Tlempc_)'de 96 h

reaccion

7.10.3 Efecto de la proporcion de sustrato.

Tabla 13. Condiciones de reaccién para evaluacion del efecto de la proporcion de sustrato en el medio de
reaccion de hidrolisis de PET-GF con ANCUT 1.

Parametros Condiciones
Temperatura 50°C
Amortiguador Tris-HCI
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Concentracién de amortiguador 50 mM

pH 9
Agitacion orbital 800 rpm
Volumen de reaccion 1mL
Unidades de enzima 10000 U/mL
PET-GF 14 mg/mL; 50 mg/mL; 100 mg/mL; 200
mg/mL
Tiempo de reaccién 96 h

7.10.4 Efecto de la proporcion de enzima.

Tabla 14. Condiciones de reaccion para evaluacion del efecto de la proporcion de enzima en el medio de
reaccion en la hidrdlisis de PET-GF por ANCUT 1.

Parametros Condiciones
Temperatura 50°C
Amortiguador Tris-HCI
Concentracion de amortiguador 50 mM
pH 9
Agitacion orbital 800 rpm
Volumen de reaccion 1mL
Unidades de enzima 20000, 10000, 5000, 2000 U/mL
Sustrato PET-GF (200 mg)
Tiempo de reaccion 96 h

7.10.5 Efecto de la agitacion.

Tabla 15. Condiciones de reaccion para evaluacion del efecto de la agitacion en la hidrélisis enzimética del
PET-GF.

Variables Condiciones
Temperatura 50°C
Amortiguador Tris-HCI
Concent_racmn de 50 mM
amortiguador
pH 9
Agitacién orbital Estatico, 800 rpm
Vqume_r] de 1mL
reaccion
Unidades de 14304.51 U/mL
enzima
PET-GF 200 mg
( ]
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7.10.6 Efecto de la temperatura de reacciéon y la presencia de iones en el

medio de reaccion.

Tabla 16. Condiciones de reaccion de hidrélisis de ANCUT 1 frente a PET-GF. Evaluacion de temperatura de
reaccion y presencia de iones en el medio de reaccion.

Variables Condiciones
Temperatura 40, 50, 60, 65, 80 °C
Amortiguador Tris-HCI
Concentracién
de 50 mM
amortiguador
pH 9
Agitacion
orbital 800 rpm
| Sin ion, NaCl, CaClz, MgCl2 (25
ones
mM)
Volumgq de 1mL
reaccion
Unidades de 14000 U/mL
enzima
PET-GF 200 mg

7.10.7 Actividad residual y avance de reaccion de hidroélisis de PET-GF con

ANCUT 1.

Tabla 17. Condiciones de reaccion para la evaluacion del avance de reaccion de hidrélisis de PET-GF con
ANCUT 1y la estabilidad térmica de la enzima.

Variables Condiciones
Temperatura 50°C
Amortiguador Tris-HCI
Concentracioén

de 50 mM
amortiguador
pH 9
Agitacion
orbital 800 rpm
Vqume_r] de 1mL
reaccion
Unidades de 10000 U/mL
enzima
PET-GF 50 mg/mL
Tiempo de
reaccion 96 h
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7.10.8 Evaluacién de la actividad de ANCUT 1 en la hidrélisis del PET

pretratado.

Tabla 18. Condiciones de reaccién para evaluacion ANCUT 1 contra distintos tipos de PET.

Parametros Condiciones
Temperatura 50°C
Amortiguador Tris-HCI

ot o e 50
pH 9
Agitacion orbital 800 rpm
Volumen de reaccién 1mL
Unidades de enzima 10000 U/mL
PET-PC, PET-PCP, PET-PCT,
Sustrato PET-PCTP, PET-GF, PET-GFP,
PET-3AP, PET-1AP (200 mg)
Tiempo de reaccion 72h

7.11 Sintesis del intermediario MHET por hidrélisis enzimatica del BHET.

Debido a la falta del compuesto MHET en el mercado o su dificil adquisicion se llevo
a cabo su sintesis para tenerlo como referencia en los analisis cualitativos y
cuantitativos. La reaccion de sintesis para la obtencion del intermediario MHET
procedié de acuerdo con lo reportado por Swiderek et al., 2023 con ciertas
modificaciones. En un matraz Erlenmeyer acondicionado con 3 bafles con
capacidad de 250 mL, fueron afiadidos 134 mg (0.52 mmol) de BHET.
Posteriormente fueron afladidos 50 mL de amortiguador de bicarbonato de sodio
100 mM pH 9 y se dejo en agitacion magnética durante la noche para favorecer la
solubilidad del BHET (8 g/L). Transcurrido este tiempo se afiadio al matraz 1 g de la
lipasa B de Candida albicans inmovilizada (CALB) usada por Swiderek et al., 2023.
La reaccion procediéo a 25°C y agitacién orbital constante durante 3 a 4 h. La
reaccion fue monitoreada por TLC usando Metanol:Cloroformo 60:40 como fase
movil y silice (con fluoroforo 254 nm) como fase estacionaria. Concluido el tiempo
de reaccion, se filtré el medio de reaccién para retirar la enzima inmovilizada la cual
fue lavada y almacenada en refrigeracion. Posteriormente se afiadié el volumen
necesario de HCI 5 M hasta un pH de 1 (de Queiros et al., 2022) y fue saturada la
mezcla de reaccion con NaCl. Se extrajo el producto de reaccion 4 veces (50 mL

c/u) con acetato de etilo. La purificacion del producto MHET se llevé a cabo por

53

——
| —



columna con silice (70-230 mesh, 60 A, volumen de poro 0.75 cm3g) como fase
estacionaria y Acetonitrilo:MeOH como fase mévil partiendo desde 100 % hasta 70
% Acetonitrilo. En el Anexo D se adjunta el espectro de ATR-FTIR (Figura 40), RP-
HPLC (Figura 41) y *H-RMN (Figura 39) del producto MHET obtenido. RP-HPLC
tiempo de retenciéon a 7.32 min. H-RMN (300 MHz, MeOD): &, 3.85-3.92 ppm (t,
2H), 4.38-4.42 ppm (t, 2H), 7.9-8.2 ppm (m, 4H, Ar-H).

7.12 Tratamiento de muestras para analisis de densitometria por TLC.

Finalizada la reaccion se centrifugd a 14000 rpm por 2 min. Se separo el PET del
medio de reaccion. Se hizo un enjuague (producto adherido) del sustrato con 1 mL
MeOH vy fue transferido al sobrenadante. Se centrifugd a 14000 rpm por 2 min. El
precipitado se retird y se almacend el sobrenadante en refrigeracion para su

posterior analisis.

En el caso del sélido, se hicieron lavados con agua destilada, se centrifugd en las
condiciones descritas previamente y se realizé un lavado con EtOH al 70%. El sélido
se secoO durante toda la noche a 50°C y posteriormente en un desecador con vacio

para su posterior andlisis con ATR-IR o DSC.

7.13 Cromatografia en capa fina (TLC).

Se realiz6 en cromatoplacas de aluminio (10 x 7 cm) (silica gel 60 F254, Meck,
Darmstadt) usando las muestras liquidas de los diferentes tiempos de reaccion, el
blanco y las referencias correspondientes. Los monémeros se eluyeron con una
fase movil de MeOH:CHCI3 (60:40 v/v). Después de la separacion, los puntos fueron
detectados usando una lampara de UV a 254 nm. Para observar de forma
semicuantitativa la presencia de TPA en el medio de reaccion, se aplicaron las

muestras liquidas (4 pL), asi como las referencias TPA (0.25-10 mM). (Anexo E)

7.14 Cuantificacion de actividad de hidroélisis de PET por ANCUT 1 por
espectrofotometria.

Se utilizé la técnica de espectrofotometria para cuantificar la actividad de hidrolisis

de PET referida a los ftalatos totales (TPA, MHET, BHET, oligdbmeros). La

cuantificacion de actividad de hidrélisis se determiné a través de la cuantificacion de

Ftalatos totales a 241 nm de acuerdo con el maximo de absorcidén de las moléculas
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de referencia (Anexo F). Se colocaron 150 pL de disoluciones de concentracion
conocida de TPA para la curva de calibracion y se extrapol6 la absorbancia obtenida
de las mezclas de reaccion. Las diluciones necesarias se llevaron a cabo con Tris-
HCI pH 9 50 mM.

Las determinaciones tanto de RMN, DSC, y ATR-FTIR se realizaron en la Unidad
de Servicios de Apoyo a la Investigacion e Industria (USAII).

7.15 Cuantificacién de actividad de hidrolisis de PET por ANCUT 1 a través
de RP-HPLC.

Se us6 la técnica de RP-HPLC para cuantificar la actividad de hidrdlisis de PET
referida a los principales mondémeros TPA y MHET individualmente. La
cuantificacion se llevé a cabo en un sistema HPLC Infinity 1260 de Agilent equipado
con una columna C18, una bomba binaria, auto muestreador, y un detector de
arreglo de diodos (DAD) UV-visible. La fase mévil se conform6 por A: acido acético
0.5% en agua y B: acetonitrilo. El gradiente de elucion fue 0 min A: 80% B: 20 %, 5
min A: 80% B: 20%, 10 min A: 10% B: 90%, 15 min A: 80% B: 20%. Las muestras
tratadas como se indica en “Tratamiento de muestras para andlisis de densitometria
por TLC. ” fueron diluidas con amortiguador Tris-HCI pH 9 50 mM con el fin de entrar
en la curva de calibracion. Las diluciones fueron sonicadas para desgasificar y se
filtraron con membranas de nylon de 0.45 um. El tiempo de analisis fue de 17 min.
El volumen de inyeccion fue de 10 pL. La deteccién de los productos TPA, MHET y
BHET se sigui6 a 244 nm.

7.16 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR).

Las condiciones de analisis fueron similares a las reportadas por Morales, 2018. Los
analisis de ATR-FTIR se llevaron a cabo directamente en la lamina o el polvo de
PET. Las muestras fueron monitoreadas entre 4000 a 400 cm-! con una resolucién

de 1 cmL. El tamafo de muestra se mantuvo entre 5 a 10 mg del material analizado.

7.17 Evaluacién de la cristalinidad por calorimetria diferencial de barrido.
(DSC).
Se pesaron entre 5-10 mg de muestra en tubos Eppendorf de 2 mL y se enviaron a

la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) bajo las
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siguientes condiciones de andlisis. Calentamiento de 0 a 280°C manteniendo una
rampa de calentamiento de 10°C/min durante 28 min bajo una atmosfera de

Nitrégeno.

7.18 Pretratamiento térmico del PET post-consumo (PET-PC).

En una patrrilla precalentada a 290°C se coloco6 una lamina de aluminio (~10x7 cm).
Se colocaron sobre la lamina de aluminio ~2 g de PET-PC, y se dejé fundir (1-2
min). Posteriormente se coloco otra lAmina de aluminio sobre la primera placa. Con
una pesa de metal de 0.9 kg (10 x 7 x 5 cm) se aplico presion sobre las placas para
favorecer la formacion de una pelicula (1 min) y se mantuvo el calentamiento
durante 10 min. Al concluir el tiempo las placas fueron transferidas inmediatamente
a un bafio de agua con hielo con agitacion manual con ayuda de unas pinzas
metélicas (~5 min). Se obtuvo un material con coloracion amarillenta.

La molienda procedié colocando 10 g de PET a moler, previamente cortado en
laminas 5 x 5 mm, en un recipiente de aluminio. Sobre este mismo se vertieron ~50
mL de Nz liquido y se mezclé bien con el PET (1 min). EI PET enfriado fue
introducido al molino (IKA MF 10 bésico) por el conducto de alimentacioén, el cual
mantuvo su funcionamiento a 3750 rpm durante 90 segundos. Posteriormente, el
equipo se mantuvo en reposo durante 10 min antes de ser accionado nuevamente.
El PET solo fue molido en una ocasion, posterior al enfriamiento y se recuperaron

los distintos tamafios de particula generados.
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8 Resultados y discusion.

