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RMN-1H: Resonancia magnética nuclear de protones. 

RP-HPLC: Reverse fase high performance liquid chromatography, cromatografía 

de líquidos de alto rendimiento en fase reversa.  

Tg: glass transition temperature, temperatura de transición vítrea. 

TLC: Thin layer chromatography, cromatografía en capa fina. 

TPA: Ácido tereftálico 

Tris-HCl: sistema amortiguador tris(hidroximetil)aminometano/ácido clorhídrico 
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1 Resumen. 

El presente proyecto se centra en la hidrólisis enzimática 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 

reacción, identificar y cuantificar los productos resultantes, y evaluar el impacto del 

pretratamiento termo-mecánico sobre la estructura y degradación del PET. Se 

evaluaron variables como tipo y concentración de amortiguador, proporción de 

sustrato y enzima, agitación y temperatura, encontrándose que las mejores 

condiciones para la hidrólisis fueron amortiguador Tris-HCl a 50 mM, pH 9, 800 rpm, 

200 mg PET y una concentración enzimática de 10,000 U/mL en 1 mL de reacción. 

Los principales productos identificados fueron TPA, MHET y BHET. ANCUT 1 

presentó inhibición por la acumulación del MHET. Por otro lado, se identificaron 

compuestos en RP-HPLC en tiempos de retención superiores a los monómeros de 

referencia, indicativo de la posible formación de oligómeros.  

Se determinó que la fracción MAF del PET, con una cristalinidad baja (6-12%), es 

la más susceptible a la hidrólisis enzimática por ANCUT 1, lo que resultó en una 

mayor producción de monómeros. El pretratamiento térmico aplicado al PET post 

consumo redujo su cristalinidad en un 71%, aumentando la fracción MAF en un 11% 

respecto al PET de referencia con baja cristalinidad, lo que favoreció la degradación. 

Asimismo, la crio-molienda mejoró la eficiencia de hidrólisis del PET en polvo 

respecto a la lograda con el PET en lámina, PET de botellas (~200 veces), PET de 

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

Esta investigación aporta avances relevantes en el campo de la degradación y 

reciclaje enzimático del PET, promoviendo métodos más sostenibles para la gestión 

de residuos plásticos.  
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2 Marco Teórico. 

2.1 Tereftalato de poli(etileno) (PET). 

El PET (Figura 1) es un poliéster aromático sintético derivado del petróleo. Se 

clasifica como un termoplástico semi cristalino conformado por las unidades 

estructurales: etilenglicol (EG) y tereftalato de dimetilo (DMT), o EG y ácido 

tereftálico (TPA). Al condensarse los monómeros es formado el enlace éster, 

eliminándose metanol o agua, respectivamente.  

 

Figura 1. Reacciones para la síntesis de PET partiendo de los monómeros TPA y DMT. Elaboración propia. 

 Los termoplásticos pueden ser moldeados a través de procesos termo-mecánicos, 

constituyendo estos la mayor proporción con fines comerciales. Generalmente, los 

termoplásticos no cristalizan a fase sólida fácilmente a través de enfriamiento, esto 

por la alta viscosidad, pues es necesario el ordenamiento de las macromoléculas 

que se encuentran altamente enredadas en estado líquido. Las zonas que sí 

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-mecánico se lleva a cabo un cambio en el historial 

térmico del material, resultando así perfiles de cristalinidad y microestructuras 

distintas al material de partida. Este proceso de reciclaje del PET tiene limitantes, 

entre estas un número limitado de ciclos de reciclaje, pues las propiedades 

mecánicas del material pueden debilitarse, como la fuerza tensil y la de impacto 

(Rosli y Ahmad, 2021). Al incrementar el número de ciclos las cadenas del polímero 

se rompen, disminuye el peso molecular, lo que reduce la resistencia a la tracción, 

así como también disminuye la capacidad de barrera, lo que permite la permeación 

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). 

 

                                                      A)                                          B) 

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

Las fases cristalinas de estos polímeros son caracterizadas por su temperatura de 

fusión (Tm) por encima de la cual los polímeros pueden ser convertidos en artefactos 

por técnicas convencionales de procesamiento de polímeros como extrusión, 

moldeado por inyección y moldeado por compresión (López, 2004).  

 

 

Fase cristalina 

Fase amorfa 
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2.2 Propiedades del PET. 

Algunas de las propiedades que caracterizan al PET como polímero son su 

temperatura de transición vítrea (Tg), su temperatura de fusión (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 

transición vítrea, el material duro y sólido pasa a ser un material más blando, 

predominando regiones amorfas del material. La Tm del PET (Tabla 1) es un 

parámetro de identificación al compararlo con otros plásticos y se ven involucradas 

las regiones cristalinas. La cristalinidad del PET va en relación con el uso final que 

tendrá el material. En el caso del presente proyecto, se tiene reportada una 

cristalinidad del 0-20 % (Müller 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 

Tg 
70-80 °C 

60-65 °C (en solución). 

Lu, H., et al., 2022 

Demirel, B., et al., 2011 

Tm 250-260 °C 
Farah, S., 2015 

Demirel, B., et al., 2011 

%Cri 
35 % (botellas) 

0-20 % (lc-PET, Googfellow®) 
Lu, H., et al., 2022 
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2.3 Calorimetría Diferencial de Barrido y Espectroscopía de infrarrojo para 

caracterizar PET. 

La caracterización del PET puede llevarse a cabo por múltiples técnicas con la 

finalidad de determinar las propiedades y estructura del material. Dentro de estas 

encontramos la calorimetría diferencial de barrido (DSC, por siglas en inglés) y la 

espectroscopía 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 representación 

gráfica que permite identificar transiciones de segundo orden como la transición 

vítrea y de primer orden como la fusión y la cristalización. En la Figura 3 se presenta 

un termograma característico del PET del cual se puede obtener información como 

la temperatura de transición vítrea (Tg), la temperatura de fusión (Tm), la entalpía 

de fusión (∆𝐻𝑚), la temperatura de cristalización (Tc) y la entalpía de cristalización 

(∆𝐻𝑐𝑐). Estos datos sirven como componentes para determinar el grado de 

cristalinidad del material analizado como se indica en la Ecuación 1 (Thombson, et 

al., 2022).   

%𝐶𝑟𝑖 =
∆𝐻𝑚−∆𝐻𝑐𝑐

∆𝐻𝑚
0 ∗ 100  … (Ecuación 1) 

∆𝐻𝑚: entalpía de fusión de la muestra (Jg-1). ∆𝐻𝑐𝑐: Entalpía de cristalización (Jg-1). 

Ambos valores son obtenidos del termograma a partir de la integral del área bajo la 

curva. ∆𝐻𝑚
0 : entalpía de fusión (140.10 Jg-1) de una muestra de PET 100% cristalino 

(Kawai, F., et al., 2022, Vertommen, 2005).  

 



 
18 

  

 

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 información sobre determinadas características 

de una muestra: Temperatura de transición vítrea, temperatura de fusión, entalpía 

de fusión o cristalización, porcentaje de cristalinidad, calor específico, 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 producción 

del material o el envejecimiento del material por las condiciones de almacenamiento. 

Un segundo ciclo de calentamiento-enfriamiento o más permite conocer otras 

características 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 eliminación 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 continuación: 

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 gráfico de flujo de calor 

vs temperatura, se obtiene una señal similar a un pico endotérmico el cual es 

conocido como recuperación endotérmica relacionada con el alineamiento de las 

cadenas del polímero PET y que al calentar sucede un efecto de relajación 

molecular de las cadenas del polímero. 

Temperatura (°C) 
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Exotérmico 
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Enfriamiento Controlado: Después del calentamiento, la muestra se enfría 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 análisis. 

La ATR-FTIR se ha transformado en una técnica estándar para la obtención de 

espectros ingrarrojo (IR). La luz infrarroja (IR), en múltiples longitudes de onda, 

atraviesa un cristal de cierto material (germanio o diamante) e interactúa 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, transformándola en energía 

vibracional. Esta vibración es propia de la naturaleza de los distintos enlaces 

químicos presentes entre los átomos de la muestra (orgánica o inorgánica) a 

analizar. Los espectros IR se presentan como una relación entre la intensidad de 

energía transmitida o absorbida en función del inverso de la longitud de onda 

(número de onda, cm-1) mostrando señales características asemejándose 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 señales características. Tomado y modificado de  Peltzer y Simoneaau, 

2013. 

 
Tabla 2. Números de onda relacionados con la caracterización del PET a través de la técnica ATR-FTIR 

(Donelli et al., 2010). 

Número de onda. Asignación. 
793 Flexión fuera del plano de C-H en el anillo. 
898 Balanceo del CH2 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(=O)-O del éster. 
1340 Estiramiento del CH2 en el glicol. 
1370 Estiramiento del CH2 en el glicol. 
1408 Estiramiento C-C en el anillo. 

 

Estudios múltiples de ATR-FTIR han servido para identificar las bandas 

características de los grupos funcionales presentes en la molécula del PET (Tabla 

2). De tal forma que la vasta información ha permitido diferenciar las 
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microestructuras que hay presentes en el PET dentro de su “huella digital”. 

Anteriormente se habló de las fases amorfa y cristalina en la compleja matriz del 

polímero. Ante esto, ya es bien conocida la presencia de las microestructuras 

denominadas zona amorfa móvil (MAF) y zona amorfa rígida (RAF) donde 

predominan las conformaciones gauche y trans del etilenglicol respectivamente 

(Figura 5).  Estas conformaciones son caracterizadas por señales asociadas a las 

vibraciones del fragmento del etilenglicol. Zona Trans: 1471, 1341, 1123, 972, 849 

cm-1 y zona Gauche: 1371, 1044, 898 cm-1.  

 

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 señales en ATR-FTIR para la caracterización de microestructuras 

MAF y RAF, utilizando señales de referencia interna para normalizar los datos en 

análisis cuantitativos. Las señales más usadas como referencias internas son 790 

y 1410 cm-1. Estas señales, idealmente, no deben mostrar ninguna dependencia de 

orientación, estructura o conformación de la cadena polimérica. Además, la 

ubicación 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 caracterización 

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

𝐴 = 2 − log⁡(%𝑇), siendo T la transmitancia. … (Ecuación 2) 

Fracción trans total (Cri + RAF): 
𝐴973

𝐴793
 … (Ecuación 3)  

Fracción gauche (MAF): 
𝐴898

𝐴793
  … (Ecuación 4) 
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2.4 Plásticos. 

Los plásticos incluyen a varios grupos químicos, entre ellos los denominados 

poliésteres, polímeros que contienen el grupo funcional éster como unión entre sus 

monómeros, o mejor conocidos como plásticos (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, así como otras propiedades, se ha convertido en 

una fuerte problemática ambiental debido al incremento constante en su demanda. 

Con la producción comprendida alrededor de 65 millones de toneladas métricas 

anuales, el PET se sitúa como el segundo plástico más producido a nivel mundial 

(Shah et al, 2008, Ellis et al, 2021).     

 

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

Basado en estimaciones realizadas por la ONU, cada año se hace uso de 500 mil 

millones de bolsas de plástico a nivel mundial, siendo esta última década la de 

mayor producción de plásticos. Poniéndolo en números, de 1950 a 2015, fueron 

producidos 8300 millones de toneladas métricas de plásticos vírgenes 

mundialmente y se estima que la demanda continue siendo incluso duplicado o 

triplicado este valor para el 2030. Aunado a esto, los plásticos de un solo uso 

representan el 50 % de los producidos al año. En el 2018, el estimado de residuos 

plásticos 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). Además, como 

consecuencia de la pandemia por COVID-19 y dentro de sus muchas implicaciones, 

se tuvo un incremento considerable en cuanto a la generación y consumo de 

plásticos (S&P Global, 2021). 

En contexto nacional, el Programa De Gestión Integral De Residuos Para La Ciudad 

De México calcula que el año 2019 se tuvo una producción de 13149 ton/día de 

residuos sólidos urbanos (RSU) (1.40 kg/hab/día) representando los desechos de 

plásticos 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 fabricación de botellas no retornables para distintos consumibles. 

2.5 Estrategias en la degradación de plásticos. 

Debido a la descomunal acumulación que vivimos hoy en día en cuanto a residuos 

plásticos, se han puesto los ojos en la logística para su recolección y tratamiento. 

Sin embargo, este es un tema complejo que involucra tanto al gobierno, la sociedad 

y la industria.  

La acumulación de plásticos en el planeta (vertederos o ecosistemas) ha forzado la 

implementación 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 disposición se encuentran el químico y la 

incineración (Figura 7). El método químico conlleva el uso de ácidos o bases fuertes, 

disolventes, catalizadores y condiciones extremas para favorecer la hidrólisis del 

polímero y aprovechar los monómeros u oligómeros en la generación de nuevos 

materiales. La incineración conlleva a la producción significativa de gases de efecto 

invernadero, como el dióxido de carbono, favoreciendo el calentamiento global. El 

procesamiento térmico de los termoplástico para la producción de nuevos productos 

(textiles, contenedores, etc.) basados en este material es factible, sin embargo, los 

nuevos productos poseen una calidad inferior. Ante esto, la biocatálisis se ve como 

una tecnología ambiciosa y prometedora en la hidrólisis de polímeros sintéticos. La 
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premisa es llevar a cabo la hidrólisis del material hasta los monómeros (EG y TPA) 

con las ventajas de disminuir las condiciones extremas de reacción, reducir el 

consumo energético, disminuir el uso de sustancias tóxicas y producir los 

monómeros de partida para la formación de una resina virgen con la cual formar 

nuevamente PET de alta calidad. 

 

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

 

La biodegradación de polímeros ha estado en auge durante los últimos años. La 

degradación con el uso de microorganismos es un proceso que requiere la 

secreción de enzimas extracelulares que despolimericen los poliésteres fuera de la 

célula produciendo moléculas más pequeñas (monómeros, dímeros, oligómeros) y 

posteriormente ser transportados hacia el microorganismo para metabolizarlos y 

utilizarlos en la generación de biomasa y productos como dióxido 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 degradación del 

PET. 
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Figura 8. Mecanismo general de biodegradación de plásticos a través de la acción de microorganismos bajo 
condiciones aerobias. Se muestra la secreción de enzimas que son necesaria para la hidrólisis del poliéster y 

su posterior internalización en el microorganismo para su metabolismo. Adaptado de Müller, 2005. 

Limitantes en este proceso son la baja afinidad de las enzimas por el sustrato, su 

tamaño y la estructura semi cristalina del plástico. Sin embargo, enzimas 

extracelulares como las cutinasas secretadas por hongos como Aspergillus 

nidulans, al poder degradar la cutina (biopolímero complejo compuesto por ácidos 

grasos esterificados, Figura 9), son candidatas para la degradación 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 ácidos grasos con longitudes entre 14 a 18 carbonos 
esterificadas que pueden llegar a estar epoxiladas. Adaptado de Kolattukudy et al, 1980. 
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2.6 Aplicaciones de los monómeros del PET. 

Cualquiera que se la vía de degradación del PET, todas comparten algo en común: 

la obtención de los monómeros. La importancia recae en el aprovechamiento de 

estos en la producción de nuevas resinas vírgenes para la producción de materiales 

o en la síntesis de derivados de interés en múltiples áreas, como la textil, médica o 

investigación (Tabla 3).  

