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Tabla 1 de abreviaturas

Abreviatura
ANCUT1
ANCUT2
ANCUT3
AOX1
BHET

°C

ChCl
DAD
DES

E

g

G
kDa
KOH
mL
mM
MPa
NaOH
nm
pH
ppb

ppm

Rf

rpm
SDS-PAGE
TPA
Tris HCI
UM

uv

U

\%

YPD

Significado

Cutinasa 1 de Aspergillus nidulans
Cutinasa 2 de Aspergillus nidulans
Cutinasa 3 de Aspergillus nidulans
Alcohol oxidasa

Bis hidroxil tereftalato

Grados Celsius

Cloruro de colina

Detector de diodos

Disolventes eutécticos profundos
Etilenglicol

Gramos

Glicol

Kilo Dalton

Hidréxido de Potasio

Mililitros

Milimoles

Megapascal

Hidréxido de sodio

Nandémetro

Potencial de hidrogeno

Parte por billon

Parte por millén

Factor de retardo

Revoluciones por minuto

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico

Acido tereftalico

Tris (hidroximetil) aminometano
Micromol

Ultravioleta

Urea

Volts

(Yeast extract peptone dextrose) Extracto de levadura peptona



Resumen

Las cutinasas de Aspergillus nidulans han mostrado potencial de degradacion de diversos
polimeros, entre ellos el poli(etilen tereftalato) (PET). En el equipo de trabajo fueron
expresadas en Pichia pastoris con el fin de mejorar su produccion y por lo tanto su
rendimiento. En este trabajo se utilizaron las enzimas ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3, con el
proposito de aumentar la eficiencia en la hidrolisis del PET a partir de los resultados

obtenidos en diversos estudios previos.

La estrategia empleada partié del hecho de que se ha demostrado que las enzimas siguen
siendo activas en mezclas eutécticas, a pesar de su viscosidad. Ademas, pueden aumentar
los rendimientos en la catdlisis y proteger a la enzima a temperaturas elevadas. En este
trabajo se evaluod si las cutinasas podian ser activas en disolventes eutécticos, para lo que se
utilizaron diversas mezclas a base de cloruro de colina y etilenglicol. Se demostré su
actividad catalitica, mediante zimogramas y técnicas espectrofotométricas y se detectd el
aumento de esta usando las mezclas eutécticas como disolvente. Se demostré6 que en
presencia de estos disolventes existia la posibilidad de emplear temperaturas de reaccion
mas altas, acercandose a la temperatura de transicion vitrea del polimero. Cada una de las
enzimas en estudio ante la temperatura y la mezcla eutéctica usada dio como resultado una
hidrolisis favorecida, probablemente por las interacciones superficiales entre la proteina y el
disolvente. Esto contribuyé a lograr una mayor degradacion del PET en comparacion a los
casos en que no se usaron. Por medio de espectrofotometro, para ANCUT1, ANCUT2 y
ANCUT3 se midi6 la actividad relativa observando que al aumentar el porcentaje de mezcla
eutéctica en el sistema de reaccion aumenta la actividad relativa para las tres enzimas en los

diferentes disolventes eutécticos.

Los resultados obtenidos indican que el uso de este tipo de disolventes, amigables con el
medio ambiente, favorece tanto la degradacion de PET como la actividad enzimatica y su
termoestabilidad, ofreciendo una via de optimizacion de la degradacion biocatalitica de este

polimero.



1 Introduccién

México es uno de los paises con mayor consumo de bebidas embotelladas, por lo que el
consumo de poli(etilen ereftalato) (PET) se estima en 722 millones de toneladas al afo. La
Comisién de Medio Ambiente y Recursos Naturales de México menciona que, en el 2014, se
generaron 21 millones de botellas de PET al dia, del cual solo se recicldé el 20. La mala
disposicion de los residuos provoca su acumulacion en diferentes ecosistemas y se estimé
que en el 2020 habria 500 millones de toneladas de PET en los océanos. En consecuencia,
la produccion y el reciclaje del poliéster se han convertido en un tema de interés en los
ultimos afios (CONAMA, 2017).

El reciclado pretende transformar el polimero plastico en nuevos productos y, cuando se
regresa a sus materias primas iniciales, para su posterior uso, se habla de un proceso
circular. El reciclaje puede ser térmico, quimico o de tipo biolégico, el cual involucra el uso de
seres vivos, particularmente microorganismos, 0 sus enzimas. Este dltimo, al ser mas
amigable con el medio ambiente, ha generado numerosas investigaciones al respecto. (Wei y
Zimmerman, 2017; Kawai et al., 2019).