9 Parte 1 A. Evaluacion de condiciones de reaccion de hidrélisis de PET de
baja cristalinidad (PET-GF) por ANCUT 1.

9.1 Efecto del tipo de amortiguador.

Con el objetivo de conocer el amortiguador con el que ANCUT 1 tiene un mejor
desemperio, se llevaron a cabo las reacciones con los amortiguadores Tris-HCI (pKa
8.2), Na2HPO4/NaH2PO4 (pKa 7.2), NaHCO3/Na2COs (pKa 10.3) y Gly-NaOH (pKa
9.6). Debido a que el pH éptimo de ANCUT 1 es 9, se eligieron los sistemas en los
cuales se pudiera mantener el pH en ese valor, a excepcion del amortiguador de
fosfatos de sodio considerado por su menor precio en el mercado y su uso en
multiples trabajos reportados. Cabe aclarar que el pH inicial al evaluar el
amortiguador de fosfatos fue de 8. En la Figura 17, se observa que no hubo
diferencia significativa al comparar entre las medias de los productos obtenidos con
Tris-HCI, fosfatos de sodio o Gly/NaOH con un a = 0.05. EI amortiguador de
bicarbonato fue aquel en el cual se obtuvo la menor cantidad de productos de
reaccion (4.95 £+ 0.64 mM) atribuible a la inestabilidad de sus componentes al ser
formado CO:2 durante los equilibrios quimicos y disminuir la solubilidad de este
compuesto al incrementar la temperatura. EI descenso de pH en los distintos
amortiguadores Tris-HCI, fosfatos, glicina/NaOH, NaHCOs3/Na:COs fue de
0.50%0.01, 0.51+0.07, 0.43+0.03 y 0.27+0.06 unidades respectivamente. Debido a
que el amortiguador Tris-HCI mostro ser el sistema donde se desempefié mejor
ANCUT 1 en la formacion de productos de hidrdlisis de PET, ftalatos, se decidio
continuar con este sistema amortiguador para los posteriores experimentos. Esta
decision también se apoyd del hecho de considerar los inconvenientes de los
amortiguadores de fosfatos, hidroxido o carbonatos al querer evaluar el efecto de
los iones al favorecer la precipitacion de las sales con iones divalentes como calcio

y magnesio.
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Actividad de hidrolisis
[ftalatos liberados] (mM)

Bicarbonato Na  Tris-HCI Fosfatos Na Gly-NaOH
Figura 17. Actividad de hidrdlisis de PET-GF por ANCUT 1 en funcién del tipo de amortiguador a 50 °C 'y pH 9
a excepcion del amortiguador de fosfatos donde fue ajustado a pH 8. Los productos fueron detectados en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 241 nm. Las barras de error indican la desviacién estandar de

mediciones por triplicado (n = 3). Mismo numero de asteriscos indica que no hay diferencia significativa entre
las medias comparadas contra Tris-HCI con un a = 0.05 (ANEXO I).

9.2 Efecto de laconcentracion del amortiguador.

Las condiciones de reaccién para la evaluacion del efecto de la concentracion del
amortiguador Tris-HCI en el desempefio de ANCUT 1 en la hidrdlisis de laminas de
PET-GF se presentan en la Tabla 12 (Metodologia.). En principio se consideraron
concentraciones ascendentes a la previamente reportada por el grupo de trabajo,
con la finalidad de mantener el pH en un valor de 9 definido como el pH 6ptimo de
trabajo para ANCUT 1 en la caracterizacion bioquimica (Solis, 2015; Vega, 2013).
Lo anterior fue considerado de acuerdo con el hecho de que mientras mayor sea la
concentracion del amortiguador, mayor la capacidad de amortiguamiento. Kawai et
al, 2022 recomiendan el uso de distintas concentraciones del amortiguador Acido-
(4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfonico) (HEPES), amortiguador zwitterion al
igual que el amortiguador Tris, a pH 9 con relacidn a la concentracion de productos
esperados durante la hidrélisis de PET con Cutl90. Para concentraciones de
productos menores a 50 mM se recomienda el uso de una concentracién 100 mM
del amortiguador y para mayores concentraciones de productos, mayores
concentraciones del amortiguador (150 mM de amortiguador para 70-80 mM de
productos y 200 mM de amortiguador para 80-100 mM de productos de hidrolisis).

58

——
| —



Basado en los resultados y las recomendaciones en la bibliografia, el ajuste de la
concentracion de amortiguador respecto a la concentracion esperada de productos
no aplica con ANCUT 1 ya que el mejor desempefio de ANCUT 1 en la actividad de
hidrolisis del PET-GF fue al proceder la reaccion en Tris-HCl a 50 mM. Se esperaba
que al incrementar la concentracion del amortiguador Tris-HCI, la concentracion de
productos seria mayor o0 al menos la misma con un menor impacto en la reduccion
del pH por la naturaleza acida de los mondmeros esperados como el acido
tereftalico (TPA). A diferencia de esto, en la Figura 18 se observa que cuando se
incrementd la concentracion de amortiguador por arriba de 50 mM hubo un efecto
negativo en la actividad de hidrolisis al haber una disminucion del 50 % en los

productos cuantificados.

dek

Actividad de hidroélisis
[ftalatos liberados] (mM)

50 mM 100 mM 150 mM 200 mM
Concentracion (Tris-HCI pH 9) (mM)

Figura 18. Actividad de hidrélisis de PET-GF por ANCUT 1 en funcién de la concentracion de amortiguador Tris-
HCI pH 9 a 50 °C. Deteccidn de productos a través de espectrofotometria a 241 nm usando una curva patrén
de TPA (ANEXO F). Las barras de error indican la desviacién estandar de mediciones por triplicado (n = 3).
Distinto nimero de asteriscos indican diferencia significativa entre los niveles de la variable evaluada
comparados entre si por el método Tukey con a = 0.05.

Schmidt et al., 2016 observaron un efecto similar al trabajar con dos cutinasas (LCC
y TfCut2). Ambas enzimas presentaron pérdida de alrededor del 90 y 80 % de
actividad, respectivamente, al incrementar la concentracion de Tris hasta 1 M. A
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través de estudios de docking molecular y velocidades iniciales en la hidrélisis de
PET, sugieren un rol de inhibidor competitivo del Tris (Schmidt et al., 2016) en
concentraciones superiores a 100 mM en las cutinasas TfCut2 y LCC, lo que podria
relacionarse con ANCUT 1 al incrementar la concentracion del amortiguador. Por tal
motivo, se continud con el uso de Tris-HCI 50 mM en los estudios subsecuentes.

9.3 Efecto de la proporcion de sustrato.

En esta seccion se presenta el desempefio de ANCUT 1 bajo las condiciones
citadas en la Tabla 13, evaluando la proporcion del sustrato PET-GF en el medio de
reaccion. Se propuso trabajar con las proporciones 50, 100, 200 y 700 U/mg de
ANCUT 1/PET-GF manteniendo constante la cantidad de 10000 U/mL de unidades
enzimaticas de ANCUT 1. En principio, en este trabajo se esperaba que al
incrementar la cantidad de sustrato se obtuviera una mayor cantidad de productos
de hidrdlisis, lo cual fue cierto y se aprecia visiblemente en la Figura 19. Al aumentar
la cantidad de laminas de PET-GF en el medio de reaccion, la concentracion de los
productos detectados a 241 nm aument6 de forma gradual. Esto indic6 que, al
incrementar la cantidad de sustrato —o mas precisamente, el rea superficial—, se
favorecio la actividad de hidrdlisis enzimética del PET-GF por ANCUT 1. A partir de
estos resultados, se justifico la necesidad de la reduccion del tamafio de particula
del PET-GF para evaluar su efecto en la produccion de mondémeros de hidrélisis
respecto al sustrato en lamina presente en la reaccién. Un aspecto importante a
resaltar es el grado de depolimerizacion, un valor que indica el porcentaje de
hidrolisis del PET-GF en la reaccion, referido a la unidad monomérica del polimero
(Anexo H). Curiosamente, este parametro mostré un comportamiento inverso a la
tendencia observada en la cantidad de productos cuantificados: a mayor cantidad
de sustrato, se registré6 un menor porcentaje de depolimerizacién. Esto podria
explicarse, en parte, por el aumento de la cantidad de PET en el medio de reaccién
mientras se mantenia constante la cantidad de enzima. Ademas, sugiere que la
cutinasa ANCUT 1 tiene preferencia por los enlaces éster ubicados en los bucles y
las cadenas terminales expuestas en la superficie del PET-GF (Figura 12), actuando
principalmente a nivel superficial y, posiblemente, en menor medida en el blogue

interno del polimero. Este planteamiento se refuerza al analizar el célculo del
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porcentaje de depolimerizaciébn. Dado que este pardmetro se expresa como la
relacion molar entre los productos cuantificados y el PET en reaccién (mol/mol), un
aumento en la cantidad de sustrato reduciria esta relacion si la hidrélisis ocurre

predominantemente en la superficie.
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Figura 19. Actividad de hidrdlisis de PET-GF por ANCUT 1 en funcion de la proporcion de sustrato en reaccion
a 50 °C en Tris-HCI 50 mM pH 9. La cuantificacion de los ftalatos se llevo a cabo por espectroscopia UV. La
cantidad de unidades enziméticas se mantuvieron constantes en 10000 U/mL. En el eje secundario se presenta
el % depolimerizacion de acuerdo con el célculo ejemplificado en el Anexo H. Las barras de error indican la
desviacion estandar de mediciones por triplicado (n = 3).

Lo anterior se respalda con la clasificacion propuesta por Miller, 2005 y lo planteado
por Kawai et al, 2019, donde una hidrolasa de PET es aquella enzima capaz de
presentar una pérdida de peso del PET en reaccion superior al 10 % al ser capaz
de atacar tanto la superficie como el blogue interno del polimero. De otra forma, se
podria tratar de una enzima modificadora de superficie. El hecho de que ANCUT 1,
bajo las condiciones evaluadas, resulto en la pérdida de peso del 9.61 + 1.44, 6.37
+ 0.66, 3.31 £ 0.37 y 2.85 + 0.11 % para las proporciones de 700, 200, 100 y 50
U/mg de PET-GF respectivamente refuerza el planteamiento de que ANCUT 1 actla
principalmente de forma superficial en las laminas del polimero. A pesar del bajo

grado de depolimerizacion (3.5 %) al evaluar la proporcion de 50 U/mg de PET-GF
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(10000 U/mL ANCUT 1y 200 mg PET-GF), se decidié continuar trabajando con esta
proporcion al ser aquella en la que cual se cuantifico la mayor cantidad de productos
de hidrolisis siendo una ventaja en cuanto a los limites de cuantificacion y deteccion

de los productos de reaccion.
9.4 Efecto dela proporciéon de enzima.

A continuacion, se muestra el efecto de la proporcion de enzima (10, 25, 50 y 100
U/mg PET-GF) en el medio de reaccion respecto al sustrato, el cual se mantuvo en
una cantidad fija de 200 mg/mL. En la Tabla 14 se resumen las condiciones de

reaccion utilizadas.
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Figura 20. Actividad de hidrolisis del PET-GF por ANCUT 1 en funcion de la proporcién de enzima en reaccion
a 50 °C en Tris-HCI 50 mM pH 9. Las barras de error indican la desviaciéon estandar de mediciones por triplicado

(n = 3). Distinto nimero de asteriscos indican diferencia significativa entre las proporciones evaluadas al ser
comparadas con la proporcién de 100 U/mg.