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

Monómero Producto 
Área de 

aplicación 
Referencia 

TPA Botellas de PET 
Alimentos y 

bebidas 
Tournier et al., 2020 

TPA Colorantes Textil Fahim et al., 2019 

BHET/MHET Hidrazona macrocíclica Médica Fahim et al., 2019 

MHET Compuesto de referencia Investigación 
de Queiros Eugenio et 

al., 2022b 

TPA 
ditioamidas del ácido 

tereftálico 
Médica Bak et al., 2023 

PET/TPA  
Plastificante (diisooctil 

tereftalato, DOTP) 
Materiales Cao et al., 2022 

 

2.7 Cutinasas. 

Algunos microorganismos, principalmente hongos filamentosos y bacterias, tienen 

la capacidad de llevar a cabo la hidrólisis de la cutina (componente estructural en la 

cutícula de plantas) por medio de enzimas denominadas cutinasas (E.C 3.1.1.74). 

Estas enzimas pertenecen a la superfamilia de las α/ β hidrolasas (Figura 10). 

Suelen tener un peso molecular comprendido entre los 20 - 60 kDa. La arquitectura 

del sitio activo de las cutinasas está compuesta por la clásica triada catalítica de los 

aminoácidos Ser-Asp/Glu-His, igual que las esterasas, lipasas y carboxilesterasa 

(Fontes y Alves, 2009). La triada catalítica Ser-Asp-His, es accesible al disolvente y 

está localizada la superficie de la proteína. Ahora bien, la actividad catalítica 

procede en una cavidad oxianiónica que permite la estabilización del sustrato 
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posterior al ataque de la serina. El mecanismo de hidrólisis (Figura 11) se basa en 

el residuo de His funcionando como una base y el oxígeno de Ser es quien realiza 

el ataque nucleofílico al carbonilo del enlace éster del sustrato, como resultado se 

forma el intermediario tetraédrico, estabilizado por medio de puentes de hidrógeno 

que se forman con los residuos de la cavidad oxianiónica. La histidina sigue 

actuando como base y provoca la ruptura del enlace éster causando la liberación 

de un alcohol y la formación de la enzima acilada. Esta última se hidroliza y se 

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

 

Figura 10. Plegamiento α/β de la cutinasa de F. solani f. sp. pisi. Se muestra la triada catalítica en el sitio 
activo rodeado por las líneas rojas punteadas (Ser120-Asp175-His 188). Cadenas β (flechas negras), hélices 

α (rectángulos 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, polímeros sintéticos o naturales. (Liang y 

Zou et al, 2022). 
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Figura 11. Mecanismo catalítico de las serín hidrolasas. Figura tomada de Jaeger et al., 1999. 

2.8 Cutinasas en la degradación de PET. 

En la bibliografía se tienen reportadas cutinasas capaces de llevar a cabo la 

hidrólisis del PET (Tabla 4). Müller et al. en el 2005 observó el fenómeno de hidrólisis 

del PET por primera ocasión. La estrategia se basó 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 años la investigación dirigió su atención a las 

cutinasas, observando un mayor potencial en la hidrólisis de poliésteres. Múltiples 

estrategias han dado pie a obtener mejora en la degradación 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 prácticamente todo el PET 

con cristalinidad del 7 ± 0.5 %, pero sin poder detectar la degradación 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 degradación de este 

plástico, 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 metagenómica, muy útil en el caso de recopilar información 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 clasificación 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 únicamente 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 modificación enzimática. Representación del fenómeno de erosión superficial de 
una enzima modificadora de superficie atacando principalmente a cadenas que sobresalen del bloque interno 
del polímero (a) y de una enzima hidrolasa de PET capaz de atacar el bloque interno del polímero con 
preferencia a zonas de baja cristalinidad (b). Se muestran imágenes de microscopía electrónica de barrido 
donde se evidencian cambios estructurales del material después de reacción con ambos tipos de enzimas. 
Tomado y modificado de Kawai et al., (2019). 

A través de ingeniería enzimática se pudo mejorar la termoestabilidad de la LCC 

pudiendo proceder la despolimerización a 70 °C, teniendo como resultado un grado 

de conversión 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 degradación 

(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 prácticamente 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 

mención de que esta enzima no sería capaz de hidrolizar boPET (PET biorientado) 

Hidrólisis 

Cadenas 
terminales/
bucles del 
polímero 

Región cristalina 

 

Región amorfa 

 

Enzima modificadora de 
superficie 

PET hidrolasa 

PET hidrolasa 

Lámina de PET  

Lámina de PET  

Bloque 
lámina de 

PET 
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debido a la elevada cristalinidad, siendo necesario aplicarle un pretratamiento para 

hacerlo más amorfo.  

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

Enzima 
T 

(°C) 
Tiempo 

Pérdida de 
peso 

Pretratamiento 
del PET 

 
Cristalinidad 
del PET (%) 

 

Análisis de 
monómeros. 

(Monómeros). 
Ref. 

TfH 55 3 sem Aprox. 50 % 

 
Películas de PET 
circulares (20-25 mg). 
PET sometido a 
fusión y presurización 
con prensa hidráulica. 
Lavados con EtOH. 
 

9-10 --- 
Müller et 
al.,2005 

HiC 70 96 h 
97 ± 3 % 

No detectada 

lcPET 
boPET 

(cortado en láminas 
15x15 mm) 

7 
35 

Valoración con 
NaOH 10 mM 
RP-HPLC-UV 
(TPA, BHET, 

MHET) 

Ronkvist et 
al.,2009 

LCC 50 24 h Aprox. 25 % 

 
Preincubado a 50°C 
en 1 ml de buffer 500 
mM Tris-HCl (pH 8.0) 
durante 5 min. 

Pulverizado. 
 

PET amorfo 
(aprox. 10) 

Valoración con 
NaOH 50 mM. 

RP-HPLC 
(TPA, MHET) 

Sulaiman et 
al.,2014 

ICCG 
WCCG 

(variantes 
LCC) 

72 
72 

20 h 
15 h 

82 %* 
85 %* 

 
Extrusión 

(265-360°C) 
Micronización 

(D90:[x<400µm]; 
D50:[200<x<250µm]) 

 

15 
15 

UHPLC 
(TPA, BHET, 

MHET)** 

Tournier et 
al.,2020 

PHL7 
cutinasa 

60 16 h >90 % 
 

G-PET 
 

5 – 7 

HPLC 
(TPA, BHET, 

MHET)** 

Sonnendecker 
et al.,2022 

 48 h 98.6 % 

 
Recipiente completo 

láminas 3x3 cm 
(17.43 g) 

 
Lavado con SDS 

0.5%, agua 
desionizada y EtOH 
70%, secado 50°C 

toda la noche, 
láminas de 3x3 cm2.  

 

Contenedor 
Termoformado de 

PET 
“amorfo” 

 
No se indica. 

* Se reporta no como pérdida de peso, sino como porcentaje de despolimerización basado en el consumo de NaOH. Se reportan 85.6% y 
88.6% de PET residual después de la reacción en biorreactores de 500 mL. 
** Reportado como TPAeq (mgTPAeq*h-1 mgenzima

-1). boPET: PET biorientado. lcPET: low cristalinity low-crystallinity PET. Elaboración propia. 

 

Como se ha visto, los estudios que abordaron la hidrólisis 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 día a día. Así entonces, se refuerza 

la idea de aplicar el pretratamiento adecuado a dichos residuos que permita la 

degradación enzimática de este plástico. 
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2.9 Microorganismos productores de cutinasas. 

Las cutinasas son enzimas hidrolíticas cuya producción se descubrió en hongos 

fitopatógenos que crecían 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 fitopatógenos, sin embargo, se ha reportado la 

producción de cutinasas en el polen de plantas, bacterias, levaduras y por hongos 

no patógenos (Tabla 5). Su inducción se lleva a cabo principalmente con el uso de 

cutina o un hidrolizado de este, además, el aceite de oliva y alcoholes n-alifáticos 

también son buenos inductores. Por otro lado, la glucosa y el glicerol son ejemplos 

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

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

 Género Especie Referencia 

H
o

n
g

o
s
 

Aspergillus 

oryzae Maeda et al., 2002 

flavus Guo et al., 1996 

nidulans Castro-Ochoa et al., 2012 

Fusarium solani pisi Martinez et al., 1992 

Humicola insolens Ronqvist et al., 2009 

Thermobifida fusca Du et al, 2007; Chen et al., 2008 

Thermobifida alba Ribitsch et al., 2012 

Saccharomonospora viridis Kawai et al., 2014 

L
e
v

a
d

u
ra

s
  

Pseudozyma 
 

jejuensis Seo et al., 2007. 

 
Cryptococcus 

 
sp. Masaki et al., 2005. 

P
o

le
n

 Tropaelum majus Maiti et al., 1979 

Brassica napus Hiscock et al., 1994 

 

2.10 Cutinasas de Aspergillus nidulans. 

Aspergillus nidulans es utilizado como modelo biotecnológico ya que desde el año 

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 información recabada sobre estas cuatro enzimas. 
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A. nidulans posee cuatro cutinasas, que responden a diferentes mecanismos de 

regulación, en algunos casos relacionados con el metabolismo de lípidos. Además, 

se ha visto que 3 de estas son usadas ampliamente durante el mecanismo de 

infección en plantas, y la ANCUT 4 se expresa como medida de defensa ante la 

respuesta de la planta al hacer frente a la infección (Bermúdez, 2020). 

Tabla 6. Cutinasa identificadas en A. nidulans. 

Gen Nombre 

No. 
De 
aa’s

. 

PM 
teórico 
(kDa) 

PI 
Localizaci
ón celular 

Localizaci
ón 

cromosom
al 

Actividad Referencia 

AN5309 ANCUT 1 213 22.4 6.35 

Extracelular 

V 

Esterasa y 
cutinolítica 

Esqueda 
Domínguez, 

2012; 
Galagan et 
al.,2005; 

Bermúdez-García, 
2020 

 
 

AN7541 ANCUT 2 254 26.0 4.90 VI 

Bauer et al., 
2006; Bermúdez-

García, 
2020 

 
 

AN7180 ANCUT 3 221 23.1 5.83 IV 

CastroOchoa et 
al., 

2012; Bermúdez-
García, 
2020 

 
 

AN1034
6 

ANCUT 
4* 

223 22.7 7.83 VI 

Bastida,2018 
Bermúdez-García, 

2020 
 

*Cutinasa expresada solamente bajo ciertas condiciones de estrés.  

 

2.11 Producción de cutinasas recombinantes de Aspergillus nidulans. 

Aspergillus nidulans posee un patrón complejo de proteínas secretadas al medio 

extracelular, el cual varía dependiendo de la composición del medio de cultivo 

(fuente de carbono, nitrógeno, pH, T, oxígeno disuelto). Esto hace la purificación 

una tarea desafiante al estudiar las cuatro cutinasas nativas previamente 

mencionadas, las cuales suelen estar en muy baja concentración en el medio de 

cultivo. Además de esto, el uso de cutina para su expresión al añadirla al medio de 

cultivo conlleva una alta inversión económica y de tiempo. Ante esto se hace 
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necesario el uso de un sistema de expresión heterólogo que ofrezca la ventaja de 

obtener mayores cantidades de enzima.  

Para poder expresar las proteínas recombinantes se debe de hacer la selección del 

sistema de expresión a utilizar, siempre considerando el origen de la proteína, 

escogiendo así entre un microorganismo eucarionte o procarionte asegurando que 

la enzima pueda tener un plegamiento correcto y/o alguna modificación 

postraduccional para desempeñar la actividad correspondiente. 

Pichia pastoris (Komagataella phaffii) es un organismo hospedero altamente usado 

en la producción de proteínas recombinantes en la industria biofarmacéutica y 

enzimática, esto debido a su capacidad de llevar a cabo muchas de las 

modificaciones postraduccionales de proteínas que hacen los eucariontes 

superiores que incluyen plegamiento de polipéptidos, O- y N-glicosilación, 

metilación, fosforilación (Zhang et al, 2011; Brando-Campos et al, 2019). Como 

resultado, proteínas eucarióticas son procesadas correctamente y adquieren el 

plegamiento adecuado ofreciendo entonces proteínas funcionales. P. pastoris se 

caracteriza por un crecimiento rápido, es fácil su manipulación por vectores de 

clonación bien caracterizados, además no es patógena para el ser humano siendo 

considerada “Generalmente reconocido como seguro” (GRAS, por sus siglas en 

ingés).  

Otro factor importante es la selección del vector de clonación. En particular el vector 

pPICZα (Figura 13) es de gran utilidad en la expresión heteróloga 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 única fuente de carbono. Cuenta con 

el gen para la resistencia a Zeocina. Además, contiene el factor de acoplamiento α-

pre-pro de Saccharomyces cerevisiae. Este último permite que la proteína sea 

secretada al medio extracelular, igual a como lo hace Aspergillus nidulans. Esta es 

una ventaja debido a que P. pastoris secreta muy pocas proteínas en el medio de 

cultivo y por lo tanto las proteínas recombinantes de interés estarán en mayor 

proporción. 
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Figura 13. Mapa del vector pPICZα. (InvitrogenTM). 

2.12 Variables involucradas en la hidrólisis enzimática del PET. 

En la hidrólisis enzimática del PET se presentan múltiples variables que pueden 

influir en dicho proceso. Hay que considerar que se van a presentar variables 

atribuibles al medio de reacción, 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 

biotecnológico de este polímero (Figura 14).   

 

Figura 14. Diagrama de bloques mostrando las etapas en la hidrólisis biotecnológica de PET y el fenómeno 
multivariable considerando los tres pilares primordiales: sustrato, enzima y medio de reacción. Elaboración 

propia. 
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Se ha reportado que con la gran mayoría de las cutinasas se evidencia el fenómeno 

de hidrólisis 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 aminoácidos 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 conformación del PET desordenada y móvil que permita 

la accesibilidad de la enzima a los enlaces éster. Por otro lado, trabajar a T = Tg o 

superior induciría el incremento progresivo de la cristalinidad del PET con el paso 

del tiempo, lo cual es un factor negativo en la biodegradación. El sistema acuoso de 

la reacción debe ser capaz de amortiguar el pH y mantenerlo para que la enzima 

trabaje bajo el pH óptimo. Se sabe que las cutinasas en su mayoría trabajan a pH 

alcalino. Se han probado múltiples sistemas amortiguadores (Tris-HCl, Fosfatos, 

NaOH-Gly, agua alcalina, MOPS, HEPES) y varía la actividad de cutinasa a cutinasa 

con el uso de estos, lo que hace necesario para este trabajo saber en cuál trabaja 

mejor ANCUT 1 frente al PET. Otro punto es la agitación, ya que el fenómeno de 

adsorción-desorción está presente en este tipo de reacciones.  
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2.13 Estrategias analíticas para la investigación de la hidrólisis enzimática 

del PET. 

A través de los años y con el incremento en el interés biotecnológico para el reciclaje 

del PET, se han propuesto técnicas cuantitativas para el seguimiento de la actividad 

de la enzima frente al polímero. En la Tabla 7 se enlistan algunas técnicas 

mencionadas por (Pirillo et al., 2021).    

Tabla 7. Métodos analíticos más comunes en la investigación de la degradación enzimática de PET.   

Método Principio 

Potenciométrico 

Potenciómetro. 
Seguimiento del pH con el uso de 
electrodos. Disminución de pH debido a la 
naturaleza ácida de los monómeros. 

Ensayo titrimétrico 

Uso de dispositivo para mantener el pH 
constante (pHstat) añadiendo ácido o 
base al medio. La cinética de la reacción 
se calcula basado en el consumo del 
agente neutralizante en función del 
tiempo.  

Espectrofotométrico 

Absorción en el 
rango de luz UV. 

Medición de la absorbancia de los 
monómeros totales producidos en la 
hidrólisis del PET. Máximo de absorción 
entre 240-244 nm atribuible al anillo 
aromático. Ley de Lambert-Beer. 