Entre las enzimas empleadas para los procesos de reciclado destacan las cutinasas, debido
a que son las unicas consideradas PET hidrolasas, debido a su potencial para degradar la
parte externa e interna del block de PET (Kawai et al., 2019). Son enzimas extracelulares con
propiedades cataliticas similares a las de esterasas y a las lipasas que hidrolizan ésteres de
cadena corta, media, larga, poliésteres, triacilgliceroles y ceras. El grupo de trabajo logré
identificar cuatro cutinasas en el genoma de Aspergillus nidulans, de las 60 enzimas tipo
esterasa presentes en el mismo (Bermudez-Garcia et al., 2019). Se aislaron sus genes y se
expresaron en Pichia pastoris con el fin de mejorar los rendimientos de la expresion
extracelular de las cutinasas (Farres et al., 2017; Castro, 2017). En este trabajo se buscara
condiciones experimentales para mejorar la degradacion de PET conjuntando el uso de

enzimas con disolventes eutécticos o liquidos i6nicos.
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2 Marco teérico

2.1Economia circular
La economia circular pretende cerrar el ciclo de vida de los productos, los servicios, los
residuos, materiales, agua y energia, ademas de ofrecer una eficiencia ecolégica, economica
y rentabilidad socioeconomica. En contraste, el modelo lineal, consiste en fabricar, consumir y
desechar, lo cual provoca un gran desgaste ambiental y econdmico (Jiménez et al., 2019). La
biodegradacion del PET es una nueva alternativa de modelo circular donde se busca reciclar
el producto de una manera amigable al medio ambiente, en un proceso rentable
econdmicamente, ademas de reducir la huella de carbono. La obtencion de productos de
degradacion del PET como &cido tereftalico (TPA) y oligbmeros permite cerrar el ciclo, ya que
de estos puede obtenerse nuevamente PET o productos de interés en la industria

termoplastica.

2.2 Definicion de plastico
La reiteracion de unidades simples, equivalentes, llamadas “mondémeros”, forman una gran
molécula llamada “polimero”, el cual puede formar una estructura de cadena lineal o
ramificada (Figura 1). El grado de polimerizacion esta dado por el numero de unidades

presentes en la cadena, es decir su longitud (Billmeyer, 2020).

Los plasticos son polimeros sintéticos de largas cadenas de mondmeros por polimerizacion de
sus elementos constituyentes de largas cadenas. Muchos de ellos son obtenidos de derivados
del petrdleo como el PET, sin embargo, algunos se pueden obtener de sustancias naturales

(Segura et al., 2007). Se clasifican en dos grupos, termoplasticos y termoestables.

Los termoplasticos suelen ser lineales, pueden calentarse y cambiar de estado sélido a liquido
y solidificar al enfriarse en repetidas ocasiones; se pueden encontrar como ABS (acrilonitrilo,
butadieno y estireno), acetales, acrilicos, celuliticos, fluorocarbonados, poliamidas,
policarbonados, polietileno, polipropileno, poliestirenos y vinilicos. Entre los mas conocidos se
encuentran el poli(etileno) (PE), poli(propileno) (PP), poli (cloruro de vinilo) (PVC), poli(etileno)
de baja densidad (LLDPE), poli(etileno) de alta densidad (HDPE), poli(estireno) (PS), poli
(etilen tereftalato) (PET) y otras resinas (Seymour et al., 1995).
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En los plasticos termoestables la transicion de liquido a soélido es irreversible, y el
calentamiento después de su solidificacion modifica su estructura quimica. Se clasifican en
alquidos, alilicos, aminados, epoxidos, fendlicos, poliésteres, siliconas y uretanos; un ejemplo
de plasticos termorresistentes es el poliuretano (PUR) (Seymour et al., 1995; Alauddin et al.,
1994).

; Polimeros lineales Polimero reticulado Polimero reticulado
o con reticula de baja con reticula de alta
densidad densidad

Figura 1. Estructura de polimerizacion. a) esqueleto estructural polimero lineal b) polimero reticular con baja
densidad de enlaces cruzados c) polimero reticular con alta densidad de enlaces cruzados d) polimero amorfo
(Seymour et al., 1995).

2.3 Caracteristicas del poli(etilen tereftalato) (PET)
El poli(etilen tereftalato) (PET) es un poliéster termoplastico de origen sintético. Es obtenido
por reaccién de esterificacion entre un acido y un alcohol, en presencia de un metal como
catalizador. Lo monémeros que lo constituyen empleados son el acido tereftalico y etilenglicol.
La reaccidn se da en dos pasos: i) esterificacidon y ii) polimerizacion. En el primero se obtiene
una mezcla de bis-hidroxietil tereftalato (BHET) con oligdbmeros de tereftalato, que al eliminar
el exceso de etilenglicol forma PET. Para la obtencion de PET de alto peso molecular se
requiere una segunda polimerizacion para lograr rigidez, tenacidad y resistencia, como se

aprecia en la figura 2.
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HOOC "-i’:,. ,{?:k COOH 4 HO " CH, CH, OH —= H:+00C . “‘,}— COO~CH,- G"J OH 4 H,0

n
Acido tereftalico Etilenglicol Oligémero [n=2 a 4] Agua

1) Catalizador 285 °C
2) Fase de polimerizacion solida 280 *C

'

H+-00C-{, )~ COO-CH,-CH,|OH
: - o
Poli {etilen tereftalato) n=130-150

Peso molecular 25000

Figura 2. Obtencion de poli (etilen tereftalato) a partir de 4cido tereftalico (Sinha et al., 2010).