En la Figura 20 se observan los ftalatos producidos posterior a 96 h de reaccion. No
se observé diferencia significativa entre los productos obtenidos al aumentar de 10
a 25 U/mg PET, sin embargo, al duplicar la proporcién de unidades enzimaticas (50
U/mg PET) hay un incremento de 6.6 veces en los productos de reaccion. En
general, el incremento en las unidades enzimaticas de ANCUT 1 en el medio de

reaccion, incremento la cantidad final de ftalatos. A pesar de esto, la proporcion de
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100 U/mg PET no presento6 una diferencia significativa comparada con las 50 U/mg
PET. La posible falta de réplicas adicionales mas alla del triplicado de los
experimentos pudo haber contribuido a no detectar la diferencia observada, ya que
el grafico sugiere un ligero incremento en los productos de hidrélisis. Otra
explicacion podria ser la formacion de agregados de ANCUT 1, lo que disminuiria
su capacidad catalitica (Avilan et al., 2023). Asimismo, la unién inespecifica de
ANCUT 1 u otras proteinas presentes en el extracto enzimatico, favorecida por
interacciones hidrofébicas sobre la superficie del sustrato, podria generar
interferencias en la interaccion ANCUT 1-sustrato, esenciales para la hidrolisis del
PET. Ademas, es posible que ocurra una competencia entre las propias moléculas
de ANCUT 1 por los sitios disponibles en el PET-GF. Estas posibles explicaciones
coinciden con el modelo en el que la adsorcion y desorcién de la enzima representan
la etapa inicial del proceso de hidrdlisis del PET (Brackmann et al., 2023; O’Neill et
al., 2007; Sahihi et al., 2024).

Bajo las condiciones evaluadas, las proporciones de 50 U/mg y 100 U/mg en
presencia de 20% m/v de PET-GF resultaron ser las mejores en términos de
produccion de ftalatos. Sin embargo, la proporciéon de 100 U/mg PET implica
duplicar la cantidad de unidades enzimaticas en el medio de reaccion, sin un
incremento significativo en la cantidad de ftalatos liberados. Por esta razén, se opt6
por utilizar la proporcion de 50 U/mg de PET-GF en los experimentos posteriores.

9.5 Efecto de la agitacion en la hidrolisis del PET-GF.

Las condiciones para evaluar el efecto de la agitacion en la hidrolisis de PET-GF
por ANCUT 1 son desglosadas en la Tabla 15. Se consideré solo una velocidad de
agitacién en el sentido de comparar contra un sistema estatico. Es importante
sefalar que, al trabajar a nivel matraz, sera necesario considerar otras velocidades
de agitacion para encontrar la 6ptima para la reaccion y tomarlo en cuenta para su

escalamiento a reactor.

Es posible que la enzima requiera agitacion debido a la union inespecifica

provocada por las interacciones entre las regiones hidrofébicas de la enzima
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(aminoé&cidos arométicos, alifaticos o polares sin carga) y la superficie hidréfoba del
PET-GF (O’Neill et al., 2007; Thomsen et al., 2023). En la Figura 21 se hace
evidente la importancia de la agitacion en la reaccion, donde estan involucrados dos
mecanismos de transferencia de masa: transferencia de masa por conveccion
(movimiento de ANCUT 1 alrededor de la superficie del polimero en suspension) y
transferencia de masa por difusion (penetracion del solvente o ANCUT 1 en la matriz
de PET).
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Figura 21. Comparacion de la actividad de hidrolisis de PET-GF por ANCUT 1 a 50°C entre un sistema estatico
y con agitacién orbital. Se muestra el corte en el eje de las ordenadas desde 0.5 a 5 mM. Los ftalatos fueron
cuantificados por espectroscopia UV. Las barras de error indican la desviacion estandar de mediciones por
triplicado (n = 3).

La agitacién tuvo un efecto positivo significativo en comparacion con un sistema
estatico, ya que incrementd la eficiencia de la reaccion al aumentar el area
superficial accesible del PET-GF reflejandose en una mayor actividad de hidrolisis.
En un sistema estético, las laminas de PET-GF pudieron presentar menor area
superficial accesible debido al agrupamiento del polimero en el fondo del recipiente,
lo que limit6 la interaccion entre la enzima 'y el sustrato. Por el contrario, la agitacion
favorecio la dispersion de las laminas de PET-GF exponiendo mas superficie del
polimero a la enzima mejorando el contacto constante entre la cutinasa ANCUT 1y
el PET, lo que facilitd la difusion de la enzima en la superficie o en el bloque interno

del polimero. En resumen, la agitacion mejord tanto la accesibilidad del sustrato
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como la accién enzimatica, superando las limitaciones de un sistema estético. Por
lo tanto, los resultados indican que la agitacion junto con la disminucion del tamafio
de particula son factores clave para la hidrolisis del PET-GF al verse incrementada

el area superficial disponible del polimero.

9.6 Efecto de latemperatura de reacciony la presencia de iones en el

medio de reaccion.

En esta seccion se presenta la evaluacion de la temperatura de reaccion y la
presencia de iones, estudiados como cofactores en otras enzimas con la capacidad
de hidrolizar PET (Kawai et al, 2014; Miyakawa et al, 2015; Then et al., 2015; Oda
et al, 2018; Zhong-Johnson et al, 2021). La concentracion de iones se ajusté de
acuerdo con lo reportado por Kawai et al, 2014. Las condiciones de reaccion se
resumen en la Tabla 16. Durante los monitoreos de las reacciones, no se detectaron
productos en la reaccion llevada a cabo a 80°C debido a la inactivacion térmica de
la enzima (Datos no mostrados). De acuerdo con lo obtenido, las mejores
condiciones corresponden a 40°C con NaCl (30.947 £ 1.807 mM), 50°C sin ion
(32.431 £ 3.188 mM) y 60°C con MgCl2 (28.777 £ 2.591 mM) sin presentar diferencia
significativa entre estos tratamientos (Figura 22).
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Figura 22. Actividad de hidrdlisis del PET-GF por ANCUT 1 en funcion de la temperatura de reaccion (40, 50 y
60 °C) y la presencia de iones (Na*, Ca?*, Mg?*) en concentraciones de 25 mM en Tris-HCI 50 mM. El cédigo
de color indica la temperatura de reaccion; Blanco: 40 °C, gris claro: 50 °C y gris obscuro: 60 °C. La
cuantificacion de ftalatos se llevd a cabo por espectroscopia UV. Misma cantidad de asteriscos indican que no
hay diferencia significativa entre las medias de los tratamientos comparados con el control sin enzima a través
de la prueba de Tukey (a = 0.05). Las barras de error indican la desviacion estandar de mediciones por triplicado
(n=23).

Al analizar la actividad de hidrolisis de ANCUT 1 a 40 °C, se observo poca diferencia
entre el control sin iones y las reacciones en presencia de los iones evaluados. A
50 °C, el control sin iones mostré una actividad de hidrolisis al menos dos veces
mayor que las reacciones con cualquiera de los iones. Sin embargo, a 60 °C, la
actividad de hidrolisis del PET-GF aument6 notablemente en presencia de Mg?*,

superando las condiciones con Na*, Ca2* y el control sin iones.

Estos resultados sugieren que los iones podrian ejercer un efecto inhibitorio o
desestabilizante sobre ANCUT 1 a 50 °C, mientras que a 60 °C, el calcio y el

magnesio parecen tener un efecto estabilizante (Then et al., 2015) al trabajar 10 °C
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por arriba de la temperatura de 50 °C reportada previamente como la 6ptima en
ensayos con p-NPB (Solis, 2015; Vega, 2013).

Una posible explicacién es que ANCUT 1, derivada de un hongo termdfilo, podria
no estar adaptada para mantener una actividad eficiente a 50 o 60 °C. No obstante,
a estas temperaturas, el PET adquiere mayor flexibilidad entre sus cadenas,

facilitando la hidroélisis enzimatica (Oda et al., 2018).

Desde una perspectiva estructural, los iones podrian alterar la geometria del sitio
activo, reduciendo la afinidad por el sustrato. A 50 °C, los iones podrian unirse a
sitios especificos de la enzima, restringiendo su flexibilidad y afectando la union al
sustrato o la catalisis. A 60 °C, la enzima podria volverse mas propensa a la
desnaturalizacion o a cambios conformacionales que reduzcan su actividad. En este
contexto, los iones divalentes como Ca2* y Mg?* podrian actuar como cofactores
estabilizantes, proporcionando la rigidez necesaria para mantener la conformacion
activa de la enzima y permitir la hidrolisis. Para validar estos planteamientos, se
requieren experimentos adicionales que identifiquen los sitios de union potenciales

y el rol especifico de los iones en la actividad de ANCUT 1 frente al PET.

El monitoreo del pH, como medida indirecta de la formacion de productos de
hidrélisis debido a su naturaleza acida, mostré que una disminucién excesiva podria
inactivar a ANCUT 1, cuyo pH optimo es 9. Esto resalta la importancia de controlar
el pH durante la reacciéon en un sistema, mediante la adicién de una base (Arnal et
al., 2023). Sin embargo, el uso de iones como Ca%* o Mg?* podria ser problemético,
ya que tienden a precipitar en presencia de bases comunes como NaOH o NaHCO3,
dificultando el control del pH. Como perspectiva futura, se plantea la optimizacién
de la actividad de hidrolisis de ANCUT 1, enfocandose en mejorar su
termoestabilidad a 60 °C mediante interacciones con Mg?*, buscando

eventualmente prescindir de la adicion del ion.

En conclusién, ANCUT 1 presenta una temperatura Optima de 50 °C en
amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 9, y no requiere la adicion de los iones evaluados

bajo las condiciones estudiadas.
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9.7 Identificacion de los productos de reaccién de la hidrdlisis de PET-GF
con laenzima ANCUT 1.

En la identificacion de los productos por cromatografia en capa fina (TLC) se detecto
una mancha a un factor de retencion (Rs) intermedio entre los correspondientes a
los estandares TPA y BHET (Figura 23). En mdltiples trabajos se menciona la
formacion del monémero MHET durante la hidrdlisis enzimatica, el cual es un
producto de hidrolisis del PET, que a la vez es un producto de hidrélisis del BHET.
Para confirmar la presencia del producto MHET en el medio de reaccion se procedio
con la sintesis y purificacion del MHET a través de la hidrdlisis del compuesto BHET
de acuerdo con lo reportado por De Queiros Eugenio et al., (2022) y Swiderek et al.,
(2023) con ciertas modificaciones. La estructura del MHET se confirmé al
caracterizarlo por RMN-'H, ATR-FTR y RP-HPLC (ANEXO D).
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Figura 23. A) Cromatoplaca de silica gel sobre base de aluminio (10 x 7 cm). Revelador: luz UV 254 nm. Sistema
de elucion MeOH:CHCIz (60:40 v/v). Carriles 1 a 4 reacciones de hidrélisis de PET-GF con ANCUT 1 a 60°C.
1) Sin iones dilucion 1:2; 2) Con NaCl dilucion 1:2; 3) Con CacCl: dilucién 1:2; 4) Con MgCl2 dilucion 1:2; 5)
Estandar TPA 2 mM; 6) Mezcla BHET + MHET. B) Cromatogramas de RP-HPLC de las muestras y estandares
con un volumen de inyeccion de 10 pL, gradiente isocratico y flujo de 0.5 mL/min en una columna C18, fase
movil de 0.5 % acido acético en agua y acetonitrilo y detector UV-visible.

Combinar la TLC junto con la determinacion espectrofotométrica a 241 nm permitié
proponer una metodologia para la deteccién de los productos de reaccion como
método rapido exploratorio, tomando como referencia lo reportado por Sowers et
al., 2022. Este procedimiento permitié proponer la dilucién de la muestra a analizar

por HPLC reduciendo el consumo de tiempo y recursos de esta técnica.

El MHET sintetizado sirvié como referencia en TLC confirmando que el Rt intermedio

entre TPA y BHET correspondia al MHET (Figura 23). De la misma forma, los
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tiempos de retencion en RP-HPLC correspondientes a TPA (5.97 min), MHET
sintetizado (7.39) y BHET (8.59 min), coincidieron con los tiempos de retencion de
los productos detectados en el medio de reaccidn posterior a la hidrdlisis enzimatica
del PET-GF (ANEXO G).