Turbidimetría 

Cambio en la DO600 en el medio 
conteniendo nanopartículas de PET 
suspendidas en solución. Disminución de 
la turbidez si hay actividad hidrolítica de la 
enzima. 

Ensayo 
colorimétrico 

Seguimiento del cambio en el color de la 
solución por un indicador ácido-base (Ej. 
Rojo de fenol con dos picos principales de 
absorción a 550 y 430 nm). 

Ensayo 
fluorométrico 

Conversión cuantitativa del producto 
ácido tereftálico (TPA) a ácido 
hidroxitereftálico (HTA) a través de una 
reacción de Fenton modificada.  
Detección midiendo fluorescencia a 421 
nm (excitación a 328 nm).  

 

RP-HPLC 

Detección y separación de los 
monómeros de hidrólisis del PET. 
Detector UV en el máximo de absorción 
entre 240-244 nm atribuible al anillo 
aromático. 
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2.14 Pretratamientos del PET. 

La industria del reciclaje de los plásticos ha sido un negocio rentable para muchos. 

En este proceso se ven involucradas múltiples etapas de separación y limpieza para 

poder obtener los pellets de PET que se utilizarán en la producción 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 combinación con otros compuestos como metales, tintas o aditivos. 

Una revisión 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 plásticos. Tomado y adaptado de Kol, et al., 2021. 

Tecnología Principio Aplicación (Nivel) 

Desodorización/ 

desentintado 

Extracción con 

acetato de etilo 

Escala industrial 

(Patentado). 

Desentintado 
Micelas con 

tensoactivos 

Etapa piloto 

Delaminación 
A base de ácidos 

orgánicos diluidos 

Etapa industrial 

completa (China) 

Eliminación de 

aditivos 

Extracción sólido 

líquido. (Ultrasónica) 

No disponible en 

sector plástico. Se 

reporta dificultad en 

escalamiento a nivel 

industrial. 

 

Los pretratamientos del PET para su procesamiento por hidrólisis vía enzimática 

pretenden abordar un objetivo central, obtener un material con baja cristalinidad (0-

15 %) partiendo de un material con alta cristalinidad (35-40 %). Dicho problema se 

ha abordado a través de pretratamientos químicos, físicos, 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 interacción Enzima: Sustrato. 

Una descripción más 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 hidrólisis enzimática del PET. 

Pretratamiento Efecto Referencia 

Inmersión en NaOH 

10 M / 25°C / 24 h. 

Disminución 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 (l)). 

Aumento de la cristalinidad en distintos tamaños 

de partícula partiendo de láminas de 0.5 x 0.5 cm 

(PET-GF). 

4.2±2 % a 11.0±1.8 % en 250 µm 

4.2±2 % a 7.6±1 % en 150 µm 

4.2±2 % a 14.3±2.3 % en <150 µm 

 

Reducción de la cristalinidad en menores 

tamaños de partícula partiendo de un PET 

cristalino comercial en polvo (PET-HC, 

Goodfellow®) 

35.7±3.8 % en 250 µm 

35.7±3.8 % a 33.0±2.1 % de 250 µm a 150 µm 

35.7±3.8 % a 32.5±1.7 % en de 250 µm a <150 

µm 

Brizendine, et al., 

2022. 

Tournier, et al., 2020. 

Radiación con luz UV 

250 nm / 14 días 

Exposición de láminas de PET (3.5 cm x 0.5 

cm). Se observó disminución de la Mn de 35000 

a 29000 g/mol. Incremento en la cristalinidad y 

reducción de movilidad de las cadenas del PET 

reduciendo la actividad hidrolítica de LC-

cutinasa. 

 

Falkenstein et al., 

2020 

Pretratamiento 

térmico. 

115°C / 5-35 min 

Calentamiento de discos de PET (Ø 6mm) en 

tubos Eppendorf de 2 mL. Se observó el 

incremento de la cristalinidad al incrementar el 

tiempo del tratamiento térmico. De 5 hasta 25 %. 

(Thomsen et al., 

2022b) 

Extrusión y 

micronización. 

  

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. 

Disminución considerable de la cristalinidad. 

Hojuelas ~35 % a 14.6 % en polvo 200 µm a 

250 µm. 

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 generación de calor por fricción en la molienda induce 

la alineación de las microestructuras móviles (nucleación) en el PET, incrementando 

así la fracción cristalina total. En el caso de partir de un material cristalino, se aprecia 

una ligera disminución en la cristalinidad, pero por lo reportado en la literatura, no 

se pensaría que sería 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 modificación de la superficie del plástico, esto entonces podría alterar a la vez 

la cristalinidad al haber posibilidad de cortes por hidrólisis interna en al bloque del 

PET. Sin embargo, la propuesta de Tournier et al, (2020) es en principio la más 

adecuada hasta el momento. Consiste en someter al material a temperaturas por 

arriba del punto de fusión, borrar el historial térmico del PET y, posteriormente, 

enfriar para evitar la formación de zonas cristalinas. Tras esto, se somete a 

micronización o criomolienda para la obtención del material en distintos tamaños de 

partícula con baja cristalinidad.   
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3 Antecedentes. 

En el grupo de trabajo se han identificado, clonado y caracterizado bioquímicamente 

las cuatro cutinasas de Aspergillus nidulans descritas previamente. Hernández en 

el 2013 clonó y expresó la ANCUT1 de A. nidulans en Pichia pastoris X-33 utilizando 

el vector pPICZα. Solís en 2015 llevó a cabo la caracterización bioquímica de la 

ANCUT1 (Tabla 10).  

Tabla 10. Caracterización bioquímica de la ANCUT 1 recombinante expresada en Pichia pastoris X-33. (Solís, 
2015; Vega, 2013). 

Propiedades bioquímicas 

pH óptimo 9 

Estabilidad al pH  

(actividad residual) 
pH 8 / 20% / 1 h 

Temperatura óptima 50°C 

Estabilidad de la temperatura 

(actividad residual) 
70°C / 30% / 1 h 

Especificidad de sustrato 

Ésteres de p-nitrofenilo 

de cadena corta y 

media 

Estabilidad en disolventes 
Acetona / Isopropanol / 

3 h 

 

Durante la exploración de las aplicaciones biotecnológicas se encontró que estas 

enzimas tienen la capacidad de llevar a cabo la degradación de poliésteres (poli 

láctico, policaprolactona, polibutilen succinato, polietilen succinato). Sánchez en 

2015 comenzó la exploración de este fenómeno probando condiciones de 

degradación (1500 U de enzima frente a p-NPA, 2mL de amortiguador de fosfatos, 

50 mg de poliéster como láminas [polietilen succinato, policaprolactona, poli láctico, 

polibutilen succinato y tereftalato de poli(etileno)], 225 rpm/ 72 h). En este primer 

acercamiento se obtuvo una degradación visible a las 24 h a través de la pérdida de 

peso. Con respecto al PET (post consumo), la degradación se observó, 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 reacción para la 

hidrólisis del PET con ANCUT1. Llevó a cabo las reacciones, pero considerando 

que era necesario implementar un pretratamiento mecánico (molienda) con el 

objetivo de aumentar el área superficial y disminuir la cristalinidad del sustrato. En 

este sentido las condiciones de reacción (500 U, 50 mg PET malla #60 [0.25 mm], 

amortiguador de fosfatos pH 7, 40 °C, 840 h añadiendo 100 U/mL cada 72 h). En 

este caso se utilizaron técnicas analíticas para evidenciar el fenómeno de 

degradación. La DSC, FT-IR, SEM, TLC y DLC permitieron evaluar la disminución 

de la cristalinidad (67.33 a 3.98 % en 4 semanas de reacción), el cambio en la 

morfología del sustrato después de la reacción y la producción de oligómeros con 

menor peso molecular durante el avance de reacción. Además, se propuso la 

determinación de monómeros de reacción a través de HPLC de fase inversa, 

identificando TPA y BHET, sin embargo, se presentaron dificultades en su 

cuantificación.  

 

Figura 15. Antecedentes de la degradación del PET con ANCUT 1 dentro del grupo de trabajo. Elaboración 
propia. 

En el 2019, Lovera-Espinosa y Torres-Jiménez optimizaron condiciones de reacción 

de hidrólisis del PET con ANCUT 3. Durante esta exploración, pusieron a reaccionar 

a ANCUT 1 en combinación con ANCUT 3 probando distintos órdenes de reacción 
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(primero ANCUT 1 y luego ANCUT 3, viceversa e individualmente). Las condiciones 

de reacción (1000 U/mL, 50 mg PET tamiz #50, amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 

9, 35°C, MgSO4 1 mM, 672 h). Los resultados permitieron ver un cambio en la 

cristalinidad y determinar la concentración de TPA producido. Para PET+ANCUT1: 

12.3 %Cri a 16.2 %Cri y 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 Justificación. 

El reciclaje del PET, por vía enzimática, es un tema de interés para reincorporar 

estos residuos en un modelo de economía circular. Hasta el momento en el grupo 

de trabajo se han desarrollado estudios para la degradación de PET y otros plásticos 

con enzimas recombinantes (cutinasas), provenientes de Aspergillus nidulans 

expresadas en Pichia pastoris. Se tienen resultados importantes en relación con 

lograr la pérdida de peso y modificaciones estructurales de los polímeros 

evidenciadas por microscopía electrónica de barrido. También se ha logrado reducir 

el tiempo de reacción (3 meses a 1 mes). A pesar de que la producción de 

monómeros compite con los datos de varios trabajos reportados, no alcanza los 

mejores rendimientos reportados a la fecha. Es necesario continuar en la 

optimización de las condiciones en aras de reducir los tiempos y aumentar los 

rendimientos de reacción. Por otro lado, factores como control de pH y la agitación 

pueden ser controladas y estudiadas en un biorreactor, dispositivo objetivo para 

pruebas piloto en la hidrólisis enzimática de PET con ANCUT 1 y su posterior 

escalamiento.  

En este trabajo se llevaron a cabo reacciones de hidrólisis del PET utilizando 

ANCUT1 recombinante expresada en Pichia pastoris. Se emplearon PET post-

consumo (desechos) y PET amorfo (referencia) para evaluar el grado de 

degradación considerando la cristalinidad y las condiciones del medio de reacción.  
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5 Hipótesis. 

La aplicación de un pretratamiento termo-mecánico al PET reduce la cristalinidad 

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

durante la hidrólisis e incrementa el rendimiento de los monómeros de hidrólisis. 

6 Objetivos. 

6.1 General 

✓ Evaluar el impacto de modificar la cristalinidad del PET aplicando un 

pretratamiento termo-mecánico en la hidrólisis enzimática del polímero para 

la obtención de monómeros de interés. 

6.2 Particulares 

✓ Determinar las mejores condiciones de reacción para la hidrólisis enzimática 

del PET a escala laboratorio variando los factores: agitación, temperatura, 

iones, tipo de amortiguador, concentración de amortiguador, proporción de 

enzima y proporción de sustrato a través de la cuantificación de los 

monómeros producidos. 

✓ Identificar y cuantificar los productos de la reacción de hidrólisis enzimática 

del PET. 

✓ Identificar la fracción del PET susceptible a hidrólisis enzimática por ANCUT 

1 por medio de análisis ATR-IR y DSC. 

✓ Evaluar el impacto del pretratamiento termo-mecánico 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-mecánico en la producción de 

monómeros a partir de diferentes presentaciones y orígenes de PET. 
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7 Metodología. 

 

Figura 16. Se llevó a cabo la producción de la enzima ANCUT1 a través de la reactivación e inducción de la 
cepa de Pichia pastoris X33-pPICZα-ANCUT1. En la primera etapa del trabajo se exploraron y determinaron las 
condiciones de reacción en la degradación de PET con ANCUT 1 identificando y cuantificando los productos de 
reacción. En esta etapa también se determinó la fase del PET (RAF, MAF o cristalina) susceptible a hidrólisis 
por ANCUT 1. En la segunda etapa se caracterizó el sustrato para evaluar los cambios del material al ser 
sometido al pretratamiento térmico y mecánico. Posterior a esto, se evaluó el desempeño de ANCUT 1 en la 
degradación 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 preparación de dichos medios y de las soluciones stock. 

7.2 Reactivación de Pichia pastoris.  

Para la reactivación de la levadura Pichia pastoris se inocularon 200 µL de la cepa 

X33-pPICZα-ANCUT1, cepa almacenada previamente en glicerol a -70°C. La 

reactivación se llevó 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-Rodríguez, 2017 y Lovera-Espinosa y Torres-Jiménez, 2019. 

Se incubó por 24 horas a 29°C y 300 rpm con agitación orbital (Innova 40, New 

Brunswick Scientific, USA). 

7.3 Crecimiento en medio LOTO Glicerol 1%. 

Para la generación de biomasa de la levadura, posterior a las 24 h de incubación en 

el medio YPD se procedió a centrifugar a 8500 rpm durante 10 min a temperatura 

ambiente (Tamb). Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el botón celular en 2 

mL de medio Y (extracto de levadura 3%). El crecimiento se llevó 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 DO600= 1 U.A. 

Se incubó por 24 horas a 29°C y 300 rpm con agitación orbital. 

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

Para la inducción de la enzima ANCUT 1, posterior a las 24 h de incubación en el 

medio LOTO Glicerol 1%, las células de Pichia pastoris se centrifugaron a 8500 rpm 

durante 10 min a Tamb, se eliminó el sobrenadante y se llevó a cabo un lavado 

suspendiendo el botón celular en 10 mL de medio Y, centrifugando bajo las 

condiciones ya mencionadas. Nuevamente se suspendió el botón celular en 2 mL 

de medio Y. La expresión de la enzima recombinante se llevó 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 pPICZα 

utilizado para la expresión de ANCUT 1 que contiene la región promotora del alcohol 
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oxidasa (ANEXO A, Figura 34). Se inoculó el volumen necesario del botón 

suspendido para alcanzar una DO600= 1 U.A. Se incubó por 24 horas a 29°C y 300 

rpm con agitación orbital. Al finalizar el tiempo de incubación la biomasa se separó 

del sobrenadante, centrifugando a 8500 rpm durante 10 min a Tamb en una 

centrifuga. 

7.5 Concentración del extracto enzimático. 

Para concentrar el extracto enzimático se usó un sistema Amicon de ultrafiltración 

con membrana de 10 kDa como límite de corte nominal. Para la conservación del 

extracto concentrado, este se hizo pasar a través de una membrana Millipore con 

tamaño de poro de 22 µm.  

7.6 Cuantificación de proteína total soluble en microplaca. 

La cantidad de proteína se determinó por el método de Bradford (sensibilidad: 1 -

100 µg; Bradford, 1976; Whiteley y Lee, 2006). Se realizó la dilución correspondiente 

con Tris-HCl 50 mM pH 9) para colocar por triplicado en la microplaca 160 µL de 

esta dilución y 40 µL del reactivo Bradford (Bio Rad). Se utilizó un blanco que consta 

de 160 µL del amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 9 y 40 µL del reactivo Bradford. Se 

homogeneizaron perfectamente los componentes para que se llevara a cabo la 

reacción. El color generado de la reacción se cuantificó en el lector Epoch (Biotek) 

utilizando el software Gen_5 1.10, a una absorbancia de 595 nm. El valor de 

absorbancia se extrapoló utilizando la gráfica mostrada en el Anexo B (Figura 35). 