El PET es un material semicristalino. Al ser calentado por encima de 72 °C, su temperatura de
transicion vitrea (Tg), su rigidez cambia y las cadenas poliméricas pueden ser estiradas y
alineadas en una direccion para formar fibras, o en dos direcciones para formar peliculas y

botellas.

Su uso es muy variado, se utiliza en la industria alimenticia para producir contenedores de
bebidas y alimentos, peliculas de recubrimiento para alimentos, aplicaciones de
termoformado, resinas combinadas con fibra de vidrio y en la formacién de fibras sintéticas
(Sinha et al., 2010).

2.4 Tratamientos de degradacién de PET
El uso del PET ha llevado a la acumulacién de una gran cantidad de residuos solidos, por lo

gue, se han buscado diversas estrategias para su degradacion.

2.4.1 Quimica
La degradacion quimica se divide en 1) hidrdlisis, 2) glicolisis, 3) alcohdlisis, 4) amondlisis y 5)
amindlisis. La hidrélisis puede ser alcalina, acida o neutra. En la hidrdlisis alcalina suele
usarse NaOH o KOH a una concentracion que va del 4-20%, obteniendo como productos
etilenglicol y sal de dipotasio o disodio de tereftalato. El proceso se lleva a cabo a
temperaturas de 210-250 °C y a una presion de 1.4-2 MPa. La hidrolisis acida se realiza con
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acido sulfurico concentrado u otros acidos como nitrico o fosférico a una temperatura de 70-
100 °C. La neutra, se produce con un exceso de vapor de agua, a una presion de 1-4 MPa 'y
temperaturas de 200-300 °C. La glicdlisis se realiza por glicoles, en presencia de
catalizadores trans-esterificadores, acetatos metalicos como acetato de zinc, NaCl, urea o
BHET que rompen las uniones éster, a una temperatura de 110-270 °C. La alcohdlisis consiste
en el uso de exceso de alcohol a altas temperaturas y presiones altas para lograr condiciones
supercriticas. La amondlisis y la amindlisis son conducidas a temperaturas entre 25-190 °C; la
primera se realiza en disolucion acuosa de etilenglicol y la segunda en solucién acuosa de

aminas primarias (Geyer et al., 2016; Ghaderian et al., 2015; Khoonkari et al., 2015).

2.4.2 Nanoarcillas
Los nanomateriales como herramientas para degradacion de PET son de uso reciente. Los
mas utilizados pertenecen a la familia de los silicatos, y constan de capas formadas por silicio
coordinados con hidréxido de magnesio o aluminio, con un grosor de 1nm (Bordes et al.,
2009).

Las nanoarcillas se emplean en la glicélisis de PET, catalizando la sintesis de TPA. Sharma et
al. (2013) encontraron que la hidrotalcita, en presencia de dimetil sulfoxido degrada el PET en
aproximadamente 10 minutos y a temperaturas por encima de 190 °C, y se puede obtener
dimetil tereftalato (DMT) y etilenglicol (Khoonkari et al., 2015).

2.4.3 Sales metélicas
Las sales metalicas son compuestos formados por un metal y un no metal, poseen carga
neutra y suelen ser excelentes conductores de electricidad. Se han utilizado como
catalizadores en la degradacion de PET por glicélisis. En 2013, Imran, et al. probaron
diferentes sales metélicas como catalizadores para la degradacion de PET, obteniendo los
oxidos mixtos mas eficientes que el 6xido de un solo metal, a temperaturas que oscilan entre
180-195 °C.

2.4.4 Liquidos ionicos y disolventes eutécticos
Las mezclas eutécticas han sido consideradas para la catalisis verde debido a su baja

biotoxicidad y a que tienen bajas presiones de vapor, por lo que disminuyen las emisiones a la
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atmosfera, ademas de que sus componentes no son dafinos para el medio ambiente y son

rapidamente biodegradables (Smith et al., 2014).

En 2002, Swatloski et al. presentaron por primera vez el uso de liquidos ionicos para
disolucion de celulosa. En 2021, Vele et al. presentaron el uso de liquidos i6énicos como
pretratamiento para material lignocelulésico con el fin de obtener azlcares y aumentar los
rendimientos para la hidrolisis acida. En 2009, Wang et al. reportaron su uso para degradacion
de PET a temperaturas de reaccion de 120-200 °C y con presion atmosférica para la
obtencién de bis (hidroxietil) tereftalato (BHET).

Los liquidos ionicos (LI) son sales i6nicas en estado liquido a temperatura ambiente con
puntos de fusién por debajo de los 100 °C y presion de vapor baja. Usualmente se conforman

por cationes organicos unidos con un anion inorganico que poseen carga deslocalizadas.