Confirmada la presencia de los 3 monoémeros principales (TPA, MHET y BHET) se
puede proponer un mecanismo de reaccion de ANCUT 1 en presencia del PET. Si
bien, el obtener principalmente mondémeros podria indicar que la enzima posee un
comportamiento exo. Sin embargo, la presencia de 4 picos en HPLC a 12.03, 12.45,
13.2 y 14 min de productos no identificados sugiere un comportamiento endo, por
la posibilidad de atribuir estos picos a la presencia de oligdmeros. Esto tiene l6gica
al observar el orden de elucion de los monémeros, a mayor peso molecular, mayor
tiempo de retencion. Estos oligébmeros pueden ser formados durante la hidrélisis a
través de cortes endo en las cadenas superficiales del polimero como ha sido
descrito para otras enzimas degradadoras de PET (Arnal et al., 2023). Por ello, se
sugieren hacer andlisis de espectroscopia de masas para identificar y confirmar los

pesos moleculares de estos compuestos y sustentar las inferencias realizadas.

9.8 Actividad residual y avance de reaccién de hidrélisis de PET-GF con
ANCUT 1.

El perfil de los productos de reaccion (TPA y MHET) y la actividad residual de
ANCUT 1 se muestran en la Figura 24A bajo las condiciones resumidas en la Tabla
17.

En la Figura 24B, se puede observar que durante la primera hora se alcanza la
maxima productividad del MHET (0.27 mmol L* h'!) a pesar de que se observé su
maxima concentracion a las 48 h (Figura 24A). En todos los monitoreos fue
imperceptible la presencia del monomero BHET. Posterior a las 2 h de reaccion, el
TPA predomino respecto al MHET hasta finalizar el experimento. Por otro lado, la
maxima productividad del TPA (0.20 mmol L h'1) se alcanzé a las 4 h de reaccion.
En la Figura 24B se aprecia una caida en la productividad total a las 48 h al no haber
un aumento significativo en la concentracion de los productos de reaccion. La

actividad residual durante el seguimiento de la reaccion mostrada en la Figura 24A
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fue determinada con el ensayo estdndar (Seccién metodologia) y se puede ver que
tiene una caida a las 24 h (1%). En ensayos de estabilidad térmica de ANCUT 1 se
ha observado una disminucion aproximada del 50% de la actividad a 50°C a las 24
h (Castro-Rodriguez, 2024, trabajo en curso), sin embargo, si la reaccion es con el
PET se pierde practicamente toda la actividad en el mismo intervalo de tiempo. La
reaccion de hidrélisis de polimeros comienza con una etapa de adsorcion de la
enzima a la superficie del sustrato, seguido del reconocimiento y posterior hidrolisis
del enlace éster (O'Neill et al., 2007; Sahihi et al., 2024). Este fendmeno de
adsorcion podria ser un motivo de la pérdida de actividad cuantificable pues pueden
no ser consideradas las moléculas adsorbidas o que hayan difundido en el PET.
Son necesarios experimentos adicionales para corroborar este planteamiento. Otro
posible factor de inhibicién es la inhibicion por producto de ANCUT 1, siendo el
mondémero MHET identificado como un fuerte inhibidor competitivo en algunas
enzimas degradadoras de PET (de Queiros et al., 2022; Zhang et al., 2023). El
seguimiento de la hidrélisis de BHET en ausencia de enzima (Figura 24C) mostré
una conversion casi completa a las 24 horas, generando MHET y TPA.
Posteriormente, el MHET continud hidrolizandose lentamente debido a la accion del

solvente, lo que condujo a una acumulacion progresiva de TPA.

La lenta hidrélisis del MHET podria haber causado su acumulacién sostenida en el
medio de reaccién (Figura 24A), provocando asi el efecto inhibitorio por producto.
Para evaluar este efecto sobre la actividad de hidrélisis de ANCUT 1, se ajustaron
concentraciones iniciales de MHET segun las condiciones descritas en la Tabla 17.
Los resultados mostraron una clara tendencia a la disminucion de la actividad de
hidrolisis del PET-GF por ANCUT 1 a medida que aumentaba la concentracion
inicial de MHET en el medio de reaccion (Figura 24D), evidenciando su efecto
inhibitorio. Se descarta un posible efecto inhibitorio por parte del BHET, ya que
ANCUT 1 es capaz de reconocer e hidrolizar este compuesto en reacciones
realizadas con 5 mM (1.33 mg/mL) de BHET y 2500 U de enzima (datos no
mostrados). El monitoreo de la reaccidon mediante TLC mostré6 que se requieren
entre 2 y 3 horas para alcanzar una hidrélisis superior al 90%. El producto principal

obtenido fue MHET, mientras que la producciéon de TPA y el BHET remanente
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fueron minimos, mostrdndose como una oportunidad para la optimizacién de la

reaccion en la sintesis del intermediario MHET no disponible en el mercado.
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Figura 24. A) Avance de reaccion en la produccion de ftalatos durante la hidrélisis de PET-GF por ANCUT 1 en
funcion del tiempo. En el aumento se observa el avance de reaccion en un periodo de 0 a 5 h. En el segundo
eje se presenta la actividad relativa de hidrolisis del pNPB ajustando inicialmente un valor de 10000 U/mL de
ANCUTL1 referenciadas al mismo sustrato. B) En el eje principal se muestra la productividad de ANCUT 1 en la
formacion de TPA, MHET y productos totales, no fue detectado BHET. En el eje secundario se presenta el grado
de despolimerizacion de acuerdo con el valor de peso molecular del PET-GF reportado por Kawai, et al, 2022.
C) Cinética de hidrdlisis de 5 mM de BHET en ausencia de ANCUT 1. D) Efecto de [MHET] inicial en el medio
de reaccién después de 72 h. Las barras de error indican la desviacién estandar de mediciones por triplicado (n
=3).

Previamente se discutié el posible mecanismo de accion endo y exo de ANCUT 1
durante la hidrdlisis del PET, considerando la formacion no solo de los monémeros
TPA, MHET y BHET, sino también de oligébmeros (Figura 23). En la cinética de
reaccion, se observa un incremento significativo en la concentracion de ftalatos

entre las 24 y 48 horas, periodo en el cual ANCUT 1 ha perdido su actividad.

Este aumento podria explicarse por la hidrélisis continua de oligobmeros poco

solubles, los cuales eventualmente se descomponen en ftalatos méas solubles,

——
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detectables mediante espectroscopia o HPLC. La hidrélisis de estos oligdmeros
pudo haber ocurrido por acciéon de las moléculas de ANCUT 1 adsorbidas o
difundidas en el PET que permanecian activas. Alternativamente, podria atribuirse
a la hidrdlisis fisicoquimica provocada por las condiciones del medio de reaccién.
Este dltimo planteamiento se respalda con la deteccion de ftalatos en
concentraciones entre 20 y 80 uM (datos no mostrados) en los controles de reaccién

de hidrélisis de PET-GF sin enzima.

Por altimo, el tiempo de reaccion seleccionado para posteriores experimentos fue
de 72 h al no haber un incremento significativo de productos de reaccion en tiempos

posteriores.
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10 Parte 1 B. Caracterizacion de los sustratos y evaluacion de la fraccion
susceptible del PET-GF a hidrolisis por ANCUT 1.

10.1 Caracterizacion de los sustratos.

En esta seccion se presenta la caracterizacion de los sustratos desde un
punto de vista estructural, contemplando las zonas cristalinas y las microestructuras
presentes en la fase amorfa: fase amorfa movil y fase amorfa rigida (MAF y RAF,
respectivamente, por sus siglas en inglés).

Tabla 19. Caracterizacion del PET-PC (botella) y referencias de PET cristalino y amorfo.

%Cristalinidad
Sustrato Tg (°C) % tranSiotal %RAF %MAF
(DSC)
Botella (PET-
35 ND 63.98 29.25 36.02
PC)
Biaxial (PET-
35 ND 64.12 29.79 35.88
BA)
8 72.79 61.26 53.73 38.74

RAF: Dominios trans en la fase amorfa. MAF: Dominios gauche en fase amorfa. PET-PC: PET post consumo. PET-BA: PET

Biaxial (referencia de alta cristalinidad). PET-GF: PET Goodfellow® (referencia de baja cristalinidad).

—— Amorfo (8%)
Biaxial (35%)
Botella (35%)

0.2

972 cm’

Absorbancia

0.0 T T T T
750 800 850 900 950 1000

Nimero de onda (cm™)

Figura 25. Espectro obtenido por ATR-FTIR. Se indican las sefiales de interés en la caracterizaciéon del PET
en presentacion de Botella (PET-PC), Biaxial (PET-BA) y Amorfo (PET-GF).
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La distincion entre las zonas MAF y RAF resulta fundamental para determinar la la
fraccion susceptible a hidroélisis por ANCUT 1. Mdltiples autores (Khairul et al, 2022;
Thomsen et al., 2022a, 2022b; Thomsen et al, 2023) han caracterizado el PET y
atribuyen la presencia de las zonas MAF a la degradacién enzimatica del polimero.
Su planteamiento se basa en la presencia del &ngulo de 60° (Figura 26) entre los
grupos hidroxilo de la molécula de etilenglicol (EG). Este angulo no favorece un alto
grado de orden, a diferencia de las zonas RAF y cristalinas, que albergan el EG en
una configuracion trans con un angulo de 180° (Figura 26). En el Anexo C (Figura
38) se plantea un esquema de la disposicién de las cadenas de acuerdo con lo
mencionado para hacer mas visual la accesibilidad que tiene la presencia de una
microestructura sobre la otra. Se ejemplifica la disposicion trans del etilenglicol de
acuerdo con lo mencionado por Sago et al., 2013, estructura que favorece la
formacién de puentes de hidrégeno entre cadenas terminales e interacciones -1

entre los anillos aromaticos de cadenas vecinas.

Para la caracterizacion del PET se extrajeron y resumieron los datos obtenidos de
DSCy ATR-FTIR. En ésta Ultima técnica, la literatura cita sefiales (ANEXO D, Figura
37) como marcadores para diferenciar entre fraccién trans twta (Cristalino + RAF) o
gauche (MAF). Las de interés en el presente estudio son la sefial a 973 cm™
relacionada con el estiramiento O-CHz del conférmero en trans del fragmento de EG
en la molécula de PET. Por otro lado, la sefial a 898 cm! es atribuida al bamboleo
del CH: en la conformacion gauche del mismo fragmento (Figura 25)(Donelli et al.,
2009, 2010). La sefial de referencia para la cuantificacion fue a 793 cm™ (Walls,
1991). Al estar presentes los isbmeros trans en las regiones cristalinas, se puede
determinar el % Cri por una técnica distinta al IR, como la DSC para diferenciar entre
zonas completamente cristalinas y las zonas RAF de la fraccidn trans total calculada
por IR (ANEXO C, Figura 36) (Smole y Zipper, 2002; Donelli et al, 2010). Los
resultados resumidos en la Tabla 19 muestran los perfiles de las microestructuras
del PET-PC (post consumo), PET-BA (biaxial, referencia de alta cristalinidad) y PET-
GF (Goodfellow® referencia de baja cristalinidad). Al comparar el PET-PC con las

referencias nos damos cuenta de que este presenta un perfil similar al de un material
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de alta cristalinidad, %Cri > 15 % (Thomsen et al., 2024; Thomsen, Schubert, et al.,
2023).

Zona

;“'}? amorfa
MAF
RAF
Trans
™ total
Cri
o
vavmvay )

Figura 26. Distribucion de las microestructuras del PET. En el recuadro rojo se representa un acercamiento para
diferenciar entre la fase cristalina y diferenciar las zonas RAF y MAF de la fase amorfa. Se muestran las
representaciones de Newman del etilenglicol mostrando el angulo de 60° y 180° en las fases amorfa y cristalina
respectivamente.

10.2 Identificacion de la fracciéon del PET susceptible a hidrolisis por ANCUT
1.
Partiendo de la hipétesis donde las zonas MAF en el PET seran susceptibles a la
hidrolisis por ANCUT 1, por la accesibilidad relacionada con el desorden de las
cadenas del polimero, se procedi6 a evaluar el cambio en los pardmetros %Cri, %
trans twtal, % MAF y % RAF en el PET-GF. La Tabla 20 muestra el antes y después
del tratamiento enzimatico bajo las condiciones de tratamiento a 40 °C con Na*, 50
°C sin ion y a 60 °C con Mg?* (condiciones con mayor produccién de Ftalatos en
seccién: Efecto de la temperatura de reaccién y la presencia de iones en el medio

de reaccion.).