7.7 Cuantificación de actividad volumétrica en placa. 

La actividad de esterasa se cuantificó usando como sustrato p-nitrofenilacetato. Se 

partió de un stock de p-nitrofenilacetato 10 mM en etanol, del cual se tomó cierto 

volumen para obtener una concentración 1 mM. Se colocaron por triplicado en la 

microplaca 170 µL de amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 9 con 10 µL de la 

correspondiente dilución del extracto enzimático de ANCUT 1 usando el mismo 

amortiguador. Para el blanco se colocaron 180 µL de buffer Tris-HCl y, 

posteriormente fueron añadidos 20 µL del sustrato p-NPB 1 mM. La reacción se 

siguió durante 10 minutos tomando la lectura cada minuto, en un espectrofotómetro 

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

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

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

Para identificar la enzima ANCUT 1 por su peso molecular se llevó a cabo la 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles de 

poliacrilamida. Se utilizó como detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) y como 

agente reductor el β-mercaptoetanol, de acuerdo a lo reportado por Laemmli, 1970. 

Se utilizó un gel concentrador al 4% y un gel separador al 14%. Como referencia se 

utilizó un marcador de peso molecular de bajo rango y las muestras se cargaron en 

los carriles asignados previamente. Los geles se corrieron en una cámara de 

electroforesis (MiniProtean II, Bio Rad) inicialmente a 80V y después de 30 minutos 

se incrementó a 120 V con buffer de corrida. Los geles se revelaron con azul de 

Coomassie. 

7.9 Determinación 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 β-mercaptoetanol. La actividad se observó por zimografía 

siguiendo la metodología planteada por Karpushova et al., 2005. Una vez llevada a 

cabo la electroforesis el gel se incubó en una solución de amortiguador de fosfatos 

50 mM a pH 7 durante 30 min. Posteriormente se  cambió  la  solución  a 

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7con Tritón X-100 al 0.5 % durante 30 min, para  

renaturalizar a la  enzima.  Pasado este tiempo se cambió la solución y el gel se 

dejó en una solución de α-naftil acetato (Solución   A)  durante   30   min   en   

agitación,  a temperatura ambiente y, finalmente, sin  desechar  la  solución  A,  se  

le  agregó  la solución de Fast Red (Solución B ) hasta que se observara la tinción 

de las bandas color marrón que presentan actividad enzimática.  

Solución A: Stock de acetato de α-Naftilo: 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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Solución B: Stock de Fast Red: Pesar 5.0 mg del reactivo Fast Red, añadir 0.5 mL 

del amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM a pH 7 con 50.0 μL de Tritón 100-X 

necesario para solubilizar. Por último, llevar esto a 2 mL con el mismo amortiguador 

de fosfatos. 

7.10 Evaluación de condiciones de reacción de hidrólisis del PET con 

ANCUT1.  

Para la evaluación de la reacción de hidrólisis de PET con ANCUT 1 a pequeña 

escala se cargó un volumen de reacción de 1 mL en tubos Eppendorf de 

polipropileno con capacidad nominal de 2 mL. Para la evaluación del tipo de 

amortiguador en la actividad de hidrólisis se utilizaron Tris-HCl (pKa 8.2), 

Na2HPO4/NaH2PO4 (pKa 7.2), NaHCO3/Na2CO3 (pKa 10.3) y Gly-NaOH (9.6). Para 

la evaluación de la concentración de amortiguador se probó el rango de 

concentración: 50, 100, 150 y 200 mM. Para evaluar el efecto de la proporción de 

sustrato, se consideraron las proporciones 50, 100, 200 y 700 U/mg de PET donde 

la concentración de enzima se mantuvo constante. En la evaluación de la proporción 

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 

agitación se comparó la reacción en estático contra la reacción a 800 rpm en 

agitación orbital. Para la evaluación de la temperatura de reacción se sjustaron las 

temperaturas a 40, 50, 60, 65 y 80 °C. Para la evaluación de la presencia de iones 

en la hidrólisis del PET se consideraron los cationes Na+, Ca2+, Mg2+ como cloruros 

en una concentración de 25 mM en solución con agua desionizada. Para la 

evaluación del efecto de la presencia de MHET en la actividad de hidrólisis de PET 

por ANCUT 1 se ajustaron las siguientes concentraciones iniciales de MHET: 1, 3, 

6 y 8 mM.  

Las reacciones se llevaron a cabo en una incubadora de termobloque seco Thermo 

Scientific™ Compact Digital con agitación orbital. La reacción procedió durante 72-

96 h. Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado. Se contó con un control 

sin enzima para considerar la hidrólisis fisicoquímica del PET atribuida al medio de 

reacción. También se contó con un blanco de color, sin sustrato, pero si enzima, 
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considerando la coloración del extracto enzimático. Especificaciones adicionales y 

detalladas son mencionadas a continuación. 

7.10.1 Efecto del amortiguador. 
Tabla 11. Condiciones de reacción en la evaluación del desempeño de ANCUT 1 en la hidrólisis del PET-GF 

en función del tipo de amortiguador. 

Variables Condiciones 

Temperatura  50°C 

Amortiguador 
Tris-HCl, Fosfatos Na, Gly-NaOH, 

NaHCO3/Na2CO3 

Concentración de 
amortiguador 

50 mM 

pH 9 

Agitación orbital 800 rpm 

Volumen de 
reacción 

1 mL 

Unidades de 
enzima 

10000 U/mL 
 

PET-GF 14 mg 

Tiempo de 
reacción 

96 h 

 

7.10.2 Efecto de la concentración del amortiguador. 
Tabla 12. Condiciones de reacción para evaluación del efecto de la concentración de amortiguador Tris-HCl 

en el medio de reacción de hidrólisis de PET-GF con ANCUT 1. 

Variables Condiciones 

Temperatura  50°C 

Amortiguador Tris-HCl 

Concentración de 
amortiguador 

50 mM; 100 mM; 150 mM; 200 
mM; 1 M 

pH 9 

Agitación orbital 800 rpm 

Volumen de 
reacción 

1 mL 

Unidades de 
enzima 

10000 U/mL 
 

PET-GF 14 mg/mL 

Tiempo de 
reacción 

96 h 

 

7.10.3 Efecto de la proporción de sustrato. 
Tabla 13. Condiciones de reacción para evaluación del efecto de la proporción de sustrato en el medio de 

reacción de hidrólisis de PET-GF con ANCUT 1. 

Parámetros Condiciones 

Temperatura  50°C 

Amortiguador Tris-HCl 
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Concentración de amortiguador 50 mM 

pH 9 

Agitación orbital 800 rpm 

Volumen de reacción 1 mL 

Unidades de enzima 
10000 U/mL 

 

PET-GF 
14 mg/mL; 50 mg/mL; 100 mg/mL; 200 

mg/mL 

Tiempo de reacción 96 h 

 

7.10.4 Efecto de la proporción de enzima. 
Tabla 14. Condiciones de reacción para evaluación del efecto de la proporción de enzima en el medio de 

reacción en la hidrólisis de PET-GF por ANCUT 1. 

Parámetros Condiciones 

Temperatura  50°C 

Amortiguador Tris-HCl 

Concentración de amortiguador 50 mM 

pH 9 

Agitación orbital 800 rpm 

Volumen de reacción 1 mL 

Unidades de enzima 20000, 10000, 5000, 2000 U/mL  

Sustrato PET-GF (200 mg) 

Tiempo de reacción 96 h 

 

7.10.5 Efecto de la agitación. 
Tabla 15. Condiciones de reacción para evaluación del efecto de la agitación en la hidrólisis enzimática del 
PET-GF. 

Variables Condiciones 

Temperatura  50°C 

Amortiguador Tris-HCl 

Concentración de 
amortiguador 

50 mM 

pH 9 

Agitación orbital Estático, 800 rpm 

Volumen de 
reacción 

1 mL 

Unidades de 
enzima 

14304.51 U/mL 
 

PET-GF 200 mg 
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7.10.6 Efecto de la temperatura de reacción y la presencia de iones en el 

medio de reacción. 
Tabla 16. Condiciones de reacción de hidrólisis de ANCUT 1 frente a PET-GF. Evaluación de temperatura de 

reacción y presencia de iones en el medio de reacción. 

Variables Condiciones 

Temperatura  40, 50, 60, 65, 80 °C 

Amortiguador Tris-HCl 

Concentración 
de 

amortiguador 
50 mM 

pH 9 

Agitación 
orbital 

800 rpm 

Iones 
Sin ion, NaCl, CaCl2, MgCl2 (25 

mM) 

Volumen de 
reacción 

1 mL 

Unidades de 
enzima 

14000 U/mL 
 

PET-GF 200 mg 

 

7.10.7 Actividad residual y avance de reacción de hidrólisis de PET-GF con 

ANCUT 1. 
Tabla 17. Condiciones de reacción para la evaluación del avance de reacción de hidrólisis de PET-GF con 

ANCUT 1 y la estabilidad térmica de la enzima. 

Variables Condiciones 

Temperatura  50°C 

Amortiguador Tris-HCl 

Concentración 
de 

amortiguador 
50 mM 

pH 9 

Agitación 
orbital 

800 rpm 

Volumen de 
reacción 

1 mL 

Unidades de 
enzima 

10000 U/mL 
 

PET-GF 50 mg/mL 

Tiempo de 
reacción 96 h 
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7.10.8 Evaluación de la actividad de ANCUT 1 en la hidrólisis del PET 

pretratado. 
Tabla 18. Condiciones de reacción para evaluación ANCUT 1 contra distintos tipos de PET. 

Parámetros Condiciones 

Temperatura  50°C 

Amortiguador Tris-HCl 

Concentración de 
amortiguador 

50 mM 

pH 9 

Agitación orbital 800 rpm 

Volumen de reacción 1 mL 

Unidades de enzima 10000 U/mL 

Sustrato 
PET-PC, PET-PCP, PET-PCT, 

PET-PCTP, PET-GF, PET-GFP, 
PET-3AP, PET-1AP (200 mg) 

Tiempo de reacción 72 h 

 

7.11 Síntesis del intermediario MHET por hidrólisis enzimática del BHET. 

Debido a la falta del compuesto MHET en el mercado o su difícil adquisición se llevó 

a cabo su síntesis para tenerlo como referencia en los análisis cualitativos y 

cuantitativos. La reacción de síntesis para la obtención del intermediario MHET 

procedió de acuerdo con lo reportado por Świderek et al., 2023 con ciertas 

modificaciones. En un matraz Erlenmeyer acondicionado con 3 bafles con 

capacidad de 250 mL, fueron añadidos 134 mg (0.52 mmol) de BHET. 

Posteriormente fueron añadidos 50 mL de amortiguador de bicarbonato de sodio 

100 mM pH 9 y se dejó en agitación magnética durante la noche para favorecer la 

solubilidad del BHET (8 g/L). Transcurrido este tiempo se añadió al matraz 1 g de la 

lipasa B de Candida albicans inmovilizada (CALB) usada por Świderek et al., 2023. 

La reacción procedió a 25°C y agitación orbital constante durante 3 a 4 h. La 

reacción fue monitoreada por TLC usando Metanol:Cloroformo 60:40 como fase 

móvil y sílice (con fluoróforo 254 nm) como fase estacionaria. Concluido el tiempo 

de reacción, se filtró el medio de reacción para retirar la enzima inmovilizada la cual 

fue lavada y almacenada en refrigeración. Posteriormente se añadió el volumen 

necesario de HCl 5 M hasta un pH de 1 (de Queiros et al., 2022) y fue saturada la 

mezcla de reacción con NaCl. Se extrajo el producto de reacción 4 veces (50 mL 

c/u) con acetato de etilo. La purificación del producto MHET se llevó a cabo por 
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columna con sílice (70-230 mesh, 60 Å, volumen de poro 0.75 cm3/g) como fase 

estacionaria y Acetonitrilo:MeOH como fase móvil partiendo desde 100 % hasta 70 

% Acetonitrilo. En el Anexo D se adjunta el espectro de ATR-FTIR (Figura 40), RP-

HPLC (Figura 41) y 1H-RMN (Figura 39) del producto MHET obtenido. RP-HPLC 

tiempo de retención a 7.32 min. 1H-RMN (300 MHz, MeOD): δ, 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 análisis de densitometría por TLC.  

Finalizada la reacción se centrifugó a 14000 rpm por 2 min. Se separó el PET del 

medio de reacción. Se hizo un enjuague (producto adherido) del sustrato con 1 mL 

MeOH y fue transferido al sobrenadante. Se centrifugó a 14000 rpm por 2 min. El 

precipitado se retiró y se almacenó el sobrenadante en refrigeración para su 

posterior análisis.  

En el caso del sólido, se hicieron lavados con agua destilada, se centrifugó en las 

condiciones descritas previamente y se realizó un lavado con EtOH al 70%. El sólido 

se secó durante toda la noche a 50°C y posteriormente en un desecador con vacío 

para su posterior análisis con ATR-IR o DSC.  

7.13 Cromatografía en capa fina (TLC). 

Se realizó en cromatoplacas de aluminio (10 x 7 cm) (silica gel 60 F254, Meck, 

Darmstadt) usando las muestras líquidas de los diferentes tiempos de reacción, el 

blanco y las referencias correspondientes. Los monómeros se eluyeron con una 

fase móvil de MeOH:CHCl3 (60:40 v/v). Después de la separación, los puntos fueron 

detectados usando una lámpara de UV a 254 nm. Para observar de forma 

semicuantitativa la presencia de TPA en el medio de reacción, se aplicaron las 

muestras líquidas (4 µL), así como las referencias TPA (0.25-10 mM). (Anexo E) 

7.14 Cuantificación de actividad de hidrólisis de PET por ANCUT 1 por 

espectrofotometría. 

Se utilizó la técnica de espectrofotometría para cuantificar la actividad de hidrólisis 

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

cuantificación de actividad de hidrólisis se determinó a través de la cuantificación de 

Ftalatos totales a 241 nm de acuerdo con el máximo de absorción de las moléculas 
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de referencia (Anexo F). Se colocaron 150 µL de disoluciones de concentración 

conocida de TPA para la curva de calibración y se extrapoló la absorbancia obtenida 

de las mezclas de reacción. Las diluciones necesarias se llevaron a cabo con Tris-

HCl pH 9 50 mM.   

Las determinaciones tanto de RMN, DSC, y ATR-FTIR se realizaron en la Unidad 

de Servicios de Apoyo a la Investigación e Industria (USAII).  

7.15 Cuantificación de actividad de hidrólisis de PET por ANCUT 1 a través 

de RP-HPLC. 

Se usó la técnica de RP-HPLC para cuantificar la actividad de hidrólisis de PET 

referida a los principales monómeros TPA y MHET individualmente. La 

cuantificación se llevó 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 móvil se conformó por A: ácido acético 

0.5% en agua y B: acetonitrilo. El gradiente de elución 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 análisis de densitometría 

por TLC. ” fueron diluidas con amortiguador Tris-HCl pH 9 50 mM con el fin de entrar 

en la curva de calibración. Las diluciones fueron sonicadas para desgasificar y se 

filtraron con membranas de nylon de 0.45 µm. El tiempo de análisis fue de 17 min. 

El volumen de inyección fue de 10 µL. La detección de los productos TPA, MHET y 

BHET se siguió a 244 nm.      

7.16 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR). 

Las condiciones de análisis fueron similares a las reportadas por Morales, 2018. Los 

análisis de ATR-FTIR se llevaron a cabo directamente en la lámina o el polvo de 

PET. Las muestras fueron monitoreadas entre 4000 a 400 cm-1 con una resolución 

de 1 cm-1. El tamaño de muestra se mantuvo entre 5 a 10 mg del material analizado.    

7.17 Evaluación de la cristalinidad por calorimetría 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 Investigación y a la Industria (USAII) bajo las 
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siguientes condiciones de análisis. Calentamiento de 0 a 280°C manteniendo una 

rampa de calentamiento de 10°C/min durante 28 min bajo una atmósfera de 

Nitrógeno.  

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

En una parrilla precalentada a 290°C se colocó una lámina de aluminio (~10x7 cm). 