Los liquidos 0 mezclas eutécticas poseen caracteristicas fisicas y propiedades de los LI, sin
embargo, difieren de los Ultimos en un menor costo, una preparacion facil, biodegradabilidad y
baja toxicidad. Estan compuestos por dos o0 mas componentes, uno con capacidad de donar
un electron (HBD, por sus siglas en inglés Hydrogen Bond Donor) y uno capaz de aceptar
electrones (HBA, por sus siglas en inglés Hydrogen Bond Acceptor). Son sistemas formados
de acidos o bases de Lewis o Brgnsted de diversas variedades cationicas y anionicas (Smith
et al., 2014). Las mezclas eutécticas se dividen en cuatro tipos por su composicion en la figura
3 se observa las estructuras de algunas sales de haluro y donadores de hidrogeno. En la tabla
2 se presentan los cuatro tipos de mezclas eutécticas. Las mezclas eutécticas tipo 1,
interaccion entre diferentes haluros de metal y el anion haluro de una sal cuaternaria de
amonio para producir especies halo metalicas con entalpias similares de formacion; los tipo 2,
son haluros de metal hidratados, tienen menores puntos de fusion que las sales anhidras,
disminuyendo la energia reticular teniendo menores interacciones con el cloruro de la sal
cuaternaria; los tipo lll, dependen de la formacién del anion haluro de la sal del donador de
hidrogeno; los tipo IV, son sales que normalmente no estan ionizadas en medios no acuosos
para la formacién de mezclas eutécticas. Los tipos I, Il y IV debido a la presencia de una sal
metéalica proporciona un caracter de acido de Lewis, en cambio los de tipo Il acttan como
acido de Brgnsted (Ezgi et al., 2019). En la tabla 3 podemos observar ejemplos de mezclas
eutécticas.
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Figura 3 Estructuras de algunas sales de haluro y donadores de hidrégeno utilizados en mezclas eutéctica

(modificada de Smith et al., 2014).
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Tabla 2. Tipos de liquidos eutécticos

Tipo Composicion

Ejemplo

Sal organica + sal metalica

Sales cuaternarias de amonio (ChCl) + haluro de
metal (SnClz, ZnClz, FeCls)

Il Sal organica + hidrato de sal

metalica

Sales cuaternarias de amonio (ChCI) + hidrato de
sal metalica (CrCl3-6H20)

1] Sal organica + HBD

Sales cuaternarias de amonio (ChCl) + compuestos
organicos (poliamidas: urea, polialcoholes: glicerol,

acidos poli carboxilicos: acidos malénicos)

v Sal metélica + HBD

Haluro de metal (ZnClz) + compuesto orgénico
(urea, glicerol, etilenglicol)

(Ezgi et al., 2019; Smith et al., 2014)

Tabla 3. Ejemplos de liquidos i6nicos y mezclas eutécticas

Liquidos i6nicos

Mezclas eutécticas

Triaceticozincato  de  1,3-dietilimidazolio | Acido citrico: cloruro de colina (1:2)

([deim][Zn(OAc)3))

Acetato de 1,3-dietilimidazolio ([deim]OAc) Glucosa: cloruro de colina: agua (1:1:1)

1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato | Acido citrico: glucosa (1:1)

(BP6).

Liquidos iénicos de imidazolio (izquierda). Mezclas eutécticas del tipo 1l (derecha) (Dai et al., 2013; Zhang et al.,

2012)
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2.5Degradacion enzimatica de PET
En virtud de que las diferentes formas de degradacion de PET descritas anteriormente
requieren utilizacion de disolventes y/o altas temperaturas, se han buscado alternativas para
el tratamiento del poliéster. La biotecnologia ha permitido la degradacion de PET por
cutinasas, lipasas y esterasas. El PET no es un sustrato natural para las enzimas, sin
embargo, éstas pueden incrementar su afinidad por el polimero (Khoonkari et al., 2015). La
diferencia entre esterasas y cutinasas esta dada por su capacidad de hidrolizar poliésteres de
alto peso molecular (Chen et al., 2013).

Proteasas, como la papaina, han sido estudiadas para incrementar la hidrofilicidad de
poliésteres para su degradacion. En 2010, Kim y Song extrajeron papaina del fruto Carica
papaya para tratar fibras de tela hecha de poliéster, demostrando que la papaina puede actuar

como esterasa, en ciertas condiciones, hidrolizando enlaces éster.

Vertommen et al., (2005) compararon la degradaciéon por una lipasa de Candida antarctica y
una cutinasa de Fusarium solani pisi, concluyendo que la cutinasa tuvo actividad hidrolitica
sobre las regiones de PET amorfo; en cambio la lipasa no presenté degradacion del PET en la

region cristalina ni amorfa.

Muller et al., (2005) investigaron la degradacion por dos lipasas, una proveniente de
Pseudomonas sp. y la otra de Candida antarctica, comparandolas con una cutinasa de
Thermobifida fusca, en laminas de PET, obteniendo resultados de degradacién con la cutinasa
de Thermobifida fusca, y sin hidrdlisis por parte de las lipasas.

A pesar de las similitudes que comparten las lipasas, las esterasas y las cutinasas, las
cutinasas son consideradas como PET hidrolasas debido a su capacidad de degradar tanto la
parte interna como la parte externa del bloque de PET, en cambio las modificadoras de
superficie de PET degradan la parte externa del bloque de PET (Kawai et al., 2019).