En los 3 casos presentados se observa un incremento de la fraccién trans total (%Cri
+ %X RAF) y la disminucion de la fraccion MAF. En la Tabla 20 se resalta en un
recuadro rojo la mejor condicion que fue a 50°C sin ion, donde hubo un incremento
del 11.25 £ 0.35 % del Trans twotal y una disminucion del 18.16 + 0.56 % del MAF

respecto al PET-GF antes del tratamiento enzimético. De acuerdo con la
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conformacion del EG que predomina en las fracciones cristalinas y amorfas, los
resultados sugieren una selectividad preferencial de ANCUT 1 por la fraccion
amorfa, en especifico la fraccion MAF (Figura 27). Estos resultados permitieron
asociar la mejor actividad de hidrdlisis de ANCUT 1 cuando el sustrato de referencia
contd con baja cristalinidad (% Cri < 15 %) y alto contenido de la fraccion MAF,
caracteristicas que debe tener el PET-PC posterior al pretratamiento termo-
mecanico (Thomsen et al., 2022a, 2022b; Thomsen, Schubert, et al., 2023).

Tabla 20. Cambios en la estructura del PET-GF antes y después del tratamiento con la enzima ANCUT 1 bajo
las condiciones con mayor produccion de ftalatos en la evaluacién del efecto de la presencia de iones (40 °C

con Na*, 50 °C sin ion y 60 °C con Mg?*).

Sustrato: PET-

(A) Antes de

(B) 40 °C Na*

(C) 50 °C sin ion

(D) 60 °C Mg?*

GF (amorfo) reaccion
% Trans total 61.73 £ 0.54 64.98 + 0.98 68.68 + 0.13 63.89 + 0.68
% Cri 6.58 £ 1.06 10.06 +1.22 8.82+1.75 10.30 £ 0.22
% X rar 55.14+1.23 54.92 +2.03 59.86 +1.62 53.60 + 0.88
% X marF 38.27 £ 0.54 35.02 £ 0.98 31.32+0.13 36.11 £ 0.68

Sustrato: PET-

(A) Antes de

(B) Blanco 40 °C]

(C) Blanco 50 °C]

(D) Blanco 60 °C

GF (amorfo) reaccion Na* sin ion Mg?*
% Trans total 61.73+0.54 60.45 + 0.17 61.36 + 0.49 60. 52 +0.72
% Cri 6.58 + 1.06 8.42 +1.48 8.28 + 0.33 9.54 + 0.95
% X rar 55.14 £ 1.23 48.18 £ 1.65 53.07 £ 0.16 50.98 £+ 0.24
% X marF 38.27 £ 0.54 39.55+0.17 38.64 £0.49 39.48 +£0.72

Se resalta en un recuadro rojo la condicién donde fue méas evidente la disminucién de la cristalinidad
posterior a la reaccion enzimatica con ANCUT 1. En la tabla superior se presentan los resultados de la
reaccion de hidroélisis de PET con ANCUT 1. En la tabla inferior se presentan los datos de la reacciéon de
hidrélisis en ausencia de ANCUT 1 (blanco de reaccién).
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Figura 27. Representacion de la zona del PET susceptible a hidrolisis por ANCUT 1 para la generacion de los
principales productos de reaccion identificados. La presencia de estructuras con conformacion MAF del
etilenglicol promueven mayor movilidad entre cadenas del PET promoviendo al mismo tiempo la accesibilidad
de ANCUT 1 para el ataque enzimético. La conformaciéon RAF y nlcleos ordenados con alta cristalinidad tienden
a tener baja movilidad evitando la accesibilidad de ANCUT 1 entre las cadenas de PET. Elaboracion propia.

11 Parte 2. Evaluacion del efecto del pretratamiento termo-mecénico en PET-
PCy evaluacion de la actividad de ANCUT 1 frente al PET pretratado.

11.1 Efecto del pretratamiento termo-mecanico en el PET post consumo y
caracterizacion.
La extrusion y criomolienda fueron los pretratamientos encontrados en la literatura
(Tabla 8) que permiten abordar la hipo6tesis para la evaluacion del desempefio de
ANCUT 1 frente a un material de menor cristalinidad. Ante esto, se implementd un
primer pretratamiento térmico al PET-PC. Los resultados del pretratamiento térmico
se muestran en la Figura 28 donde se observan los patrones caracteristicos de un
material con baja o alta cristalinidad. Solo se puede distinguir el pico endotérmico
del material relacionado con la transicion térmica del material correspondiente al

proceso de fusion.
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Figura 28. Efecto del tratamiento térmico de PETpost consumo de alta cristalinidad. Diagramas de DSC del
PET-GF (Amorfo), PET-PC (Botella), PET-TA (tratamiento térmico enfriado rapidamente), PET-TB
(tratamiento térmico enfriado lentamente).

Los diagramas DSC de materiales semi cristalinos, tienen la sensibilidad suficiente
para detectar la Tg como un escalén, ademas de presentarse tanto el pico
exotérmico como endotérmico correspondientes a los procesos de cristalizacién de
la fase amorfa y fusion de la fase cristalina respectivamente. En el caso de
materiales con alta cristalinidad solo se detecta el proceso de fusion de la fase
cristalina pero no se tiene la suficiente sensibilidad del equipo para detectar la Tg.

Durante los ciclos de calentamiento/enfriamiento del pretratamiento térmico se
obtuvieron 2 fracciones distintas de PET con caracteristicas distintas. Una de estas
fue opacay blanca (PET-TB, Figura 29), material que fue enfriado lentamente y que,
de acuerdo con los datos de caracterizacion, se favorecio el crecimiento de la fase
cristalina. Por otro lado, un material amarillento-opaco (PET-TA, Figura 29) fue el
que presentdo un patron DSC similar al del PET-GF (Figura 28) posterior al
pretratamiento. Esto resalta la importancia del enfriamiento rapido en la metodologia
para favorecer la obtencion de un material de baja cristalinidad. De la misma forma
se muestra la caracterizacion de los materiales mencionados. Lo primero

observable es el perfil de PET-TA comparado con el PET-PC, consiguiendo la
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reduccion del 71 % en la cristalinidad y el incremento del 20 % de la fraccion MAF,
susceptible a hidrolisis. Los resultados mostraron la capacidad del pretratamiento
térmico del PET-PC para obtener un material similar a la referencia estudiada (PET-
GF). Al comparar PET-TA contra PET-GF, también hubo un efecto favorable al
haber un incremento del 11 % de la fraccion MAF.

PET-GF PET-PC PET-TA PET-TB

I RAF
50 - I MAF
I Cristalinidad

)

PET-GF PET-PC PET-TA PET-TB

Figura 29. Porcentajes de las fracciones RAF, MAF vy cristalina del material tratado térmicamente y de PET
cristalino y amorfo de referencia obtenidos a través de los espectros de ATR-FTIR y DSC. EI PET se encontraba
en forma de laminas de ~ 5 x 5 mm (~ 7 mg c/u) para el analisis. En la parte superior se muestran los materiales
de referencia y obtenidos a través del tratamiento térmico. PETGF: referencia de baja cristalinidad; PET.PC:
botella; PET-TA: tratado térmicamente y enfriado rapido; PET-TB: tratado térmicamente y enfriado lento.

Como segundo pretratamiento se procedié con la crio-molienda con el uso del Nz ()
agente criogénico. Los perfiles comparativos entre los sustratos antes y después de
la crio molienda se presentan en la Figura 30. Es necesario aclarar que se conto
con los sustratos en laminas para su molienda (PET-PC, PET-GF y PET-TA
[Llamado PET-T desde ahora]) y nos fueron proporcionadas 2 presentaciones de
PET en polvo (3A 'y 1A) los cuales procedieron por molienda sin pretratamiento con

N2. El PET de 1A es proveniente de botellas sin color y se obtiene un polvo blanco
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con tamafo de particula < Tamiz 40. Por otro lado, el PET de 3A es proveniente de
materiales variados, y es obtenido un polvo con tono crema con una distribucion
heterogénea del tamafio de particula. Ambos materiales presentaron una elevada
cristalinidad, 40.64 £ 0.82 % y 48 + 0.39 % (Figura 30A) y una baja fraccion MAF
32.89 +1.13 % y 32.55 + 0.31 % (Figura 30D), respectivamente. Esto, comparado
con el PET-PC tratado con N2 resultd en una cristalinidad del 39.12 + 0.47 % vy

fraccion MAF del 35.96 + 0.58 %.
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Figura 30. Efecto de la molienda con temperatura controlada. Perfil de la cristalinidad y microestructuras de las
presentaciones evaluadas de PET antes y después de la crio-molienda. Fracciones determinadas a través de
ATR-FTIR (X RAF, X MAF y X trans total) y DSC (% Cri). PC: PET post-consumo (lamina); PCP: PET post-
consumo (polvo); PCT: PET post-consumo tratado térmicamente (Ilamina); PCTP: PET post-consumo tratado
térmicamente (polvo); GF: PET referencia de baja cristalinidad (lamina); GF: PET referencia de baja cristalinidad
(polvo); 3AP: PET de tercera molido industrialmente; 1AP: PET de primera molido industrialmente. Las barras
de error indican la desviacion estandar de mediciones por triplicado (n=3).

Este comparativo permite ver el efecto de la friccion de las aspas en la
molienda, siendo que al no pretratar el material con Nz, la cristalinidad del material
incrementa considerablemente. En el caso de las comparaciones de los sustratos
en lamina con los respectivos polvos obtenidos, se esperaba que no hubiera un

cambio significativo en los perfiles de estos, atribuido al pretratamiento con N2 ().
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Esto fue cierto para las muestras (PET-PC, PET-GF y PET-T) observando la
cristalinidad y en la fraccion RAF y MAF para PET-PC y PET-T sin haber diferencia
significativa. La excepcion fue con PET-PC en las fracciones RAF y MAF, donde el
cambio es evidente y si hubo diferencia significativa posterior a la molienda. Algo
similar fue observado por Tournier et al., 2020, quienes vieron una disminucién en
la cristalinidad de PET de alta cristalinidad en un proceso de micronizacion. Esto
puede deberse al efecto de corte de las aspas, que al ir disminuyendo el tamafio de
particula se tenga una exposicion de las fracciones MAF y RAF rodeadas por

regiones de alta cristalinidad.

11.2 Evaluacion de la actividad de ANCUT 1 en la hidrélisis del PET

pretratado.

En esta seccion se evalla el desempefio de ANCUT 1 bajo las mejores condiciones
de hidrolisis determinadas en la Parte 1 (Tabla 18), frente a las distintas

presentaciones de PET discutidas en la seccion anterior.

La Figura 31 muestra la cantidad de ftalatos producidos a las 72 h de reaccién con
relacion a la cristalinidad inicial del sustrato (lAmina o polvo). La relacién evidente
observada fue la mayor produccién de Ftalatos al partir de sustratos con baja
cristalinidad y de estos, se vio favorecido al haber sido reducido el tamafio de
particula. De tal forma que el PET-GF al ser molido increment6 3 veces la cantidad
de ftalatos producidos, en el caso del PET-PCT los productos incrementaron 4
veces respecto a la lamina y en el PET-PC la molienda le favorecié al incrementar
200 veces la concentracion de ftalatos. Estos resultados se relacionan con la
cantidad de la fraccion MAF obtenida posterior a la crio molienda, siendo asi un

factor primordial en ANCUT 1 para proceder con la hidrdlisis del sustrato.