Se colocaron sobre la lámina de aluminio ~2 g de PET-PC, y se dejó fundir (1-2 

min). Posteriormente se colocó otra lámina de aluminio sobre la primera placa. Con 

una pesa de metal de 0.9 kg (10 x 7 x 5 cm) se aplicó presión sobre las placas para 

favorecer la formación de una película (1 min) y se mantuvo el calentamiento 

durante 10 min. Al concluir el tiempo las placas fueron transferidas inmediatamente 

a un baño de agua con hielo con agitación manual con ayuda de unas pinzas 

metálicas (~5 min). Se obtuvo un material con coloración amarillenta. 

La molienda procedió colocando 10 g de PET a moler, previamente cortado en 

láminas 5 x 5 mm, en un recipiente de aluminio. Sobre este mismo se vertieron ~50 

mL de N2 líquido y se mezcló bien con el PET (1 min). El PET enfriado fue 

introducido al molino (IKA MF 10 básico) por el conducto de alimentación, 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 ocasión, posterior al enfriamiento y se recuperaron 

los distintos tamaños de partícula generados.  
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8 Resultados y discusión. 

9 Parte 1 A. Evaluación de condiciones de reacción de hidrólisis 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 

desempeño, se llevaron a cabo las reacciones con los amortiguadores Tris-HCl (pKa 

8.2), Na2HPO4/NaH2PO4 (pKa 7.2), NaHCO3/Na2CO3 (pKa 10.3) y Gly-NaOH (pKa 

9.6). Debido a que el pH óptimo de ANCUT 1 es 9, se eligieron los sistemas en los 

cuales se pudiera mantener el pH en ese valor, a excepción del amortiguador de 

fosfatos de sodio considerado por su menor precio en el mercado y su uso en 

múltiples 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-HCl, fosfatos de sodio o Gly/NaOH con un α = 0.05. El amortiguador de 

bicarbonato fue aquel en el cual se obtuvo la menor cantidad de productos de 

reacción (4.95 ± 0.64 mM) atribuible a la inestabilidad de sus componentes al ser 

formado CO2 durante los equilibrios químicos y disminuir la solubilidad de este 

compuesto al incrementar la temperatura. El descenso de pH en los distintos 

amortiguadores Tris-HCl, fosfatos, glicina/NaOH, NaHCO3/Na2CO3 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-HCl mostró ser el sistema donde se desempeñó mejor 

ANCUT 1 en la formación de productos de hidrólisis de PET, ftalatos, se decidió 

continuar con este sistema amortiguador para los posteriores experimentos. Esta 

decisión también se apoyó del hecho de considerar los inconvenientes de los 

amortiguadores de fosfatos, hidróxido o carbonatos al querer evaluar el efecto de 

los iones al favorecer la precipitación de las sales con iones divalentes como calcio 

y magnesio.  
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Figura 17. Actividad de hidrólisis de PET-GF por ANCUT 1 en función del tipo de amortiguador a 50 °C y pH 9 
a excepción del amortiguador de fosfatos donde fue ajustado a pH 8. Los productos fueron detectados en el 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 241 nm. Las barras de error indican la desviación estándar de 
mediciones por triplicado (n = 3). Mismo número de asteriscos indica que no hay diferencia significativa entre 
las medias comparadas contra Tris-HCl con un α = 0.05 (ANEXO I). 

 

9.2 Efecto de la concentración del amortiguador. 

Las condiciones de reacción para la evaluación del efecto de la concentración del 

amortiguador Tris-HCl en el desempeño de ANCUT 1 en la hidrólisis de láminas de 

PET-GF se presentan en la Tabla 12 (Metodología.). 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 óptimo de 

trabajo para ANCUT 1 en la caracterización bioquímica (Solís, 2015; Vega, 2013). 

Lo anterior fue considerado de acuerdo con el hecho de que mientras mayor sea la 

concentración del amortiguador, mayor la capacidad de amortiguamiento. Kawai et 

al, 2022 recomiendan el uso de distintas concentraciones del amortiguador Ácido-

(4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfónico) (HEPES), amortiguador zwitterion al 

igual que el amortiguador Tris, a pH 9 con relación a la concentración de productos 

esperados durante la hidrólisis de PET con Cut190. Para concentraciones de 

productos menores a 50 mM se recomienda el uso de una concentración 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 hidrólisis). 
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Basado en los resultados y las recomendaciones en la bibliografía, el ajuste de la 

concentración de amortiguador respecto a la concentración esperada de productos 

no aplica con ANCUT 1 ya que el mejor desempeño de ANCUT 1 en la actividad de 

hidrólisis del PET-GF fue al proceder la reacción en Tris-HCl a 50 mM.  Se esperaba 

que al incrementar la concentración del amortiguador Tris-HCl, la concentración de 

productos sería mayor o al menos la misma con un menor impacto en la reducción 

del pH por la naturaleza ácida de los monómeros esperados como el ácido 

tereftálico (TPA). A diferencia de esto, en la Figura 18 se observa que cuando se 

incrementó la concentración de amortiguador por arriba de 50 mM hubo un efecto 

negativo en la actividad de hidrólisis al haber una disminución del 50 % en los 

productos cuantificados.  

 
Figura 18. Actividad de hidrólisis de PET-GF por ANCUT 1 en función de la concentración de amortiguador Tris-
HCl pH 9 a 50 °C. Detección de productos a través de espectrofotometría a 241 nm usando una curva patrón 
de TPA (ANEXO F). Las barras de error indican la desviación estándar de mediciones por triplicado (n = 3). 
Distinto número de asteriscos indican diferencia significativa entre los niveles de la variable evaluada 
comparados entre sí por el método Tukey con α = 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 concentración de Tris hasta 1 M. A 
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través de estudios de docking molecular y velocidades iniciales en la hidrólisis 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 podría 

relacionarse con ANCUT 1 al incrementar la concentración del amortiguador. Por tal 

motivo, se continuó con el uso de Tris-HCl 50 mM en los estudios subsecuentes.    

9.3 Efecto de la proporción de sustrato. 

En esta sección se presenta el desempeño de ANCUT 1 bajo las condiciones 

citadas en la Tabla 13, evaluando la proporción del sustrato PET-GF en el medio de 

reacción. 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 

enzimáticas 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 hidrólisis, lo cual fue cierto y se aprecia visiblemente en la Figura 19. Al aumentar 

la cantidad de láminas de PET-GF en el medio de reacción, la concentración de los 

productos detectados a 241 nm aumentó de forma gradual. Esto indicó que, al 

incrementar la cantidad de sustrato —o más precisamente, el área superficial—, se 

favoreció la actividad de hidrólisis enzimática del PET-GF por ANCUT 1. A partir de 

estos resultados, se justificó la necesidad de la reducción del tamaño de partícula 

del PET-GF para evaluar su efecto en la producción de monómeros de hidrólisis 

respecto al sustrato en lámina presente en la reacción. Un aspecto importante a 

resaltar es el grado de depolimerización, un valor que indica el porcentaje de 

hidrólisis del PET-GF en la reacción, referido a la unidad monomérica del polímero 

(Anexo H). Curiosamente, este parámetro mostró un comportamiento inverso a la 

tendencia observada en la cantidad de productos cuantificados: a mayor cantidad 

de sustrato, se registró un menor porcentaje de depolimerización. Esto podría 

explicarse, en parte, por el aumento de la cantidad de PET en el medio de reacción 

mientras se mantenía constante la cantidad de enzima. Además, 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 bloque 

interno del polímero. Este planteamiento se refuerza al analizar el cálculo del 
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porcentaje de depolimerización. Dado que este parámetro se expresa como la 

relación molar entre los productos cuantificados y el PET en reacción (mol/mol), un 

aumento en la cantidad de sustrato reduciría esta relación si la hidrólisis ocurre 

predominantemente en la superficie.  

 

Figura 19. Actividad de hidrólisis de PET-GF por ANCUT 1 en función de la proporción de sustrato en reacción 
a 50 °C en Tris-HCl 50 mM pH 9. La cuantificación de los ftalatos se llevó a cabo por espectroscopía UV. La 
cantidad de unidades enzimáticas se mantuvieron constantes en 10000 U/mL. En el eje secundario se presenta 
el % depolimerización de acuerdo con el cálculo ejemplificado en el Anexo H. Las barras de error indican la 
desviación estándar de mediciones por triplicado (n = 3). 

Lo anterior se respalda con la clasificación propuesta por Müller, 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 reacción superior al 10 % al ser capaz 

de atacar tanto la superficie como el bloque interno del polímero. De otra forma, se 

podría tratar de una enzima modificadora de superficie. El hecho de que ANCUT 1, 

bajo las condiciones evaluadas, resultó 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 actúa 

principalmente de forma superficial en las láminas del polímero. A pesar del bajo 

grado de depolimerización (3.5 %) al evaluar la proporción de 50 U/mg de PET-GF 
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(10000 U/mL ANCUT 1 y 200 mg PET-GF), se decidió continuar trabajando con esta 

proporción al ser aquella en la que cual se cuantificó la mayor cantidad de productos 

de hidrólisis siendo una ventaja en cuanto a los límites de cuantificación y detección 

de los productos de reacción.  

9.4 Efecto de la proporción de enzima. 

A continuación, se muestra el efecto de la proporción de enzima (10, 25, 50 y 100 

U/mg PET-GF) en el medio de reacción respecto al sustrato, el cual se mantuvo en 

una cantidad fija de 200 mg/mL. En la Tabla 14 se resumen las condiciones de 

reacción utilizadas.  

 

Figura 20. Actividad de hidrólisis del PET-GF por ANCUT 1 en función de la proporción de enzima en reacción 
a 50 °C en Tris-HCl 50 mM pH 9.  Las barras de error indican la desviación estándar de mediciones por triplicado 
(n = 3). Distinto número de asteriscos indican diferencia significativa entre las proporciones evaluadas al ser 

comparadas con la proporción de 100 U/mg. 

En la Figura 20 se observan los ftalatos producidos posterior a 96 h de reacción. No 

se observó diferencia significativa entre los productos obtenidos al aumentar de 10 

a 25 U/mg PET, sin embargo, al duplicar la proporción de unidades enzimáticas (50 

U/mg PET) hay un incremento de 6.6 veces en los productos de reacción. En 

general, el incremento en las unidades enzimáticas de ANCUT 1 en el medio de 

reacción, incrementó la cantidad final de ftalatos. A pesar de esto, la proporción de 
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100 U/mg PET no presentó una diferencia significativa comparada con las 50 U/mg 

PET. La posible falta de réplicas adicionales más allá del triplicado de los 

experimentos pudo haber contribuido a no detectar la diferencia observada, ya que 

el gráfico sugiere un ligero incremento en los productos de hidrólisis. Otra 

explicación podría ser la formación de agregados de ANCUT 1, lo que disminuiría 

su capacidad catalítica (Avilan et al., 2023). Asimismo, la unión inespecífica de 

ANCUT 1 u otras proteínas presentes en el extracto enzimático, favorecida por 

interacciones hidrofóbicas sobre la superficie del sustrato, podría generar 

interferencias en la interacción ANCUT 1-sustrato, esenciales para la hidrólisis del 

PET. Además, 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 adsorción y desorción de la enzima representan 

la etapa inicial del proceso de hidrólisis 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 

producción de ftalatos. Sin embargo, la proporción de 100 U/mg PET implica 

duplicar la cantidad de unidades enzimáticas en el medio de reacción, sin un 

incremento significativo en la cantidad de ftalatos liberados. Por esta razón, se optó 

por utilizar la proporción de 50 U/mg de PET-GF en los experimentos posteriores. 

9.5 Efecto de la agitación en la hidrólisis del PET-GF. 
 

Las condiciones para evaluar el efecto de la agitación en la hidrólisis de PET-GF 

por ANCUT 1 son desglosadas en la Tabla 15. Se consideró solo una velocidad de 

agitación en el sentido de comparar contra un sistema estático. Es importante 

señalar que, al trabajar a nivel matraz, será necesario considerar otras velocidades 

de agitación para encontrar la óptima para la reacción y tomarlo en cuenta para su 

escalamiento a reactor.  

Es posible que la enzima requiera agitación debido a la unión inespecífica 

provocada por las interacciones entre las regiones hidrofóbicas de la enzima 
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(aminoácidos aromáticos, alifáticos o polares sin carga) y la superficie hidrófoba del 

PET-GF (O’Neill et al., 2007; Thomsen et al., 2023). En la Figura 21 se hace 

evidente la importancia de la agitación en la reacción, donde están involucrados dos 

mecanismos de transferencia de masa: transferencia de masa por convección 

(movimiento de ANCUT 1 alrededor de la superficie del polímero en suspensión) y 

transferencia de masa por difusión (penetración del solvente o ANCUT 1 en la matriz 

de PET).  

 

Figura 21. Comparación de la actividad de hidrólisis de PET-GF por ANCUT 1 a 50°C entre un sistema estático 
y con agitación orbital. Se muestra el corte en el eje de las ordenadas desde 0.5 a 5 mM. Los ftalatos fueron 
cuantificados por espectroscopía UV. Las barras de error indican la desviación estándar de mediciones por 

triplicado (n = 3). 

La agitación tuvo un efecto positivo significativo en comparación con un sistema 

estático, ya que incrementó la eficiencia de la reacción al aumentar el área 

superficial accesible del PET-GF reflejándose en una mayor actividad de hidrólisis. 

En un sistema estático, las láminas de PET-GF pudieron presentar menor área 

superficial accesible debido al agrupamiento del polímero en el fondo del recipiente, 

lo que limitó la interacción entre la enzima y el sustrato. Por el contrario, la agitación 

favoreció la dispersión de las láminas de PET-GF exponiendo más superficie del 

polímero a la enzima mejorando el contacto constante entre la cutinasa ANCUT 1 y 

el PET, lo que facilitó la difusión de la enzima en la superficie o en el bloque interno 

del polímero. En resumen, la agitación mejoró tanto la accesibilidad del sustrato 
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como la acción enzimática, superando las limitaciones de un sistema estático. Por 

lo tanto, los resultados indican que la agitación junto con la disminución del tamaño 

de partícula son factores clave para la hidrólisis del PET-GF al verse incrementada 

el área superficial disponible del polímero.   

9.6 Efecto de la temperatura de reacción y la presencia de iones en el 

medio de reacción. 

En esta sección se presenta la evaluación de la temperatura de reacción 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 concentración de iones se ajustó de 

acuerdo con lo reportado por Kawai et al, 2014. Las condiciones de reacción se 

resumen en la Tabla 16. Durante los monitoreos de las reacciones, no se detectaron 

productos en la reacción llevada a cabo a 80°C debido a la inactivación 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 hidrólisis del PET-GF por ANCUT 1 en función de la temperatura de reacción (40, 50 y 
60 °C) y la presencia de iones (Na+, Ca2+, Mg2+) en concentraciones de 25 mM en Tris-HCl 50 mM. El código 
de color indica la temperatura de reacción; Blanco: 40 °C, gris claro: 50 °C y gris obscuro: 60 °C.  La 
cuantificación de ftalatos se llevó 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 (α = 0.05). Las barras de error indican la desviación estándar de mediciones por triplicado 
(n = 3). 

Al analizar la actividad de hidrólisis de ANCUT 1 a 40 °C, se observó poca diferencia 

entre el control sin iones y las reacciones en presencia de los iones evaluados. A 

50 °C, el control sin iones mostró una actividad de hidrólisis al menos dos veces 

mayor que las reacciones con cualquiera de los iones. Sin embargo, a 60 °C, la 

actividad de hidrólisis del PET-GF aumentó notablemente en presencia de Mg²⁺, 

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

Estos resultados sugieren que los iones podrían 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 óptima en 

ensayos con p-NPB (Solís, 2015; Vega, 2013).  