2.5.1 Cutinasas
Las cutinasas (EC 3.1.1.74) son enzimas hidrolasas de serina pertenecientes a la familia de
las o/ hidrolasas, al igual que las lipasas y proteasas de serina. Pueden degradar la cutina,
gue es un componente estructural para la formacion de la cuticula en plantas usualmente

formado por acidos grasos de Cis-nCis. Estas son capaces de hidrolizar ésteres solubles de
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bajo peso molecular, triacilgliceroles de cadena corta y larga, pueden realizar esterificacion y
transesterificacion. Han sido encontradas y caracterizadas en diferentes fuentes como polen,

hongos y bacterias (Carvalho et al., 1998)

Las cutinasas tienen un nimero aproximado de 200 residuos y una masa molecular alrededor
de 22 kDa, con tramos conservados, que forman un puente disulfuro entre cisteinas. El sitio
activo de las a/p hidrolasas corresponde a una triada catalitica, constituida por residuos de
Ser, His y Asp/Glu; es accesible al disolvente y localizada en un extremo elipsoide. Para
Fusarium solani pisi el sitio catalitico se encuentra rodeado por un asa 80-87 y una asa mas
hidrofébica 180-188 con la presencia de dos puentes disulfuro que permiten el contacto del

sustrato con el sitio activo (Carvalho et al., 1998; Egmond et al., 2000). Figura 4.

His 188
Ser120 Asp 175

191

211
N-term

C-term

Figura 4. Plegamiento de la cutinasa de Fusarium solani pisi. Tomada de (Egmond et al., 2000).

2.5.2 Mecanismo de reaccion
La hidrdlisis del sustrato se da en cuatro pasos, como se muestra en el figura 5. (1) El primero
consiste en el ataque nucleofilico del atomo de oxigeno del grupo hidroxilo del residuo de
serina al carbonilo del éster del sustrato, (2) se forma un intermediario tetraédrico estabilizado
por dos puentes de H entre el oxianion y dos atomos de N de enlaces peptidicos, la histidina
dona un proton, liberando una molécula de alcohol. (3) En el intermediario, acil-enzima, el

19



resido de histidina activa una molécula de agua que realiza un ataque nucleofilico al carbonilo.
(4) El residuo de histidina dona un protdbn al atomo de oxigeno del residuo serina,
desestabilizando, provocando la ruptura del enlace éster entre la serina y el intermediario acil-
enzima (Jaeger et al., 1999).

Figura 5. Mecanismo de reaccion de serina esterasas (Jaeger et al., 1999).
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Una de las diferencias de las cutinasas con lipasas es la presencia de una tapa hidrofébica en
la mayoria de las lipasas, la apertura de la tapa al interactuar con una interfase hidrofébica, es
decir, lipido/agua hace el sitio catalitico accesible al sustrato. En algunas otras se forma una
cavidad oxianonica; en las cutinasas el residuo catalitico no se encuentra cubierto por la tapa,
por lo cual presenta accesibilidad al disolvente por presentar una cavidad formada por lo que
no presentan activacion interfacial (Castro-Ochoa et al., 2010).
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2.5.3 Aplicaciones de las cutinasas

Las aplicaciones de las cutinasas son muy diversas, ya que se utilizan en alimentos para la
transesterificacion de grasas y aceites, en la obtencion de aromas por la produccién de
esteres de acidos grasos, asi como en detergentes, a los que se han afiadido mezclas de
enzimas como lipasas, proteasas, amilasas y celulasas para la eliminaciéon de diversas
sustancias. También se han empleado en la produccién de biodiesel, combustible que ha
tomado relevancia en los Ultimos afios como fuente alternativa de energia biodegradable y no
toxico, y que se obtienen al formar alquil ésteres de &acido graso de la reaccion de
triacilgliceroles en presencia de alcohol. La produccion de biodiesel ha sido reportada en
enzimas lipoliticas, y se ha reportado la transesterificacion con esterasas y cutinasas. Pese a
las diversas aplicaciones de éstas solo se han la comercializacion es en pequefia escala (De
Castro et al., 2017).

2.5.4 Microorganismos productores de cutinasas
La produccion de cutinasas se descubri6 en hongos microscépicos fitopatdgenos. Las
primeras fueron aisladas de Fusarium solani pisi, que han sido las mas estudiadas hasta el
momento. Posteriormente en polen y en bacterias como Pseudomonas putida y
Corynebacterium sp. (Carvalho et al, 1998). En la tabla 4 se presentan diversos

microorganismos que han sido detectados como productores de cutinasas.

21



Tabla 4. Microorganismos productores de cutinasas

Fusarium solani pisi
Fusarium oxysporum
Fusarium roseum sambucinum
Ulocladium consortiale
Helminthosporium sativum
Aspergillus nidulans
Aspergillus niger
Monillinia fructiola
Alternaria brassiciola
Alternaria alternata
Pyrenopeziza brassicae
Botrytis cinerea
Magnaporthe grisea
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum lagenarium
Colletotrichum lindemuthlanum
Cochliobolus heterostrpohus
Rhizoctonia solani
Penicillum sp.
Penicillum citrinum
Venturia inaequalis
Asperguillus oryzae
Pseudozyma antarctica
Thielavia terrestres
Trichoderma harzianum
Coprinopsis cinérea
Humicola insolens

Streptomyces scabies
Streptomyces acidiscabies
Streptomyces badius
Thermobifida fusca
Thermobifida alba
Thermobifida cellulosilytica
Thermoactinonyces vulgaris
Thermonospora fusca
Pseudomonas putida
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas mendocina

Cryptococcus sp.