81

——
| —



50 50

-4 i
45 | I
S 401
(%2} - -
D % | “BEma I —— A Bl -
- ~— 35 -
\E — 1 » i Q
S8 ] =
c T pretmimmi e R = i BN, o i s -30 &
o © 25 - =
— =
-O (¢D) A L. a.
'% Q 20 )
T wn 15: """""""""" - 20 E'
- — O * =
= = 1 £.
45' < 10 - Yy
< £ ] £,
— 5 == B - 10
o | ]
0.05 1
0.00 ]

PC PCP PCT PCTP GF GFP 3AP 1AP

Figura 31. Produccion de ftalatos en la hidrolisis por ANCUT 1 de PET en laminas y molido. Cuantificacion
espectrofotométrica con Abszs41 nm. Las barras de error indican la desviacion estandar de mediciones por
triplicado (n=3). PC: PET post-consumo (lamina); PCP: PET post-consumo (polvo); PCT: PET post-consumo
tratado térmicamente (lamina); PCTP: PET post-consumo tratado térmicamente (polvo); GF: PET referencia de
baja cristalinidad (lamina); GF: PET referencia de baja cristalinidad (polvo); 3AP: PET de tercera molido
industrialmente; 1AP: PET de primera molido industrialmente. Mismos asteriscos muestran que no hay
diferencia significativa entre las medias de las muestras con P < 0.05.

En la Figura 32 se observan los porcentajes de productos adicionales cuantificados
por espectrofotometria respecto al método HPLC (triangulos rojos). Esto refuerza la
idea de la presencia de moléculas que absorben a la longitud de 241 nm en el UV.
De acuerdo con esto, ANCUT 1 solo a través de cortes endo en la cadena polimérica
podria formar oligdbmeros atribuibles a los picos vistos a mayores tiempos de
retencion en el HPLC (12 a 12.5 min), asi como cortes exo, al ser posible la
cuantificacion de productos solubles a los 30 min de reaccién posibles al reconocer

las cadenas terminales presentes en la superficie (Figura 24A).
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Figura 32. Produccion de ftalatos en la hidrélisis por ANCUT 1 de PET en laminas y molido. Cuantificacion
espectrofotométrica con Abs241 nm (tridngulos rojos) y por HPLC (barras). Los porcentajes indican la cantidad de
productos adicionales cuantificados por absorbancia respecto a lo cuantificado en HPLC. Las barras de error
indican la desviacién estandar de mediciones por triplicado (n=3). PC: PET post-consumo (lamina); PCP: PET
post-consumo (polvo); PCT: PET post-consumo tratado térmicamente (lamina); PCTP: PET post-consumo
tratado térmicamente (polvo); GF: PET referencia de baja cristalinidad (lamina); GF: PET referencia de baja
cristalinidad (polvo); 3AP: PET de tercera molido industrialmente; 1AP: PET de primera molido industrialmente.
Mismos asteriscos muestran que no hay diferencia significativa entre las medias de las muestras con P < 0.05.

Tanto en la cuantificacion por espectrofotometria como por RP-HPLC se
utilizé6 TPA como estandar externo debido a la mejor estabilidad frente a MHET y
BHET en medio acuoso a pH 9, los cuales son susceptibles a hidrdlisis a pH
alcalinos y acidos respectivamente (de Queiros et al., 2022). En la literatura se
indica que los monémeros TPA, MHET y BHET tienen el mismo coeficiente de
extincion molar (Pirillo et al., 2021), por lo que a través de la elaboracion de curvas
de absorbancia a 241 nm de estos tres mondmeros se corroboro la cercania de las
pendientes de regresion apoyando la decision de trabajar con TPA como estandar
externo (Anexos F). En el Anexo G, Figura 47 se presentan los cromatogramas
amplificados de las muestras cuantificadas en esta seccién junto con los respectivos
blancos de reacciéon. En la Figura 33 se muestran los picos de los productos de
reaccion TPA (~6 min), MHET (~7.5 min) y de productos no identificados (12, 12.5,
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13.2 y 14 min). Para la cuantificacion de productos se consideraron las sefiales de

los productos TPA, MHET y BHET usando como referencia al TPA para la curva de

calibracion.

1AP

3AP

GFP

i o P—
“ A GF

PCTP

PCT
PCP

N
N

PC

Tiempo (min)

Figura 33. Cromatogramas de la produccién de ftalatos en la hidrélisis de PET por ANCUT 1. PC: PET post-
consumo (lamina) 1:2; PCP: PET post-consumo (polvo) 1:200; PCT: PET post-consumo tratado térmicamente
(lamina) 1:100; PCTP: PET post-consumo tratado térmicamente (polvo) 1:100; GF: PET referencia de baja
cristalinidad (lamina) 1:100; GF: PET referencia de baja cristalinidad (polvo) 1:100; 3AP: PET de tercera molido
industrialmente 1:100; 1AP: PET de primera molido industrialmente 1:50. Blancos no se diluyeron excepto G),
1:100. El andlisis se llevo a cabo en un sistema HPLC Infinity 1260 de Agilent® equipado con una columna C18,
el volumen de inyeccién fue de 10 pL. El analisis procedio con un gradiente isocratico, flujo de 0.5 mL/min, fase
movil de A: 0.5 % acido acético en agua y B: acetonitrilo y detector UV-visible.
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12 Conclusiones

En este trabajo se destacé la importancia de modificar las propiedades
fisicoquimicas del PET para favorecer una estructura mas accesible y elevada area
superficial combinado con las condiciones de reaccion para mejorar la eficiencia de

la hidrélisis enzimatica.

Las mejores condiciones para la hidrélisis del PET a escala de laboratorio se
lograron utilizando un amortiguador Tris-HCI a 50 mM, pH 9, 800 rpm, con 200 mg
de PET y 10,000 U/mL de ANCUT 1.

Se identificaron tres productos principales de la hidrolisis: TPA, MHET y, en menor
medida, BHET a través de técnicas cuantitativas y cualitativas. Destacando el efecto
inhibitorio del MHET.

Se identificé que la fraccion MAF del PET fue la mas susceptible a hidrélisis por
ANCUT 1 al observar un incremento del 11.25 + 0.35 % de la fraccion Trans twta y la

diminucién del 8.16 + 0.56 % en la fraccién MAF.

Se evidencio la importancia de trabajar con PET de baja cristalinidad (6-12%) y alta
fraccion amorfa (38-42%) para mejorar la eficiencia ANCUT 1-sustrato destacando

el efecto de los pretratamientos.

El pretratamiento termo-mecanico permitié reducir la cristalinidad del PET-PC en un
71% (34 % a 10 %) y aumentar la fraccion amorfa en un 11% (38.72 % a 43.5 %).
Ademas, el pretratamiento de crio-molienda resulté en un aumento significativo de
los monémeros del PET. Para PET-PCP (200 veces), PET-PCTP (~4 veces) y PET-
GFP (=3 veces) comparados con la presentacion en lamina.

La adicion de iones magnesio permitié un incremento en la temperatura de reaccion
de 10 °C, por arriba de los 50 °C reportada previamente como la temperatura de
trabajo. Esto sugiere un papel de este ion en mejorar la termoestabilidad de ANCUT
1. No obstante, se observo una inhibicion significativa de la actividad de hidrélisis
por la acumulacion de MHET, lo cual representa un desafio en su aplicaciéon a gran

escala.
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Los resultados alcanzados con ANCUT 1 indican que es una candidata idonea en
el proceso de reciclaje biotecnolégico del PET para aportar soluciones amigables

con el ambiente necesarias hoy en dia.

Perspectivas.
Algunos de los aspectos no dilucidados en el presente trabajo fueron:

Identificar los productos eluidos en HPLC a tiempos de retencién entre 12 y 13 min

a través de la técnica de espectrometria de masas.
Disefio de estrategias para reducir la inhibicion por MHET.

Realizar estudios a nivel de ingenieria de proteinas relativo con el ion magnesio
para mejorar la estabilidad a temperaturas cercanas a la Tg como por ejemplo la

modificacién de los sitios de unién a magnesio (70 - 80 °C).

Realizar estudios a mayor escala para evaluar para evaluar otros factores como

agitacion y pH.
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14 ANEXOS.

14.1 ANEXO A. Composicion de medios de cultivo y metodologia para la
produccion de enzima a nivel matraz.
Elementos trazas.

Tabla 21. Proporciones para la preparacion del stock de elementos traza.

Componente 100 mL 1L
FeSO4 7 H:0 6.5¢ 65 g
CuSO04 * 5 H:0 069 69
ZnS04 * 7 H20 29 209
MnSO4 * H.O 0349 39

Kl 0.042 g 0.42 g

HsBOs3 0.01g 0.1g
NazMoO, * 2 H,O 01g 1g

H>SO4 98% (v/v) 1mL 10 mL

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

Tabla 22. Proporciones para la preparacion del stock de vitaminas.

Componente 100 mL 1L
Pantotenato de calcio 80 mg 800 mg
myo-inositol 800 mg 800 mg 8¢
dicloruro de tiamina 80 mg 800 mg
hidrocloruro de piridoxina 80 mg 800 mg
acido nicotinico 20 mg 200 mg
D(+) biotina 80 mg 800 mg
K2HPO4 400 mg 400 mg 49

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

Glicerol 10% (1 L).

Mezcla 126 g de glicerol con 900 ml de agua y esterilizar en autoclave. Almacenar en

refrigeracion.
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Glicerol 10X: Agregar 10 mL de glicerol a 90 mL de agua desionizada y esterilizar

en autoclave.

Buffer de fosfatos pH 6.0 (K2HPO4) 1M: Disolver 17.43 g de fosfato con agua

desionizada, ajustar pH y aforar a 100 mL. Esterilizar en autoclave.

Medios de cultivo

Medio YPD.

Tabla 23. Proporciones para la preparacion del medio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Componente 1L
Extracto de levadura 1% 10g
Peptona 2% 2049
Dextrosa (glucosa) 2% 20 g
Agua destilada 1000 mL

Esterilizar en autoclave. Para YPD sdlido, agrega 20 g de agar antes de esterilizar. Para medio YPD/zeocina 0.01 %, después
de esterilizar, deja enfriar (~60°C) y agrega 1 mL de un stock de zeocina (100 mg/mL) para obtener una concentracion final
de 100 pg/mL.

Medio Y.

Extracto de levadura 3% m/v.

Medio LOTO Glicerol 1%.*

Tabla 24. Medio LOTO con glicerol al 1%.

Componente 25 mL 1L
Medio Y 20 mL 800 mL
Fosfatos de potasio 100 mM pH 6.0 2.5 mL 100 mL
Solucién vitaminas 0.1 mL 4 mL
Solucidon de elementos trazas 0.1mL 4 mL
Glicerol 10% 2.5mL 100 mL

*Mezclar bien y almacenar a 4°C. Medio Y, Amortiguador y glicerol se esterilizan en autoclave. Solucién de vitaminas y
elementos trazas se esterilizan por filtracion con membrana de 0.22 pm.
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Medio LOTO MeOH 3%.*

Tabla 25. Medio LOTO con metanol al 3%.

Componente 25 mL 1L
Medio Y 21.75 mL 870 mL
Fosfatos de potasio 100 mM pH 6.0 2.5 mL 100 mL
Solucidn vitaminas 0.1mL 4 mL
Solucién de elementos trazas 0.1mL 4 mL
Metanol (100%) 0.75 mL 30 mL

*Mezclar bien y almacenar a 4°C. Medio Y y Amortiguador se esterilizan en autoclave. Solucién de vitaminas y elementos

trazas se esterilizan por filtracion.

25 mL medio YPD/zeocina (0.01%)
200 pL cepa almacenada

Sobrenadante
Tincién o
29°C de Gram Centrifuga
300 rpm 10 min 200 uL
48 h 8500 rpm Almacenar
Centrifuga 4°C -70°C
2 mL medio Y 10 min
v 8500 rpm
~ Sobrenadante  t
25 mL
H 0,
LOTO glicerol 1% 10 mL o mL
Medio Y i
Inocular edio Medio Y
Sobrenadante l Sobrenadante l
Tincién —
—— —
29°C de Gram Centrifuga Centrifuga
300 rpm 10 min 10 min
DOggo = 1 24h 8500 rpm 8500 rpm
Lamb Lam Inocular
D0600 =0.8

Extracto enzimatico
Aprox. 200 mL

Medio YPD/Glicerol 15%

25 mL
LOTO MetOH 3%
Pellet

Centrifuga
10 min
8500 rpm

t amb

Figura 34. Metodologia para la produccién de gliceroles y extracto enzimatico.
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14.2 ANEXO B: Curva de calibracion de la concentracion de proteina por el
método de Bradford.
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Figura 35. Curva de calibracién para la cuantificacion de proteina por el método Bradford.
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14.3 ANEXO C. Caracterizacion de sustrato con ATR FTIR y DSC.
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Figura 36. Termograma DSC del PET-GF. Rango 0-290°C, velocidad de calentaiento10°C/min. Anélisis
llevado a cabo en un equipo DSC1 Mettler Toledo.