Una posible explicación es que ANCUT 1, derivada de un hongo termófilo, podría 

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 hidrólisis enzimática (Oda et al., 2018). 

Desde una perspectiva estructural, los iones podrían alterar la geometría del sitio 

activo, reduciendo la afinidad por el sustrato. A 50 °C, los iones podrían unirse a 

sitios específicos de la enzima, restringiendo su flexibilidad y afectando la unión al 

sustrato o la catálisis. A 60 °C, la enzima podría volverse más propensa a la 

desnaturalización o a cambios conformacionales que reduzcan su actividad. En este 

contexto, los iones divalentes como Ca²⁺ y Mg²⁺ podrían actuar como cofactores 

estabilizantes, proporcionando la rigidez necesaria para mantener la conformación 

activa de la enzima y permitir la hidrólisis. Para validar estos planteamientos, se 

requieren experimentos adicionales que identifiquen los sitios de unión potenciales 

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

El monitoreo del pH, como medida indirecta de la formación de productos de 

hidrólisis debido a su naturaleza ácida, mostró que una disminución excesiva podría 

inactivar a ANCUT 1, cuyo pH óptimo es 9. Esto resalta la importancia de controlar 

el pH durante la reacción en un sistema, mediante la adición de una base (Arnal et 

al., 2023). Sin embargo, el uso de iones como Ca²⁺ o Mg²⁺ podría ser problemático, 

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 optimización 

de la actividad de hidrólisis de ANCUT 1, enfocándose en mejorar su 

termoestabilidad a 60 °C mediante interacciones con Mg²⁺, buscando 

eventualmente prescindir de la adición del ion. 

En conclusión, ANCUT 1 presenta una temperatura óptima de 50 °C en 

amortiguador Tris-HCl 50 mM, pH 9, y no requiere la adición de los iones evaluados 

bajo las condiciones estudiadas. 
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9.7 Identificación de los productos de reacción de la hidrólisis de PET-GF 

con la enzima ANCUT 1. 

En la identificación de los productos por cromatografía en capa fina (TLC) se detectó 

una mancha a un factor de retención (Rf) intermedio entre los correspondientes a 

los estándares TPA y BHET (Figura 23). En múltiples trabajos se menciona la 

formación del monómero MHET durante la hidrólisis enzimática, el cual es un 

producto de hidrólisis del PET, que a la vez es un producto de hidrólisis del BHET. 

Para confirmar la presencia del producto MHET en el medio de reacción se procedió 

con la síntesis y purificación del MHET a través de la hidrólisis del compuesto BHET 

de acuerdo con lo reportado por De Queiros Eugenio et al., (2022) y Świderek et al., 

(2023) con ciertas modificaciones. La estructura del MHET se confirmó al 

caracterizarlo por RMN-1H, ATR-FTR y RP-HPLC (ANEXO D).  

     

Figura 23. A) Cromatoplaca de sílica gel sobre base de aluminio (10 x 7 cm). Revelador: luz UV 254 nm. Sistema 
de elución MeOH:CHCl3 (60:40 v/v). Carriles 1 a 4 reacciones de hidrólisis de PET-GF con ANCUT 1 a 60°C. 
1) Sin iones dilución 1:2; 2) Con NaCl dilución 1:2; 3) Con CaCl2 dilución 1:2; 4) Con MgCl2 dilución 1:2; 5) 
Estándar TPA 2 mM; 6) Mezcla BHET + MHET. B) Cromatogramas de RP-HPLC de las muestras y estándares 
con un volumen de inyección de 10 µL, gradiente isocrático y flujo de 0.5 mL/min en una columna C18, fase 
móvil de 0.5 % ácido acético en agua y acetonitrilo y detector UV-visible.   

 

Combinar la TLC junto con la determinación espectrofotométrica a 241 nm permitió 

proponer una metodología para la detección de los productos de reacción como 

método rápido exploratorio, tomando como referencia lo reportado por Sowers et 

al., 2022. Este procedimiento permitió proponer la dilución de la muestra a analizar 

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

El MHET sintetizado sirvió como referencia en TLC confirmando que el Rf intermedio 

entre TPA y BHET correspondía al MHET (Figura 23). De la misma forma, los 

A) B) 
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tiempos de retención en RP-HPLC correspondientes a TPA (5.97 min), MHET 

sintetizado (7.39) y BHET (8.59 min), coincidieron con los tiempos de retención de 

los productos detectados en el medio de reacción posterior a la hidrólisis enzimática 

del PET-GF (ANEXO G). 

Confirmada la presencia de los 3 monómeros principales (TPA, MHET y BHET) se 

puede proponer un mecanismo de reacción de ANCUT 1 en presencia del PET. Si 

bien, el obtener principalmente monómeros podría 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 oligómeros. Esto tiene lógica 

al observar el orden de elución de los monómeros, a mayor peso molecular, mayor 

tiempo de retención. Estos oligómeros pueden ser formados durante la hidrólisis a 

través de cortes endo en las cadenas superficiales del polímero como ha sido 

descrito para otras enzimas degradadoras de PET (Arnal et al., 2023). Por ello, se 

sugieren hacer análisis de espectroscopía de masas para identificar y confirmar los 

pesos moleculares de estos compuestos y sustentar las inferencias realizadas.    

9.8 Actividad residual y avance de reacción de hidrólisis de PET-GF con 

ANCUT 1. 
 

El perfil de los productos de reacción (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 

máxima productividad del MHET (0.27 mmol L-1 h-1) a pesar de que se observó su 

máxima concentración a las 48 h (Figura 24A). En todos los monitoreos fue 

imperceptible la presencia del monómero BHET. Posterior a las 2 h de reacción, el 

TPA predominó respecto al MHET hasta finalizar el experimento. Por otro lado, la 

máxima productividad del TPA (0.20 mmol L-1 h-1) se alcanzó a las 4 h de reacción. 

En la Figura 24B se aprecia una caída en la productividad total a las 48 h al no haber 

un aumento significativo en la concentración de los productos de reacción. La 

actividad residual durante el seguimiento de la reacción mostrada en la Figura 24A 



 
70 

fue determinada con el ensayo estándar (Sección metodología) y se puede ver que 

tiene una caída a las 24 h (1%). En ensayos de estabilidad térmica de ANCUT 1 se 

ha observado una disminución aproximada del 50% de la actividad a 50°C a las 24 

h (Castro-Rodríguez, 2024, trabajo en curso), sin embargo, si la reacción es con el 

PET se pierde prácticamente toda la actividad en el mismo intervalo de tiempo. La 

reacción de hidrólisis de polímeros comienza con una etapa de adsorción de la 

enzima a la superficie del sustrato, seguido del reconocimiento y posterior hidrólisis 

del enlace éster (O’Neill et al., 2007; Sahihi et al., 2024). Este fenómeno de 

adsorción podría 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 inhibición es la inhibición por producto de ANCUT 1, siendo el 

monómero 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 hidrólisis de BHET en ausencia de enzima (Figura 24C) mostró 

una conversión casi completa a las 24 horas, generando MHET y TPA. 

Posteriormente, el MHET continuó hidrolizándose lentamente debido a la acción del 

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

La lenta hidrólisis del MHET podría haber causado su acumulación sostenida en el 

medio de reacción (Figura 24A), provocando así el efecto inhibitorio por producto. 

Para evaluar este efecto sobre la actividad de hidrólisis de ANCUT 1, se ajustaron 

concentraciones iniciales de MHET según las condiciones descritas en la Tabla 17. 

Los resultados mostraron una clara tendencia a la disminución de la actividad de 

hidrólisis del PET-GF por ANCUT 1 a medida que aumentaba la concentración 

inicial de MHET en el medio de reacción (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 reacción mediante TLC mostró que se requieren 

entre 2 y 3 horas para alcanzar una hidrólisis superior al 90%. El producto principal 

obtenido fue MHET, mientras que la producción de TPA y el BHET remanente 
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fueron mínimos, mostrándose como una oportunidad para la optimización de la 

reacción en la síntesis del intermediario MHET no disponible en el mercado.       

            

         

Figura 24. A) Avance de reacción en la producción de ftalatos durante la hidrólisis de PET-GF por ANCUT 1 en 
función del tiempo. En el aumento se observa el avance de reacción en un período de 0 a 5 h. En el segundo 
eje se presenta la actividad relativa de hidrólisis del pNPB ajustando inicialmente un valor de 10000 U/mL de 
ANCUT1 referenciadas al mismo sustrato. B) En el eje principal se muestra la productividad de ANCUT 1 en la 
formación de TPA, MHET y productos totales, no fue detectado BHET. En el eje secundario se presenta el grado 
de despolimerización de acuerdo con el valor de peso molecular del PET-GF reportado por Kawai, et al, 2022. 
C) Cinética de hidrólisis de 5 mM de BHET en ausencia de ANCUT 1. D) Efecto de [MHET] inicial en el medio 
de reacción después de 72 h. Las barras de error indican la desviación estándar de mediciones por triplicado (n 
= 3).  

Previamente se discutió el posible mecanismo de acción endo y exo de ANCUT 1 

durante la hidrólisis del PET, considerando la formación no solo de los monómeros 

TPA, MHET y BHET, sino también de oligómeros (Figura 23). En la cinética de 

reacción, se observa un incremento significativo en la concentración de ftalatos 

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

Este aumento podría explicarse por la hidrólisis continua de oligómeros poco 

solubles, los cuales eventualmente se descomponen en ftalatos más solubles, 
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C) D) 
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detectables mediante espectroscopía o HPLC. La hidrólisis de estos oligómeros 

pudo haber ocurrido por acción de las moléculas de ANCUT 1 adsorbidas o 

difundidas en el PET que permanecían activas. Alternativamente, podría atribuirse 

a la hidrólisis fisicoquímica provocada por las condiciones del medio de reacción. 

Este último planteamiento se respalda con la detección de ftalatos en 

concentraciones entre 20 y 80 µM (datos no mostrados) en los controles de reacción 

de hidrólisis de PET-GF sin enzima.  

Por último, el tiempo de reacción seleccionado para posteriores experimentos fue 

de 72 h al no haber un incremento significativo de productos de reacción en tiempos 

posteriores.  
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10 Parte 1 B. Caracterización de los sustratos y evaluación de la fracción 

susceptible del PET-GF a hidrólisis por ANCUT 1.  

 

10.1 Caracterización de los sustratos. 

En esta sección se presenta la caracterización de los sustratos desde un 

punto de vista estructural, contemplando las zonas cristalinas y las microestructuras 

presentes en la fase amorfa: fase amorfa móvil y fase amorfa rígida (MAF y RAF, 

respectivamente, por sus siglas en inglés). 

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

Sustrato 
%Cristalinidad 

(DSC) 
Tg (°C) % transtotal %RAF %MAF 

Botella (PET-

PC) 
35 ND 63.98 29.25 36.02 

Biaxial (PET-

BA) 
35 ND 64.12 29.79 35.88 

Amorfo (PET-

GF) 
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).  

 

Figura 25. Espectro obtenido por ATR-FTIR. Se indican las señales de interés en la caracterización del PET 
en presentación de Botella (PET-PC), Biaxial (PET-BA) y Amorfo (PET-GF). 
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La distinción entre las zonas MAF y RAF resulta fundamental para determinar la la 

fracción susceptible a hidrólisis por ANCUT 1. Múltiples 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 degradación enzimática del polímero. 

Su planteamiento se basa en la presencia del ángulo de 60° (Figura 26) entre los 

grupos hidroxilo de la molécula de etilenglicol (EG). Este ángulo no favorece un alto 

grado de orden, a diferencia de las zonas RAF y cristalinas, que albergan el EG en 

una configuración trans con un ángulo de 180° (Figura 26). En el Anexo C (Figura 

38) se plantea un esquema de la disposición de las cadenas de acuerdo con lo 

mencionado para hacer más visual la accesibilidad que tiene la presencia de una 

microestructura sobre la otra. Se ejemplifica la disposición trans del etilenglicol de 

acuerdo con lo mencionado por Sago et al., 2013, estructura que favorece la 

formación de puentes de hidrógeno entre cadenas terminales e interacciones π-π 

entre los anillos aromáticos de cadenas vecinas.  

Para la caracterización del PET se extrajeron y resumieron los datos obtenidos de 

DSC y ATR-FTIR. En ésta última técnica, la literatura cita señales (ANEXO D, Figura 

37) como marcadores para diferenciar entre fracción trans total (Cristalino + RAF) o 

gauche (MAF). Las de interés en el presente estudio son la señal a 973 cm-1 

relacionada con el estiramiento O-CH2 del confórmero en trans del fragmento de EG 

en la molécula de PET. Por otro lado, la señal a 898 cm-1 es atribuida al bamboleo 

del CH2 en la conformación gauche del mismo fragmento (Figura 25)(Donelli et al., 

2009, 2010). La señal de referencia para la cuantificación fue a 793 cm-1 (Walls, 

1991). Al estar presentes los isómeros 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 fracción 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 



 
75 

de alta cristalinidad, %Cri > 15 % (Thomsen et al., 2024; Thomsen, Schubert, et al., 

2023).  

 

Figura 26. Distribución 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 ángulo de 60° y 180° en las fases amorfa y cristalina 
respectivamente. 

 

 

10.2 Identificación de la fracción del PET susceptible a hidrólisis por ANCUT 

1. 

Partiendo de la hipótesis donde las zonas MAF en el PET serán susceptibles a la 

hidrólisis por ANCUT 1, por la accesibilidad relacionada con el desorden de las 

cadenas del polímero, se procedió a evaluar el cambio en los parámetros %Cri, % 

trans total, % MAF y % RAF en el PET-GF. La Tabla 20 muestra el antes y después 

del tratamiento enzimático bajo las condiciones de tratamiento a 40 °C con Na+, 50 

°C sin ion y a 60 °C con Mg2+ (condiciones con mayor producción de Ftalatos en 

sección: Efecto de la temperatura de reacción y la presencia de iones en el medio 

de reacción.). 

En los 3 casos presentados se observa un incremento de la fracción trans total (%Cri 

+ %X RAF) y la disminución de la fracción MAF. En la Tabla 20 se resalta en un 

recuadro rojo la mejor condición que fue a 50°C sin ion, donde hubo un incremento 

del 11.25 ± 0.35 % del Trans total y una disminución del 18.16 ± 0.56 % del MAF 

respecto al PET-GF antes del tratamiento enzimático. De acuerdo con la 
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conformación del EG que predomina en las fracciones cristalinas y amorfas, los 

resultados sugieren una selectividad preferencial de ANCUT 1 por la fracción 

amorfa, en específico la fracción MAF (Figura 27). Estos resultados permitieron 

asociar la mejor actividad de hidrólisis de ANCUT 1 cuando el sustrato de referencia 

contó con baja cristalinidad (% Cri < 15 %) y alto contenido de la fracción MAF, 

características que debe tener el PET-PC posterior al pretratamiento termo-

mecánico (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 producción de ftalatos en la evaluación del efecto de la presencia de iones (40 °C 

con Na+, 50 °C sin ion y 60 °C con Mg2+). 

 
Se resalta en un recuadro rojo la condición donde fue más evidente la disminución de la cristalinidad 
posterior a la reacción enzimática con ANCUT 1. En la tabla superior se presentan los resultados de la 
reacción de hidrólisis de PET con ANCUT 1. En la tabla inferior se presentan los datos de la reacción de 
hidrólisis en ausencia de ANCUT 1 (blanco de reacción).   