Pseudozyma jejuensis

Modificada de Chen et al. 2013 y Castro-Ochoa et al., 2013.
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2.5.5 Cutinasas y su accion sobre PET

La investigacion de las carboxil ester hidrolasas fue cuestionada por la fitopatogenicidad de
los organismos productores. En la década de los 70 se aislo la primera cutinasa, proveniente
de Fusarium solani pisi, la cual ha sido la mejor caracterizada. Los genes de las cutinasas
fueron estudiados para determinar si eran necesarios para ocasionar patogenicidad en
hongos, sin embargo, al ser eliminados se observd que los hongos aun conservaban
virulencia. Si bien las primeras cutinasas han sido aisladas de hongos, también han sido
estudiadas de bacterias. Muller et al., en 2005 reportaron la primera hidrolasa que actta en
poliésteres aromaticos, producida por Thermobifida fusca. A partir de esta fecha se han
reportado diversas enzimas para la hidrolisis de PET (Castro-Ochoa et al., 2013; Castro,
2017; Morales, 2018; Bermudez-Garcia et al., 2019; Lovera y Torres, 2019).

2.5.6 Cutinasas de Aspergillus nidulans
El género Aspergillus contiene organismos fitopatdogenos y saprofiticos. El grupo de trabajo ha
enfocado sus esfuerzos en Aspergillus nidulans, hongo saprofitico y ampliamente utilizado en
estudios de genética y fisiologia fungal. Tiene 8 cromosomas con 10,560 genes, de los cuales
60 codifican para esterasas y de estos se han identificado 4 con actividad de cutinasa. Se
describi6 el papel fisiolégico de cada cutinasa en el trabajo de Bermudez-Garcia (2019). Las
cutinasas nativas fueron caracterizadas bioquimicamente, los resultados se muestran en las
tablas 5 y 6. Los cuatro genes obtenidos de la cepa A. nidulans PW1 (donada por el Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM) se clonaron en su forma madura en Pichia pastoris X-33
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utilizando el vector pPICZaB para la expresion. Para la
obtencion de la cutinasa se incub6 la cepa y se utilizO como promotor para la expresion la

alcohol oxidasa 1 (AOX1) y como inductor el metanol (Castro-Ochoa et al., 2013).
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Tabla 5. Caracterizacién de ANCUTL1 (Solis, 2015)

pH 9
Temperatura 60 °C
Optima

2+ 2+ + + 3+ Cuz+
lones Ca Mg Na K Fe
favorables — —

Actividad de 130-140% Actividad de 110-120%
Peso 29 kDa
Hexano
Disolventes DMSO Metanol Etanol Acetona Isopropanol
al 30 % — —
Actividad menor al 100% Actividad de 110%

Tabla 6. Caracterizaciéon de ANCUT2 (Morales, 2015)

pH 7-9
'!'emperatura 40 °C
optima

2+ 2+ + + 3+ 2+
lones Ca Mg Na K Fe Cu
favorables Actividad mayor al 100% Actividad menor al 100%
Peso 33 kDa
Disolventes DMSO Metanol Etanol Acetona Isopropanol Hexano
al 30 % — —

Actividad menor al 100% Actividad mayor al 100%

Se analizé su posible accién sobre PET. Inicialmente se determinaron los parametros a
controlar en la reaccién de degradacién de PET (tabla 7 y 8), los resultados se presentan en la
tabla 9 y 10. En la tabla 11 se muestran las reacciones realizadas para la obtencioén de las
imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido (figura 6), donde se sefalan en

rojo los cambios obtenidos tras 2, 3 y 4 semanas de degradacion.
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Tabla 7. Caracteristicas de degradacion ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3

ANCUT1 ANCUT2 ANCUT3
Degradacion de PET Fr_acm_on Fraccion amorfa -

cristalina

Degradacion de Poliésteres de Poliésteres de Poliésteres de

- cadena corta y cadena corta 'y
poliésteres . cadena corta
media larga
Corte en cutina Endo Exo Exo

(Bermudez-Garcia et al., 2019, Llanos, 2018).

Tabla 8. Reaccion de cutinasa ANCUT1 y ANCUT?2 usando como sustrato PET

Pretratamiento mecéanico

Molienda
Tamiz no. 50
Apertura 297 pm (Morales, 2018)

pH 9
Agitacion Sin agitacion /50 rpm (Monter, tesis en proceso)
Temperatura 40 °C (Morales, 2018)
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Tabla 9. Reaccién de cutinasa ANCUT3 favorecida usando como sustrato PET (Lovera y Torres, 2019)

Pre tratamiento mecanico

pH 9
Amortiguador Tris-HCI 50 mM
Temperatura (°C) 35
Molienda

Tamiz no. 50
Apertura 297 ym

Concentracion de proteina (U/mL)

1000

Solucién de iones (2:1)

MgSO4 1 mM

Tabla 10. Reaccion de degradacion de PET de 4 semanas (Lovera y Torres, 2019)

Enzima utilizada Concentracion % de | Concentracion % de
de TPA (ppm) rendimiento de | de BHET (ppm) | rendimiento de

conversion de conversion de
TPA reportado BHET reportado

ANCUT1 35 0.035 ND ND

ANCUT3 ND ND ND ND

ANCUT1 133 1.33 ND ND

optimizada

ANCUT3 4.5 0.45 ND ND

optimizada

Mezcla 8.5 0.085 11.75 0.117

ANCUT1+ANCUT3

Se incubd durante 4 semanas a 35 °C con amortiguador Tris-HCI 50 mM, 1000 U/mL de ANCUT3 y ANCUT1.