Es necesario obtener las areas bajo la curva de los picos exotérmico y endotérmico.
Estos valores fueron obtenidos usando el programa OriginLab 8. Area del pico
exotérmico = 4.00 W°C/g; Area del pico endotérmico = 5.97 W°C/g. La Tg se calculd

con base en el método del “Analisis de altura media” (Figura 36). Hay que recordar
que W = J/s. AH°m= 140.1 J/g.

Area pico endotérmico <W * EC)]

AHm = C
[Velocidad de calentammiento (° E)]
5.97 L% I
AHm = —o’f’: — 3581~
0.1667 — 9
s
0 . A °C
Area pico exotérmico |W x —
AHm = g

[Velocidad de calentammiento (?C)]

400 L€
sSxg J
AHce = ————2 = 24.01 ~
0.1667 — g
S
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Figura 37. Arriba, Izquierda) Se muestran miltiples espectros ATR FT-IR de muestras de PET-GF y PET-PC
junto con la desconvolucién (lineas color verde). Arriba, derecha) Ejemplo de una muestra de PET-GF (PET
referencia) y el espectro ATR FT-IR mostrando las bandas 973 cm™ y 1018 cm™ por desconvolucién (lineas
verdes) resolviendo un solo pico en 973 cm™ necesario para los calculos de las fracciones RAF y MAF. Abajo)
Bandas caracteristicas mencionadas por Smole y Zipper, 2002 en la identificacién de PET por la técnica ATR-
IR.

En la literatura se citan bandas caracteristicas que sirven como referencia para los
calculos de la cristalinidad o bien de las fracciones trans o gauche del etilenglicol.
Se llevo a cabo la desconvolucidn de los espectros en las sefiales de interés para
corroborar la presencia de un solo pico a 793 cm y hacer uso de las sefiales 973,
793, para los calculos mencionados en la seccion caracterizacion de los sustratos.
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Figura 38. Representacion del acomodo de las cadenas de PET en el espacio. Se ejemplifican A) cadenas con
conformacion del Etilenglicol Unicamente en conformacion trans y B) cadenas con conformaciones del
Etilenglicol en conformacién Trans y conformacion Gauche (resaltados con circulos rojos). Se pretende hacer
de forma mas grafica la mayor accesibilidad de las cadenas de PET en la fraccién amorfa donde predomina la
fraccion MAF al haber mayor accesibilidad por las pocas interacciones de puentes de hidrégeno o -1 entre
cadenas vecinas. Elaboracion propia.

14.4 ANEXO D. Caracterizacion del intermediario de reaccion (MHET).

H-\gl.HI
O
j Hy
| CI |
Hs/Hy \‘| N H, |‘
| Ho-o '\
|\‘ |
i I
‘é = oot s 'L":E L ‘| H- H; ‘
M H‘. | \l.
AL " AVN) I ,.'..JL“.JJA,-MI "J, |

fl (ppm)

Figura 39. Espectro de *H-RMN del producto MHET obtenido para verificar su estructura quimica. Se muestran
las sefiales caracteristicas del producto: triplete 3.85-3.92 ppm atribuibles a los hidrégenos en el grupo metileno
adyacentes al hidroxilo; triplete 4.38-4.42 ppm atribuible a hidrogenos del grupo metileno adyacentes al éster y
multiplete 7.9-8.2 ppm atribuible a los hidrogenos del anillo aromatico.
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Figura 40. Espectro ATR FT-IR del producto MHET.
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Figura 41. Cromatograma del intermediario MHET sintetizado. Tiempos de retencion TPA: 5.94, MHET 7.32,
BHET 8.49, 12y 12.2 desconocidos. MHET producido por hidrélisis del BHET con CALB en amortiguador de
bicarbonato de sodio 100 mM de acuerdo con Swiderek et al., 2023 con ciertas variaciones.
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14.5 Anexo E. Identificacion y cuantificacion de mondémeros por la hidroélisis
de PET por ANCUT 1.

Figura 42. Estrategia en la determinacion semicuantitativa de TPA por densitometria en TLC basado en lo
reportado por Sowers et al, (2022) y Schindelin et al, (2012). 1) Divisién de la imagen en sus colores RGB (red,
green, blue); 2) Procesamiento de imagen en tono “Green” eliminando la luz excesiva de fondo (radio de rodillo
= 2000 pixeles); 3) Corte de area de interés a analizar; 4) Calibracion de la imagen. Conversion de sefial de
pixeles a D.O. [Rodbardy =d + (a - d) / (1 + (x/c)"b)]; 5) Definir limite (Threshold) a cuantificar y graficar el perfil
de sefales detectadas; 6) Medir la densidad integrada definido por el “Threshold”.

Densitometria TPA

13000

80.00

S
a
3000
-2000
0 50 100 150 200 250 300
Concentracién (mM)
Formula de la Valor-P
Curva m B R2
curva
TPA Y=m*X+b 37.976 4772 0.983 0.0001

Figura 43. Curva de calibracion para la cuantificacién de TPA por densitometria.
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Figura 44. Resultados de la elucién del medio de reaccién en TLC de algunas muestras por densitometria. En
cada placa se cargaban 3 muestras y entre ellas 3 puntos con concentraciones conocidas de TPA para la curva
de calibracion. Las placas se revelaron con luz UV a 254 nm. La fase estacionario fue silica gel y la fase movil
consistié de una mezcla MeOH:CHClIz 40:60.
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14.6 ANEXO F. Barridos espectrales de los monomeros TPA, MHET y BHET.
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Figura 45. Barridos espectrales de los mondmeros de referencia TPA (A), MHET (B) y BHET (C) en solucion
de Tris-HCI pH 9 50 mM. Los tres monémeros muestran un maximo de absorcién entre 240 y 244 nm. C) Se
muestra la respuesta lineal de la concentracion vs absorbancia a 241 nm de los 3 monémeros. Se corrobora la

cercania entre los coeficientes de extincion molar de los 3 monémeros.
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Curva de calibracion de TPA Abs 241 nm.

130000

Absorbancia

.3o000

-.20000
00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00

Concentracion TPA (uM)

Linealidad, LODy LOQ.

Compuesto Ecuacion de r2 LOD (uMm) LOQ (uM)
regresion
TPA y = 3x108x + 339418 0.999 3.77 11.43

Figura 46. Curva de calibracion usando TPA como estandar para la cuantificacion de mondémeros obtenidos en
la hidrélisis de PET por absorbancia a 241 nm.

Tabla 26. Comparacion entre los métodos de densitometria y Absorbancia a 241 nm para la cuantificacion de
los productos de reaccion.

Densitometria Abs 241 nm

TPA + MHET (mM) | Productos totales (mM)
Sinion 4.18 +£0.28 490+ 0.51
NacCl 1.55+ 0.55 3.91 £ 0.60
CaCl; 11.69 £ 5.68 14.00 £ 5.51
MgCl; 28.78 + 2.59 36.40 + 2.85
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14.7 ANEXO G. Tiempos de retencion de los monémeros TPA, MHET y BHET
en RP-HPLC estandares y muestras.
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Figura 47. Cromatogramas de RP-HPLC-DAD obtenidos para los estandares individuales y la mezcla de
estos. Se observan los cromatogramas individuales de cada estandar y su mezcla para observar los tiempos
de retencion.
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Figura 48. Ampliacion de cromatogramas. Resultados de RP-HPLC en la hidrdlisis enzimatica de PET antes y
después del pretratamiento térmico y mecanico. Se observa la muestra después dl tratamiento enzimatico y el
respectivo blanco de reaccion siendo este, PET + medio de reaccidn sin enzima. A): PET post-consumo (lamina)
1:2; B): PET post-consumo (polvo) 1:200; C): PET post-consumo tratado térmicamente (lamina) 1:100; D): PET
post-consumo tratado térmicamente (polvo) 1:100; E): PET referencia de baja cristalinidad (lamina) 1:100; F):
PET referencia de baja cristalinidad (polvo) 1:100; G): PET de tercera molido industrialmente 1:100; H): PET de
primera molido industrialmente 1:50. Blancos no se diluyeron excepto de G), 1:100.
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Curva de calibracion RP-HPLC.
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Concentracion TPA (nM)
Linealidad, LODy LOQ.
Compuesto Ecuacién de regresion r? LOD (uM) LOQ (uM)
TPA y =2.67x10%x + 0.999 2.23 6.77

2.48x108
Figura 49. Curva de calibracion usando TPA como estandar externo para la cuantificacion de mondmeros
obtenidos en la hidrdlisis de PET usando un detector UV a 244 nm, columna C18, flujo 0.5 mL/min y una fase
movil de 0.5 % é&cido férmico en agua y acetonitrilo 80:20 con gradiente isocrético.

Precision.

De acuerdo con la directiva ICH Q2(R2) se llevé a cabo la validacién del método. Para la
precision se llevod a cabo la cuantificacion de muestras preparadas con el estandar TPA a
la concentracion indicada como 100% (75 uM) con la finalidad de evaluar la repetibilidad y
precision intermedia (Pl). Teniendo como referencia a la Farmacopea de los Estados
Unidos Americanos (USP) y la Farmacopea Europea, el promedio del %Recuperacién de
sustancias activas debe ser 98% < %Recuperacion < 102%. La precision de las mediciones
fue reportada como la Desviacion Estandar Relativa (%RSD) fijando el valor a %RSD < 2
como limite aceptable. Para evaluar este parametro se muestran los %Recuperacién para
6 réplicas por cada dia.

Compuesto DIA 1 DIA 2 DIA 3

101.50 101.55 101.25

101.51 100.95 101.74

101.00 100.84 101.87

TPA 101.99 101.41 101.58

101.42 100.08 102.52

101.64 100.90 101.47

%RSDr 0.32 0.52 0.44

Pl (%RSD) 0.53

*Para el valor 102.52 al aplicar la prueba de Dixon con 6 observaciones y con un nivel de confianza del 95%,
Qcac = 0.511 < 0.625 por lo tanto no es considerado un valor atipico.
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Para el célculo de %RSD se uso la siguiente ecuacion:
%Relative standard deviation = Standard deviation/Mean x 100
Para el %Recuperacion se uso la siguiente ecuacion:

%Recovery = Recovered concentration /Injected concentration x 100

14.8 ANEXO H. Calculo teorico del % Depolimerizacién del PET-GF (PET de
referencia).

El peso molecular promedio (Mw) del PET-GF de acuerdo con el valor obtenido por
Kawali, et al, 2022 es igual a M,, pgr—gr = 24100# determinado por permeaciéon
en gel.

El peso molecular de la unidad monomeérica del PET es igual a My, monsmero =
192 % de acuerdo con la estructura de la Figura 6.

El grado de polimerizacion (DP) es obtenido a través de la ecuacion:

24100-L-
= mol — 175 52

g
Mw, monémero 192—=

PD = My, PET-GF

Considerando una masa de 14 mg de PET

1 mol PET " 125.52 mol mondémero " 1x10° pmol
24100 g PET 1 mol PET 1 mol monémero

mOIteérico, monémero = 0.014 g PET *

MOltesrico monémero = 72.91 pmol mondmero

Ahora, para el célculo del % depolimerizacién considerar una concentracion de
ftalatos de 11.45 mM cuantificados posterior a una reaccion de hidrolisis de 14 mg
de PET-GF con ANCUT 1:

11.45 mmol ftalatos . 1x103 umol
1000 mL 1 mmol monémero

* 100 = 15.70 %

x 1 mL reaccion *

% Depolimerizacion =

1
72.91 umol mondémero
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14.9 ANEXO I. Tratamientos estadisticos.

Efecto del tipo de amortiguador.

Hipotesis nula: Las medias entre todos los niveles son iguales.
Hipotesis alternativa: Las medias de uno o més niveles son diferentes.