 

 

 

Sustrato: PET-

GF (amorfo) 

(A) Antes de 

reacción 
(B) 40 °C Na+ (C) 50 °C sin ion (D) 60 °C Mg2+ 

% 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 RAF 55.14 ± 1.23 54.92 ± 2.03 59.86 ±1.62 53.60 ± 0.88 

% X MAF 38.27 ± 0.54 35.02 ± 0.98 31.32 ± 0.13 36.11 ± 0.68 

  
 

  

Sustrato: PET-

GF (amorfo) 

(A) Antes de 

reacción 

(B) Blanco 40 °C 

Na+ 

(C) Blanco 50 °C 

sin ion 

(D) Blanco 60 °C 

Mg2+ 

% 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 RAF 55.14 ± 1.23 48.18 ± 1.65 53.07 ± 0.16 50.98 ± 0.24 

% X MAF 38.27 ± 0.54 39.55 ± 0.17 38.64 ± 0.49 39. 48 ± 0.72 
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Figura 27. Representación de la zona del PET susceptible a hidrólisis por ANCUT 1 para la generación de los 
principales productos de reacción identificados. La presencia de estructuras con conformación MAF del 
etilenglicol promueven mayor movilidad entre cadenas del PET promoviendo al mismo tiempo la accesibilidad 
de ANCUT 1 para el ataque enzimático. La conformación RAF y núcleos ordenados con alta cristalinidad tienden 
a tener baja movilidad evitando la accesibilidad de ANCUT 1 entre las cadenas de PET. Elaboración propia.  

 

11 Parte 2. Evaluación del efecto del pretratamiento termo-mecánico en PET-

PC y evaluación de la actividad de ANCUT 1 frente al PET pretratado. 

 

11.1 Efecto del pretratamiento termo-mecánico en el PET post consumo y 

caracterización. 

La extrusión y criomolienda fueron los pretratamientos encontrados en la literatura 

(Tabla 8) que permiten abordar la hipótesis para la evaluación del desempeño de 

ANCUT 1 frente a un material de menor cristalinidad. Ante esto, se implementó un 

primer pretratamiento térmico al PET-PC. Los resultados del pretratamiento térmico 

se muestran en la Figura 28 donde se observan los patrones característicos de un 

material con baja o alta cristalinidad. Solo se puede distinguir el pico endotérmico 

del material relacionado con la transición térmica del material correspondiente al 

proceso de fusión. 
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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 rápidamente), PET-TB 

(tratamiento térmico enfriado lentamente). 

Los diagramas DSC de materiales semi cristalinos, tienen la sensibilidad suficiente 

para detectar la Tg como un escalón, además de presentarse tanto el pico 

exotérmico como endotérmico correspondientes a los procesos de cristalización de 

la fase amorfa y fusión de la fase cristalina respectivamente. En el caso de 

materiales con alta cristalinidad solo se detecta el proceso de fusión 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 características distintas. Una de estas 

fue opaca y blanca (PET-TB, Figura 29), material que fue enfriado lentamente y que, 

de acuerdo con los datos de caracterización, se favoreció el crecimiento de la fase 

cristalina. Por otro lado, un material amarillento-opaco (PET-TA, Figura 29) fue el 

que presentó un patrón DSC similar al del PET-GF (Figura 28) posterior al 

pretratamiento. Esto resalta la importancia del enfriamiento rápido en la metodología 

para favorecer la obtención de un material de baja cristalinidad. De la misma forma 

se muestra la caracterización de los materiales mencionados. Lo primero 

observable es el perfil de PET-TA comparado con el PET-PC, consiguiendo la 
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reducción del 71 % en la cristalinidad y el incremento del 20 % de la fracción MAF, 

susceptible a hidrólisis. 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 fracción MAF. 

 

 

 
Figura 29. Porcentajes de las fracciones RAF, MAF y cristalina del material tratado térmicamente y de PET 
cristalino y amorfo de referencia obtenidos a través de los espectros de ATR-FTIR y DSC. El PET se encontraba 
en forma de láminas de ~ 5 x 5 mm (~ 7 mg c/u) para el análisis. 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 rápido; PET-TB: tratado térmicamente y enfriado lento.  

Como segundo pretratamiento se procedió con la crio-molienda con el uso del N2 (l) 

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 contó 

con los sustratos en láminas 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 tamaño de partícula < Tamiz 40. Por otro lado, el PET de 3A es proveniente de 

materiales variados, y es obtenido un polvo con tono crema con una distribución 

heterogénea del tamaño de partícula. Ambos materiales presentaron una elevada 

cristalinidad, 40.64 ± 0.82 % y 48 ± 0.39 % (Figura 30A) y una baja fracción MAF 

32.89 ± 1.13 % y 32.55 ± 0.31 % (Figura 30D), respectivamente. Esto, comparado 

con el PET-PC tratado con N2 resultó en una cristalinidad del 39.12 ± 0.47 % y 

fracción MAF del 35.96 ± 0.58 %.  

 

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 (lámina); PCP: PET post-
consumo (polvo); PCT: PET post-consumo tratado térmicamente (lámina); PCTP: PET post-consumo tratado 
térmicamente (polvo); GF: PET referencia de baja cristalinidad (lámina); 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 desviación estándar de mediciones por triplicado (n=3). 

Este comparativo permite ver el efecto de la fricción de las aspas en la 

molienda, siendo que al no pretratar el material con N2, la cristalinidad del material 

incrementa considerablemente. En el caso de las comparaciones de los sustratos 

en lámina con los respectivos polvos obtenidos, se esperaba que no hubiera un 

cambio significativo en los perfiles de estos, atribuido al pretratamiento con N2 (l). 

A) B) 

C) D) 
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Esto fue cierto para las muestras (PET-PC, PET-GF y PET-T) observando la 

cristalinidad y en la fracción RAF y MAF para PET-PC y PET-T sin haber diferencia 

significativa. La excepción 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 disminución en 

la cristalinidad de PET de alta cristalinidad en un proceso de micronización. Esto 

puede deberse al efecto de corte de las aspas, que al ir disminuyendo el tamaño de 

partícula se tenga una exposición de las fracciones MAF y RAF rodeadas por 

regiones de alta cristalinidad.  

11.2 Evaluación de la actividad de ANCUT 1 en la hidrólisis del PET 

pretratado. 

 

En esta sección se evalúa el desempeño de ANCUT 1 bajo las mejores condiciones 

de hidrólisis determinadas en la Parte 1 (Tabla 18), frente a las distintas 

presentaciones de PET discutidas en la sección anterior.  

La Figura 31 muestra la cantidad de ftalatos producidos a las 72 h de reacción con 

relación a la cristalinidad inicial del sustrato (lámina o polvo). La relación evidente 

observada fue la mayor producción de Ftalatos al partir de sustratos con baja 

cristalinidad y de estos, se vio favorecido al haber sido reducido el tamaño de 

partícula. De tal forma que el PET-GF al ser molido incrementó 3 veces la cantidad 

de ftalatos producidos, en el caso del PET-PCT los productos incrementaron 4 

veces respecto a la lámina y en el PET-PC la molienda le favoreció al incrementar 

200 veces la concentración de ftalatos. Estos resultados se relacionan con la 

cantidad de la fracción MAF obtenida posterior a la crio molienda, siendo así un 

factor primordial en ANCUT 1 para proceder con la hidrólisis del sustrato.    
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Figura 31. Producción de ftalatos en la hidrólisis por ANCUT 1 de PET en láminas y molido. Cuantificación 
espectrofotométrica con Abs241 nm. Las barras de error indican la desviación estándar de mediciones por 
triplicado (n=3). PC: PET post-consumo (lámina); PCP: PET post-consumo (polvo); PCT: PET post-consumo 
tratado térmicamente (lámina); PCTP: PET post-consumo tratado térmicamente (polvo); GF: PET referencia de 
baja cristalinidad (lámina); 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 espectrofotometría respecto al método HPLC (triángulos 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 

podría formar oligómeros atribuibles a los picos vistos a mayores tiempos de 

retención en el HPLC (12 a 12.5 min), así como cortes exo, al ser posible la 

cuantificación de productos solubles a los 30 min de reacción posibles al reconocer 

las cadenas terminales presentes en la superficie (Figura 24A).     
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Figura 32. Producción de ftalatos en la hidrólisis por ANCUT 1 de PET en láminas y molido. Cuantificación 
espectrofotométrica con Abs241 nm (triángulos 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 desviación estándar de mediciones por triplicado (n=3). PC: PET post-consumo (lámina); PCP: PET 
post-consumo (polvo); PCT: PET post-consumo tratado térmicamente (lámina); PCTP: PET post-consumo 
tratado térmicamente (polvo); GF: PET referencia de baja cristalinidad (lámina); 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 cuantificación por espectrofotometría como por RP-HPLC se 

utilizó TPA como estándar externo debido a la mejor estabilidad frente a MHET y 

BHET en medio acuoso a pH 9, los cuales son susceptibles a hidrólisis a pH 

alcalinos y ácidos respectivamente (de Queiros et al., 2022). En la literatura se 

indica que los monómeros TPA, MHET y BHET tienen el mismo coeficiente de 

extinción molar (Pirillo et al., 2021), por lo que a través de la elaboración de curvas 

de absorbancia a 241 nm de estos tres monómeros se corroboró la cercanía de las 

pendientes de regresión apoyando la decisión de trabajar con TPA como estándar 

externo (Anexos F). En el Anexo G, Figura 47 se presentan los cromatogramas 

amplificados de las muestras cuantificadas en esta sección junto con los respectivos 

blancos de reacción. En la Figura 33 se muestran los picos de los productos de 

reacción 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 cuantificación de productos se consideraron las señales de 

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

calibración.  

 

Figura 33. Cromatogramas de la producción de ftalatos en la hidrólisis de PET por ANCUT 1. PC: PET post-
consumo (lámina) 1:2; PCP: PET post-consumo (polvo) 1:200; PCT: PET post-consumo tratado térmicamente 
(lámina) 1:100; PCTP: PET post-consumo tratado térmicamente (polvo) 1:100; GF: PET referencia de baja 
cristalinidad (lámina) 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 análisis se llevó a cabo en un sistema HPLC Infinity 1260 de Agilent® equipado con una columna C18, 
el volumen de inyección fue de 10 µL. El análisis procedió con un gradiente isocrático, flujo de 0.5 mL/min, fase 
móvil de A: 0.5 % ácido acético en agua y B: acetonitrilo y detector UV-visible.   
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12 Conclusiones 

En este trabajo se destacó la importancia de modificar las propiedades 

fisicoquímicas del PET para favorecer una estructura más accesible y elevada área 

superficial combinado con las condiciones de reacción para mejorar la eficiencia de 

la hidrólisis enzimática.  

Las mejores condiciones para la hidrólisis del PET a escala de laboratorio se 

lograron utilizando un amortiguador Tris-HCl 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 hidrólisis: TPA, MHET y, en menor 

medida, BHET a través de técnicas cuantitativas y cualitativas. Destacando el efecto 

inhibitorio del MHET. 

Se identificó que la fracción MAF del PET fue la más susceptible a hidrólisis por 

ANCUT 1 al observar un incremento del 11.25 ± 0.35 % de la fracción Trans total y la 

diminución del 8.16 ± 0.56 % en la fracción MAF. 

Se evidenció la importancia de trabajar con PET de baja cristalinidad (6-12%) y alta 

fracción amorfa (38-42%) para mejorar la eficiencia ANCUT 1-sustrato destacando 

el efecto de los pretratamientos.  

El pretratamiento termo-mecánico permitió reducir la cristalinidad del PET-PC en un 

71% (34 % a 10 %) y aumentar la fracción amorfa en un 11% (38.72 % a 43.5 %). 

Además, el pretratamiento de crio-molienda resultó en un aumento significativo de 

los monómeros del PET. Para PET-PCP (200 veces), PET-PCTP (~4 veces) y PET-

GFP (~3 veces) comparados con la presentación en lámina. 

La adición de iones magnesio permitió un incremento en la temperatura de reacción 

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 observó una inhibición significativa de la actividad de hidrólisis 

por la acumulación de MHET, lo cual representa un desafío en su aplicación a gran 

escala.  
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Los resultados alcanzados con ANCUT 1 indican que es una candidata idónea en 

el proceso de reciclaje biotecnológico del PET para aportar soluciones amigables 

con el ambiente necesarias hoy en día.  

 

Perspectivas. 

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

Identificar los productos eluídos en HPLC a tiempos de retención entre 12 y 13 min 

a través de la técnica de espectrometría de masas. 

Diseño de estrategias para reducir la inhibición por MHET. 

Realizar estudios a nivel de ingeniería de proteínas relativo con el ion magnesio 

para mejorar la estabilidad a temperaturas cercanas a la Tg como por ejemplo la 

modificación de los sitios de unión a magnesio (70 - 80 °C). 

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

agitación y pH. 
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14 ANEXOS. 

14.1 ANEXO A. Composición de medios de cultivo y metodología para la 

producción de enzima a nivel matraz. 
Elementos trazas. 

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

Componente 100 mL 1 L 

FeSO4 7 H2O 6.5 g 65 g 

CuSO4 * 5 H2O  0.6 g 6 g 

ZnSO4 * 7 H2O 2 g 20 g 

MnSO4 * H2O 0.3 g 3 g 

KI  0.042 g 0.42 g 

H3BO3  0.01 g 0.1 g 

Na2MoO4 * 2 H2O 0.1 g 1 g 

H2SO4 98% (v/v)  1 mL 10 mL 

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

Vitaminas 

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

Componente 100 mL 1 L 

Pantotenato de calcio 80 mg 800 mg 

myo-inositol 800 mg 800 mg 8 g 

dicloruro de tiamina  80 mg 800 mg 

hidrocloruro de piridoxina 80 mg 800 mg 

ácido nicotínico 20 mg 200 mg 

D(+) biotina 80 mg 800 mg 

K2HPO4 400 mg 400 mg 4 g 

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

Soluciones stock 

Glicerol 10% (1 L). 

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

refrigeración. 
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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 preparación del medio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) 

Componente 1L 

Extracto de levadura 1% 10 g 

Peptona 2% 20 g 

Dextrosa (glucosa) 2% 20 g 

Agua destilada 1000 mL 

Esterilizar en autoclave. Para YPD sólido, 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 concentración final 

de 100 μg/mL. 

 

Medio Y. 

Extracto de levadura 3% m/v. 

Medio LOTO Glicerol 1%.* 

Tabla 24. Medio LOTO con glicerol al 1%. 

Componente 25 mL 1 L 

Medio Y 20 mL 800 mL 

Fosfatos de potasio 100 mM pH 6.0 2.5 mL 100 mL 

Solución vitaminas 0.1 mL 4 mL 

Solución de elementos trazas 0.1 mL 4 mL 

Glicerol 10% 2.5 mL 100 mL 

*Mezclar bien y almacenar a 4°C. Medio Y, Amortiguador y glicerol se esterilizan en autoclave. Solución de vitaminas y 

elementos trazas se esterilizan por filtración con membrana de 0.22 µm. 
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Medio LOTO MeOH 3%.* 

Tabla 25. Medio LOTO con metanol al 3%. 

Componente 25 mL 1 L 

Medio Y 21.75 mL 870 mL 

Fosfatos de potasio 100 mM pH 6.0 2.5 mL 100 mL 

Solución vitaminas 0.1 mL 4 mL 

Solución de elementos trazas 0.1 mL 4 mL 

Metanol (100%) 0.75 mL 30 mL 

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

trazas se esterilizan por filtración. 

 

Figura 34. Metodología para la producción de gliceroles y extracto enzimático. 
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14.2 ANEXO B: Curva de calibración de la concentración de proteína por el 

método de Bradford. 