ANCUT1 y ANCUT3 optimizadas se refieren a la obtencion de las enzimas en un nuevo medio, condiciones de

maxima actividad.
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Tabla 11. Reacciones para la obtencion de micrografias por microscopia electrénica de barrido

., Pre-tratamiento de . , .
Reaccion BiOPET Condiciones Tiempo de reaccion
a) Sin moler Sin tratamiento -
b) Molido t0
ANCUT1
C) Molido 1 semana
40 °C
_ ANCUT1
d) Molido 2 semanas
40 °C
_ ANCUT1
e) Molido 3 semanas
40 °C
ANCUT1
f) Molido 4 semanas
40 °C
_ ANCUT2
9) Molido 2 semanas
40 °C
_ ANCUT2
h) Molido 4 semanas
40 °C
Amortiguador
i) Molido fosfatos pH 7.0 4 semanas
40 °C
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Figura 6. Micrografias obtenidas de microscopia electrénica de barrido. Las flechas rojas sefialan algunos
orificios presuntamente generados por la degradacion del polimero. Tomada de Morales, 2018.

Morales (2018), menciona como BioPET al PET donde la materia prima para su realizacion es
obtenida de otras fuentes diferentes al petréleo; reporta la disminucién de cristalinidad,
evaluado por calorimetria diferencial de barrido, de 63.24 a 50.04% después del tratamiento
mecanico y 3.98% después 4 semanas de reaccion a 40 °C con ANCUTL; y del 13% después
de 4 semanas a 40 °C con ANCUT2.

Las cutinasas de Aspergillus nidulans obtenidas mostraron diferentes patrones de
degradacion de sustrato por lo que en algunos casos se probaron el uso de estas
consecutivamente (Lovera y Torres, 2019) y se habla de un posible sinergismo debido a sus

caracteristicas (Morales, 2018; Llanos, 2019).
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2.6 Liquidos ionicos y eutécticos en reacciones con enzimas
El uso de disolventes organicos ha sido un problema para el medio ambiente, ya que sus
vapores y sus deshechos en distintas reacciones son contaminantes, por lo que en las Ultimas
décadas se han buscado alternativas de disolventes que reduzcan las emisiones y la carga
contaminante ambiental. Los liquidos ionicos proveen de una alternativa de uso para
diferentes reacciones, entre ellas, algunas en las que se implican enzimas, ademas de usarse

como catalizadores.

Se ha propuesto en diversos trabajos el uso de DES como cosolvente (por encima del 25%)
con agua, ayudando a los sustratos no polares a disolverse o reduciendo la actividad de agua;
como disolvente, reemplazando disolventes organicos, teniendo ventajas sobre estos al no
desnaturalizar las enzimas al usar disolventes con polaridad similar (de Maria et al., 2011;
Gorke et al., 2010).

En Miranda-Molina et al. (2019) mencionan 12 disolventes eutécticos a base de cloruro de
colina, donde se prueba la actividad de una a-amilasa proveniente de Thermotoga maritima
utilizando diferentes concentraciones de disolventes eutécticos y agua que va del 0 al 100%
(v/v), esto debido a la alta viscosidad del disolvente y asi aumentar su disponibilidad para las
enzimas, mostrando que solventes como ChCl:U (1:2), ChCIE (1:2) y ChCIL.:G (1:3) tienen

actividad residual después de 4 horas con hasta un 75 % de disolvente eutéctico.

Erbeldinger et al. (2000) presentaron la primera catélisis para la obtencién de Z-aspartame
catalizada por una termolisina, en presencia de 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato
(BP6).

En 2015, Cvjetko et al. con una lipasa proveniente de Candida antarctica observaron la
sintesis de butil acetato con diferentes liquidos iénicos y eutécticos provenientes de las
mezclas de colina, sugiriendo que los liquidos eutécticos son fuertes candidatos para la

biocatdlisis verde.

En 2019, Al Achkar, Fourmentin y Greige-Gerges sefialan un listado de mezclas eutécticas a
base de cloruro de colina donde se demuestra la actividad enzimatica; en otros, se indica una

mejoria en la interaccion entre enzima y sustrato, comparado con disolventes organicos y
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amortiguadores. El efecto de las mezclas eutécticas es atribuido a las sales de componentes

iniciales de las mismas y, en menos proporcion, al donador de hidrogeno.