ANOVA una via

Sum of Mean

DF Squares Square F Value |Prob>F
Model 3 2.66E+07| 8.87E+06|10.07537|0.00431
Error 8 7.04E+06 | 880491.8
Total 11 3.37E+07
A un nivel de 0.05, hay diferencia significativa entre las medias.
Prueba de Tukey

MeanDiff | SEM g Value Prob Alpha | Sig
fosfatos tris -606.234 766.1557 1.11902| 0.85652 0.05 0
gly NaOH tris -2229.54 766.1557 4.11541| 0.07553 0.05 0
gly NaOH fosfatos |-1623.31 766.1557 2.99639| 0.22601 0.05 0
bicarbonato tris -3823.56 766.1557 7.05774| 0.00468 0.05 1
bicarbonato
fosfatos -3217.32 766.1557 5.93872| 0.01278 0.05 1
bicarbonato gly
NaOH -1594.02 766.1557 2.94232| 0.23772 0.05 0

Sig igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un nivel de 0.05

Sig igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a un nivel de 0.05

Fisher Test
MeanDiff | SEM t Value |Prob Alpha Sig

fosfatos tris -606.234 | 766.1557 | 0.79127| 0.45161 0.05 0
gly NaOH tris -2229.54|766.1557 | 2.91004 | 0.01959 0.05 1
gly NaOH fosfatos |-1623.31|766.1557 | 2.11877 | 0.06695 0.05 0
bicarbonato tris -3823.56 | 766.1557 | 4.99057 | 0.00107 0.05 1
bicarbonato -

fosfatos -3217.32|766.1557 | 4.19931 0.003 0.05 1
bicarbonato gly -

NaOH -1594.02 | 766.1557 | 2.08054 | 0.07106 0.05 0

Sig igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un nivel de 0.05
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Efecto de la concentracién de amortiguador.

Hipotesis nula: Las medias entre todos los niveles son iguales.

Hipotesis alternativa: Las medias de uno o mas niveles son diferentes.

Sum of

DF Squares Mean Square | F Value |Prob>F
Model 3 52.33705 17.4456831.98563 | 4.91E-09
Error 27 14.72641 0.54542
Total 30 67.06346
A un nivel de 0.05, hay diferencia significativa entre las
medias.
Prueba Tukey

MeanDiff | SEM g Value Prob Alpha Sig
100 50 | -3.19619 0.37218 12.14483| 2.93E-08 0.05
150 50 | -2.83986 0.38222 10.50735| 3.02E-07 0.05
150
100 0.35633 0.35886 1.40426| 0.75463 0.05
200 50 | -3.22529 0.39476 11.55449 | 6.25E-08 0.05
200
100 -0.0291 0.37218 0.11056 | 0.99982 0.05
200
150 -0.38543 0.38222 1.42607| 0.74592 0.05

Sig igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un nivel

de 0.05

Sig igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a un
nivel de 0.05

Efecto de la proporcion de enzima.

ANOVa una via
Sum of Mean
DF Squares Square F Value Prob>F
1284.3759
Model 3| 3853.12784 5| 134.56602| 3.48E-07
Error 8 76.35663 9.54458
Total 11| 3929.48447

A un nivel de 0.05, hay diferencia significativa entre las medias.
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Prueba de Tukey

MeanDiff SEM g Value Prob Alpha Sig
25 10 3.46431 2.52251 1.94222 0.54734 0.05 0
50 10 33.37394 2.52251| 18.71069| 4.64E-06 0.05 1
50 25 29.90963 2.52251| 16.76847| 1.09E-05 0.05 1
100 10 40.81961 2.52251| 22.88501| 8.65E-07 0.05 1
100 25 37.3553 2.52251| 20.94279| 1.87E-06 0.05 1
100 50 7.44567 2.52251 4.17432 0.07121 0.05 0
Prueba de Fisher

MeanDiff SEM t Value Prob Alpha Sig
25 10 3.46431 2.52251 1.37336 0.20689 0.05 0
50 10 33.37394 2.52251| 13.23045| 1.02E-06 0.05 1
50 25 29.90963 2.52251 11.8571| 2.35E-06 0.05 1
100 10 40.81961 2.52251| 16.18214| 2.14E-07 0.05 1
100 25 37.3553 2.52251| 14.80879| 4.26E-07 0.05 1
100 50 7.44567 2.52251 2.95169 0.01838 0.05 1

Sig igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un nivel de

0.05

Sig igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a un nivel

de 0.05

Efecto de la presencia de iones y temperatura de reaccion.

Hipodtesis nula: Las medias entre todos los niveles son

iguales.
Hgipétesis alternativa: Las medias de uno o més tratamientos son
diferentes.
DF | Sum of Squares | Mean Square | F Value Prob>F
Model | 11 3350.18798 304.56254 | 86.34173 | 1.11E-16
Error 24 84.65781 3.52741
Total 35 3434.84579

A un nivel de 0.05, hay diferencia significativa entre las medias de los

tratamientos.

Prueba de
Tukey

alfa

0.05
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MeanDiff g Value Prob Sig
40 Na | 40 Sin 8.12897 7.49667 9.50E-04 1
40 Ca |40 Sin -6.04889 5.57839 0.02363 1
40 Ca | 40 Na -14.17787 13.07506 9.45E-08 1
40 Mg | 40 Sin -0.16421 0.15144 1 0
40 Mg | 40 Na -8.29318 7.64811 7.33E-04 1
40 Mg | 40 Ca 5.88468 5.42695 0.03006 1
50 Sin | 40 Sin 9.61272 8.865 9.31E-05 1
50 Sin | 40 Na 1.48374 1.36833 0.99712 0
50 Sin | 40 Ca 15.66161 14.44339 4.41E-08 1
50 Sin | 40 Mg 9.77693 9.01644 7.23E-05 1
50 Na |40 Sin -9.17096 8.45761 1.85E-04 1
50 Na | 40 Na -17.29993 15.95427 7.13E-08 1
50 Na | 40 Ca -3.12206 2.87922 0.66732 0
50 Na | 40 Mg -9.00675 8.30617 2.39E-04 1
50 Na | 50 Sin -18.78367 17.32261 2.38E-07 1
50 Ca |40 Sin -11.7731 10.85735 3.55E-06 1
50 Ca | 40 Na -19.90207 18.35401 2.60E-07 1
50 Ca | 40 Ca -5.72421 5.27896 0.03791 1
50 Ca | 40 Mg -11.60889 10.70591 4.52E-06 1
50 Ca | 50 Sin -21.38582 19.72235 1.48E-06 1
50 Ca | 50 Na -2.60214 2.39974 0.85291 0
50 Mg | 40 Sin -11.30413 10.42485 7.12E-06 1
50 Mg | 40 Na -19.4331 17.92152 2.51E-07 1
50 Mg | 40 Ca -5.25524 4.84647 0.07299 0
50 Mg | 40 Mg -11.13992 10.27342 9.11E-06 1
50 Mg | 50 Sin -20.91685 19.28986 1.42E-06 1
50 Mg | 50 Na -2.13318 1.96725 0.95436 0
50 Mg | 50 Ca 0.46897 0.43249 1 0
60 Sin | 40 Sin -18.63392 17.18451 2.35E-07 1
60 Sin | 40 Na -26.7629 24.68118 6.70E-08 1
60 Sin | 40 Ca -12.58503 11.60612 1.06E-06 1
60 Sin | 40 Mg -18.46971 17.03307 6.99E-08 1
60 Sin | 50 Sin -28.24664 26.04951 6.56E-08 1
60 Sin | 50 Na -9.46297 8.7269 1.17E-04 1
60 Sin | 50 Ca -6.86082 6.32716 0.00691 1
60 Sin | 50 Mg -7.32979 6.75965 0.00333 1
60 Na | 40 Sin -21.2694 19.61499 1.46E-06 1
60 Na | 40 Na -29.39837 27.11166 6.45E-08 1
60 Na | 40 Ca -15.22051 14.0366 5.75E-08 1
60 Na | 40 Mg -21.10519 19.46355 1.44E-06 1
60 Na | 50 Sin -30.88212 28.47999 9.87E-10 1
60 Na | 50 Na -12.09844 11.15738 2.19E-06 1
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60 Na | 50 Ca -9.4963 8.75764 1.12E-04 1
60 Na | 50 Mg -9.96527 9.19013 5.41E-05 1
60 Na | 60 Sin -2.63548 2.43048 0.84299 0
60 Ca | 40 Sin -7.86064 7.24921 0.00145 1
60 Ca | 40 Na -15.98961 14.74588 3.85E-08 1
60 Ca | 40 Ca -1.81175 1.67082 0.98562 0
60 Ca | 40 Mg -7.69643 7.09777 0.00188 1
60 Ca | 50 Sin -17.47336 16.11421 7.09E-08 1
60 Ca | 50 Na 1.31032 1.2084 0.99903 0
60 Ca | 50 Ca 3.91246 3.60814 0.35724 0
60 Ca | 50 Mg 3.44349 3.17564 0.53592 0
60 Ca | 60 Sin 10.77328 9.9353 1.58E-05 1
60 Ca | 60 Na 13.40876 12.36578 3.10E-07 1
60 Mg | 40 Sin 5.959 5.49548 0.02697 1
60 Mg | 40 Na -2.16998 2.00119 0.94898 0
60 Mg | 40 Ca 12.00789 11.07387 2.50E-06 1
60 Mg | 40 Mg 6.12321 5.64692 0.02116 1
60 Mg | 50 Sin -3.65372 3.36952 0.45218 0
60 Mg | 50 Na 15.12995 13.95309 6.15E-08 1
60 Mg | 50 Ca 17.7321 16.35283 7.05E-08 1
60 Mg | 50 Mg 17.26313 15.92034 7.14E-08 1
60 Mg | 60 Sin 24.59292 22.67999 6.84E-08 1
60 Mg | 60 Na 27.2284 25.11047 6.66E-08 1
60 Mg | 60 Ca 13.81964 12.74469 1.66E-07 1

Sig igual a 1 indica que la diferencia de medias es significativa a un nivel

de 0.05

Sig igual a 0 indica que la diferencia de medias no es significativa a un

nivel de 0.05
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Perfil de los principales monémeros cuantificados en diferentes condiciones evaluadas a

través del trabajo.

Condicion Productos TPA MHET BHET
evaluada
Efecto de la Estatico 0.290 + 0.092 | 0.040 + 0.016 ND
agltaC|on
800 rpm 13.784 + 1.012 | 18.646 + 2.284 ND
40 °C Tris-HCI Sin ion 0.174 + 2.015 | 13.644 + 1.458 ND
NaCl 12.644 + 1.203 | 18.302 + 0.608 ND
CaCl2 7.250 +0.606 | 9.519 + 1.273 ND
MgCI2 10.079 + 0.801 | 12.574 + 0.698 ND
50 °C Tris-HClI Sin ion 13.784 + 1.012 | 18.646 + 2.284 ND
NaCl 6.404 + 0.754 | 7.243+0.416 ND
CaCl2 7.746 + 2.646 | 3.298 + 1.366 ND
MgCI2 8.221+ 1.624 | 3.292 + 1.314 ND
60 °C Tris-HCI Sin ion 2.787 +0.374 | 1.397 + 0.094 ND
NaCl 0.629+0.318 | 0.919 + 0.235 ND
CaCl2 4521 +2304 | 7.169 + 3.406 ND
MgCI2 11.492 + 1.191 | 17.285 + 1.415 ND
PET pretratado PET-PC 14.95 + 4.12 NC ND
2921.507 + 3898.013 +
PET-PCP 327.773 2261.948 ND
1440.634 + 2668.888 +
PCT 273.253 599.027 ND
bCTP 6057.563 + 20331.313 + 534.694 +
363.929 1265.763 93.119
2775.021 + 2248.209 +
GF 340.691 1099.697 ND
GEP 6856.027 + 12718.528 + 388.461 +
632.949 2596.769 22.828
216.133 + 4908.796 +
3AP 74.221 254.831 ND
378.992 +
1AP 21 204 NC ND
ND: no detectable. NC: no cuantificable.
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