 

Curva 
Fórmula de la 

curva 
m b 

Coeficiente de 

correlación 

Bradford 

(BSA) 
Y = m*X + b 0.0454 

- 

0.0158 
0.998 

Figura 35. Curva de calibración para la cuantificación de proteína por el método Bradford. 
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14.3 ANEXO C. Caracterización de sustrato con ATR FTIR y DSC.  

 

 

Figura 36. Termograma DSC del PET-GF. Rango 0-290°C, velocidad de calentaiento10°C/min. Análisis 
llevado a cabo en un equipo DSC1 Mettler Toledo. 

Es necesario obtener las áreas bajo la curva de los picos exotérmico y endotérmico. 

Estos valores fueron obtenidos usando el programa OriginLab 8. Área del pico 

exotérmico = 4.00 W°C/g; Área del pico endotérmico = 5.97 W°C/g. La Tg se calculó 

con base en el método del “Análisis de altura media” (Figura 36). Hay que recordar 

que W = J/s. ΔH°m= 140.1 J/g. 

ΔHm =
[Área⁡pico⁡endotérmico⁡ (W ∗

°C
g
)]

[𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑⁡𝑑𝑒⁡𝑐𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑎𝑚𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜⁡(°
𝐶
𝑠
)]
⁡ 

ΔHm =
5.97⁡

J ∗ °C
s ∗ g

0.1667⁡
°𝐶
𝑠

= 35.81⁡
𝐽

𝑔
 

ΔHm =
[Área⁡pico⁡exotérmico⁡ (W ∗

°C
g
)]

[𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑⁡𝑑𝑒⁡𝑐𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑎𝑚𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜⁡(
°𝐶
𝑠
)]
⁡ 

ΔHcc =
4.00⁡

J ∗ °C
s ∗ g

0.1667⁡
°𝐶
𝑠

= 24.01⁡
𝐽

𝑔
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%𝐶𝑟𝑖 =
∆𝐻𝑚 − ∆𝐻𝑐𝑐

∆𝐻𝑚
°

⁡=
35.81⁡

J
g
− ⁡24.01⁡

J
g

140.1⁡
𝐽
𝑠

∗ 100 = 8.42⁡% 

 

Figura 37. Arriba, Izquierda) Se muestran múltiples espectros ATR FT-IR de muestras de PET-GF y PET-PC 
junto con la desconvolución (líneas color verde). Arriba, derecha) Ejemplo de una muestra de PET-GF (PET 
referencia) y el espectro ATR FT-IR mostrando las bandas 973 cm-1 y 1018 cm-1 por desconvolución (líneas 
verdes) resolviendo un solo pico en 973 cm-1 necesario para los cálculos de las fracciones RAF y MAF. Abajo) 
Bandas características mencionadas por Smole y Zipper, 2002 en la identificación de PET por la técnica ATR-
IR.  

En la literatura se citan bandas características que sirven como referencia para los 

cálculos de la cristalinidad o bien de las fracciones trans o gauche del etilenglicol. 

Se llevó a cabo la desconvolución de los espectros en las señales de interés para 

corroborar la presencia de un solo pico a 793 cm-1 y hacer uso de las señales 973, 

793, para los cálculos mencionados en la sección caracterización de los sustratos.  
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Figura 38. Representación del acomodo de las cadenas de PET en el espacio. Se ejemplifican A) cadenas con 
conformación del Etilenglicol únicamente en conformación trans y B) cadenas con conformaciones del 
Etilenglicol en conformación Trans y conformación Gauche (resaltados con círculos rojos). Se pretende hacer 
de forma más gráfica la mayor accesibilidad de las cadenas de PET en la fracción amorfa donde predomina la 
fracción MAF al haber mayor accesibilidad por las pocas interacciones de puentes de hidrógeno o π-π entre 
cadenas vecinas. Elaboración propia.  

 

14.4 ANEXO D. Caracterización del intermediario de reacción (MHET). 

 
Figura 39. Espectro de 1H-RMN del producto MHET obtenido para verificar su estructura química. Se muestran 
las señales características del producto: triplete 3.85-3.92 ppm atribuibles a los hidrógenos en el grupo metileno 
adyacentes al hidroxilo; triplete 4.38-4.42 ppm atribuible a hidrógenos del grupo metileno adyacentes al éster y 
multiplete 7.9-8.2 ppm atribuible a los hidrógenos del anillo aromático.  
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Figura 40. Espectro ATR FT-IR del producto MHET. 

  

Figura 41. Cromatograma del intermediario MHET sintetizado. Tiempos de retención TPA: 5.94, MHET 7.32, 
BHET 8.49, 12 y 12.2 desconocidos. MHET producido por hidrólisis del BHET con CALB en amortiguador de 

bicarbonato de sodio 100 mM de acuerdo con Świderek et al., 2023 con ciertas variaciones. 
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14.5 Anexo E. Identificación y cuantificación de monómeros por la hidrólisis 

de PET por ANCUT 1. 

 

Figura 42. Estrategia en la determinación semicuantitativa de TPA por densitometría en TLC basado en lo 
reportado por Sowers et al, (2022) y Schindelin et al, (2012). 1) División 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 área de interés a analizar; 4) Calibración de la imagen. Conversión de señal de 
pixeles a D.O. [Rodbard y = d + (a - d) / (1 + (x/c)^b)]; 5) Definir límite (Threshold) a cuantificar y graficar el perfil 
de señales detectadas; 6) Medir la densidad integrada definido por el “Threshold”.  

 

Curva 
Fórmula de la 

curva 
m B R2 

Valor-P 

TPA Y = m*X + b 37.976 4.772 0.983 0.0001 

Figura 43. Curva de calibración para la cuantificación de TPA por densitometría. 
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Figura 44. Resultados de la elución del medio de reacción en TLC de algunas muestras por densitometría. En 
cada placa se cargaban 3 muestras y entre ellas 3 puntos con concentraciones conocidas de TPA para la curva 
de calibración. Las placas se revelaron con luz UV a 254 nm. La fase estacionario fue sílica gel y la fase móvil 
consistió de una mezcla MeOH:CHCl3 40:60. 
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14.6 ANEXO F. Barridos espectrales de los monómeros TPA, MHET y BHET. 

 

Figura 45. Barridos espectrales de los monómeros de referencia TPA (A), MHET (B) y BHET (C) en solución 
de Tris-HCl pH 9 50 mM. Los tres monómeros muestran un máximo de absorción entre 240 y 244 nm. C) Se 

muestra la respuesta lineal de la concentración vs absorbancia a 241 nm de los 3 monómeros. Se corrobora la 

cercanía entre los coeficientes de extinción molar de los 3 monómeros. 
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Linealidad, LOD y LOQ. 

Compuesto Ecuación de 
regresión 

r2 LOD (µM) LOQ (µM) 

TPA y = 3x106 x + 339418 0.999 3.77 11.43 
Figura 46. Curva de calibración usando TPA como estándar para la cuantificación de monómeros obtenidos en 
la hidrólisis de PET por absorbancia a 241 nm.  

 

Tabla 26. Comparación entre los métodos de densitometría y Absorbancia a 241 nm para la cuantificación de 
los productos de reacción. 

 Densitometría 

TPA + MHET (mM) 

Abs 241 nm 

Productos totales (mM) 

Sin ion 4.18 ± 0.28 4.90 ± 0.51 

NaCl 1.55 ± 0.55 3.91 ± 0.60 

CaCl2 11.69 ± 5.68 14.00 ± 5.51 

MgCl2 28.78 ± 2.59 36.40 ± 2.85 
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14.7 ANEXO G. Tiempos de retención de los monómeros TPA, MHET y BHET 

en RP-HPLC estándares y muestras. 

    

    

 

Figura 47. Cromatogramas de RP-HPLC-DAD obtenidos para los estándares individuales y la mezcla de 
estos. Se observan los cromatogramas individuales de cada estándar y su mezcla para observar los tiempos 

de retención.  
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Figura 48. Ampliación de cromatogramas. Resultados de RP-HPLC en la hidrólisis enzimática de PET antes y 
después del pretratamiento térmico y mecánico. Se observa la muestra después dl tratamiento enzimático y el 
respectivo blanco de reacción siendo este, PET + medio de reacción sin enzima. A): PET post-consumo (lámina) 
1:2; B): PET post-consumo (polvo) 1:200; C): PET post-consumo tratado térmicamente (lámina) 1:100; D): PET 
post-consumo tratado térmicamente (polvo) 1:100; E): PET referencia de baja cristalinidad (lámina) 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.   

A) B) 

C) D) 

E) F) 

G) H) 
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Linealidad, LOD y LOQ. 

Compuesto Ecuación de regresión r2 LOD (µM) LOQ (µM) 

TPA y = 2.67x106 x + 
2.48x106 

0.999 2.23 6.77 

Figura 49. Curva de calibración usando TPA como estándar externo para la cuantificación de monómeros 
obtenidos en la hidrólisis de PET usando un detector UV a 244 nm, columna C18, flujo 0.5 mL/min y una fase 
móvil de 0.5 % ácido fórmico en agua y acetonitrilo 80:20 con gradiente isocrático.  

Precisión. 

De acuerdo con la directiva ICH Q2(R2) se llevó a cabo la validación del método. Para la 

precisión se llevó a cabo la cuantificación de muestras preparadas con el estándar TPA a 

la concentración indicada como 100% (75 µM) con la finalidad de evaluar la repetibilidad y 

precisión intermedia (PI). Teniendo como referencia a la Farmacopea de los Estados 

Unidos Americanos (USP) y la Farmacopea Europea, el promedio del %Recuperación de 

sustancias activas debe ser 98% ≤ %Recuperación ≤ 102%. La precisión de las mediciones 

fue reportada como la Desviación Estándar Relativa (%RSD) fijando el valor a %RSD ≤ 2 

como límite aceptable. Para evaluar este parámetro se muestran los %Recuperación para 

6 réplicas por cada día. 

Compuesto DÍA 1 DÍA 2 DÍA 3 

TPA 

101.50 101.55 101.25 

101.51 100.95 101.74 

101.00 100.84 101.87 

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 

PI (%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%, 

Qcalc = 0.511 < 0.625 por lo tanto no es considerado un valor atípico.  
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Para el cálculo de %RSD se usó la siguiente ecuación: 

%Relative standard deviation = Standard deviation/Mean x 100 

Para el %Recuperación se usó la siguiente ecuación: 

%Recovery = Recovered concentration /Injected concentration x 100 

 

14.8 ANEXO H. Cálculo teórico del % Depolimerización del PET-GF (PET de 

referencia). 
 

El peso molecular promedio (Mw) del PET-GF de acuerdo con el valor obtenido por 

Kawai, et al, 2022 es igual a 𝑀𝑤,  𝑃𝐸𝑇−𝐺𝐹 = 24100
𝑔

𝑚𝑜𝑙
 determinado por permeación 

en gel. 

El peso molecular de la unidad monomérica del PET es igual a 𝑀𝑤,  𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜 =

192
𝑔

𝑚𝑜𝑙
 de acuerdo con la estructura de la Figura 6. 

El grado de polimerización (DP) es obtenido a través de la ecuación: 

𝑃𝐷 =
𝑀𝑤, 𝑃𝐸𝑇−𝐺𝐹

𝑀𝑤, 𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜
=

24100
𝑔

𝑚𝑜𝑙

192
𝑔

𝑚𝑜𝑙

= 125.52  

Considerando una masa de 14 mg de PET 

𝑚𝑜𝑙𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜, 𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜 = 0.014 𝑔 𝑃𝐸𝑇 ∗
1 𝑚𝑜𝑙⁡𝑃𝐸𝑇

24100 𝑔 𝑃𝐸𝑇
∗
125.52 𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜

1 𝑚𝑜𝑙 𝑃𝐸𝑇
∗

1𝑥106⁡𝜇𝑚𝑜𝑙

1 𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜
⁡  

𝑚𝑜𝑙𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜, 𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜 = 72.91 𝜇𝑚𝑜𝑙⁡𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜 

Ahora, para el cálculo del % depolimerización considerar una concentración de 

ftalatos de 11.45 mM cuantificados posterior a una reacción de hidrólisis de 14 mg 

de PET-GF con ANCUT 1: 

%⁡𝐷𝑒𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
11.45⁡𝑚𝑚𝑜𝑙⁡𝑓𝑡𝑎𝑙𝑎𝑡𝑜𝑠

1000⁡𝑚𝐿
∗

1𝑥103⁡𝜇𝑚𝑜𝑙

1 𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜
∗ 1⁡𝑚𝐿⁡𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 ∗

1

72.91⁡𝜇𝑚𝑜𝑙⁡𝑚𝑜𝑛ó𝑚𝑒𝑟𝑜⁡
∗ ⁡100 = 15.70⁡%⁡  
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14.9 ANEXO I. Tratamientos estadísticos. 
 

Efecto del tipo de amortiguador. 

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

       

ANOVA una vía            

  DF 
Sum of 
Squares 

Mean 
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 q 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 concentración de amortiguador. 

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

Hipótesis alternativa: Las medias de uno o más niveles son diferentes. 

       

  DF 
Sum of 
Squares Mean Square F Value Prob>F  

Model 3 52.33705 17.44568 31.98563 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 q Value Prob Alpha Sig 

100  50 -3.19619 0.37218 12.14483 2.93E-08 0.05 1 

150  50 -2.83986 0.38222 10.50735 3.02E-07 0.05 1 

150  
100 0.35633 0.35886 1.40426 0.75463 0.05 0 

200  50 -3.22529 0.39476 11.55449 6.25E-08 0.05 1 

200  
100 -0.0291 0.37218 0.11056 0.99982 0.05 0 

200  
150 -0.38543 0.38222 1.42607 0.74592 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   

 

 

Efecto de la proporción de enzima. 

ANOVa una vía      

  DF 
Sum of 
Squares 

Mean 
Square F Value Prob>F  

Model 3 3853.12784 
1284.3759

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 q 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 reacción. 

Hipótesis nula: Las medias entre todos los niveles son 
iguales.  
Hipótesis alternativa: Las medias de uno o más 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 q 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 monómeros cuantificados en diferentes condiciones evaluadas a 

través del trabajo. 

Condición 
evaluada 

Productos TPA MHET BHET 

Efecto de la 
agitación 

Estático 0.290 ± 0.092 0.040 ± 0.016 ND 

 800 rpm 13.784 ± 1.012 18.646 ± 2.284 ND 

40 °C Tris-HCl Sin ion 9.174 ± 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 

 MgCl2 10.079 ± 0.801 12.574 ± 0.698 ND 

50 °C Tris-HCl 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 

 MgCl2 8.221 ± 1.624 3.292 ± 1.314 ND 

60 °C Tris-HCl Sin ion 2.787 ± 0.374 1.397 ± 0.094 ND 

 NaCl 0.629 ± 0.318 0.919 ± 0.235 ND 

 CaCl2 4.521 ± 2.304 7.169 ± 3.406 ND 

 MgCl2 11.492 ± 1.191 17.285 ± 1.415 ND 

PET pretratado PET-PC 14.95 ± 4.12 NC ND 

 PET-PCP 
2921.507 ± 

327.773 
3898.013 ± 
2261.948 

ND 

 PCT 
1440.634 ± 

273.253 
2668.888 ± 

599.027 
ND 

 PCTP 
6057.563 ± 

363.929 
20331.313 ± 

1265.763 
534.694 ± 

93.119 

 GF 
2775.021 ± 

340.691 
2248.209 ± 
1099.697 

ND 

 GFP 
6856.027 ± 

632.949 
12718.528 ± 

2596.769 
388.461 ± 

22.828 

 3AP 
216.133 ± 

74.221 
4908.796 ± 

254.831 
ND 

 1AP 
378.992 ± 

41.204 
NC ND 

ND: no detectable. NC: no cuantificable. 
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