3 Justificacion

Las cutinasas obtenidas por el equipo de trabajo han mostrado una capacidad de degradacion
de PET. Se ha observado que la modificacion del medio de reaccién, como la adicion de NacCl,
asi como de las condiciones de esta mejora los tiempos de degradacion de PET obteniendo

los mismos resultados en menos tiempo.

Se espera que la adicibn de mezclas eutécticas, como alternativa al uso de medio acuoso,
permita la mejora de la cutinasas en la catalisis de la degradacion de PET ya que se afectaran
las interacciones enzima-PET mejorando su contacto y por lo tanto el rendimiento de
mondmeros u oligbmeros. Ademas de que se ha demostrado la degradacién de PET en estas
mezclas. Este proceso es amigable ambientalmente. La posible sinergia de las enzimas
producidas por Aspergillus nidulans, que han mostrado diferentes propiedades, puede generar
un mejor rendimiento en la obtencién de &cido tereftélico, el mondémero de mayor valor

econdémico.

4 Hipotesis
La sinergia de liquidos eutécticos con cutinasas mejorara la degradacion de PET, logrando

mejores rendimientos en la degradacion del polimero y la obtencién de &cido tereftalico.
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5 Objetivo general

Determinar si el empleo de mezclas eutécticas actia en forma sinérgica con el uso de las
cutinasas ANCUTL1, 2 y 3, y contribuye a incrementar el rendimiento de el o los productos de
hidrélisis de PET.

5.1 Objetivos particulares
e Determinar si existen diferencias entre la estabilidad de las enzimas ANCUT1, ANCUT3
y ANCUT3 a temperaturas superiores a los 50 °C en presencia de amortiguador o de

mezclas eutécticas.

e Analizar la posible sinergia entre mezclas eutécticas a base de cloruro de colina y/o
etilenglicol con cutinasas en la degradacion de PET, especificamente en el rendimiento
de TPA.

e Examinar la sinergia entre las enzimas ANCUT1/ANCUT2, ANCUT2/ANCUTS, vy
ANCUT1/ANCUT3 para la degradacion de PET.
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6 Metodologia

6.1 Diagrama de flujo experimental

Banco de
trabajo
v e Actividad enzimdtica, medicién de
Produccion y deteccion de —————— esterasas
enzima e Proteina por método de Bradford

e Zimograma
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e Microscopia electronica

degradacion de PET
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6.2 Reactivos utilizados

Alcohol etilico, Baker

Acetona, Baker, 99.5 %

Acetonitrilo, Baker, 99.9 %

Acido tereftalico, Sigma-Aldrich, 95%
Acrilamida, BioRad

Azul comasie g-250, BioRad

Bis acrilamida, BioRad

Bis-hidroxi etilen tereftalato, Sigma-Aldrich, 95 %
Cloroformo, Baker, 99.8%

Dextrosa, Baker

Dimetil tereftalato, Sigma-Aldrich, 95 %
Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, 99.9 %
Eter etilico, Sigma-Aldrich, 99.0 %
Etilenglicol, Baker

Extracto de levadura, Difco

Fast red TR, Sigma-Aldrich

Fosfato de sodio dibasico, Baker, 99.3 %
Fosfato de sodio monobasico, Baker, 99.3%
Glicerol, Baker, 99.8%

Glucosa, Sigma-Aldrich

Metanol, Baker, 99.9 %

Peptona, Oxoid

p-nitrofenilbutirato, Sigma-Aldrich, 98%
Reactivo Bradford, BioRad

SDS, BioRad

Tetracloruro de carbono, Sigma-Aldrich, 99.5 %
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Tris base, BioRad

Triton X100, Sigma-Aldrich

Urea, Sigma-Aldrich

YNB, Difco

a-naftil acetato, Sigma-Aldrich, 98%

B-mercaptoetanol, BioRad
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6.3Banco de trabajo
Se inocularon en medio YPD (dextrosa 2%, peptona 2%, extracto de levadura 1%) 100 pL de
Pichia pastoris recombinante preservada a -70 °C. Con el fin de reactivarla cepa se incub6 24
h a 29 °C, 300 rpm. Al final del cultivo, se centrifugd a 7500 rpm por 10 min, el pellet se
resuspendié en 5 mL de medio YPD-glicerol al 15%, se repartieron 100 yL en tubos de 0.6 mL

y se ultracongelaron a -70 °C.

6.4 Produccion de cutinasas
Se diluy6 para poder obtener DOsoonm= 1 y posteriormente se incul6 en medio BMGY (extracto
de levadura 1%, peptona 2%, amortiguador de fosfatos 100 mM pH=6 1%, solucién YNB 10X
10%, solucion de biotina 500X) a 29 °C por 24 h a 300 rpm. Se centrifugd a 7500 rpm por 10
minutos, se desech6 el sobrenadante, el pellet se resuspendi6 en medio YP para medir

densidad optica.

6.5 Induccion de enzimas
Se inocul6 DOsoonm= 1 en medio BMMY (Medio YP 70%, amortiguador de fosfatos 100mM
pH=6 10%, solucion YNB 10X 10%, solucién biotina 500X 50uL) con el correspondiente
porcentaje de metanol (ANCUT1: 3%, ANCUT2: 2% y ANCUTS3: 0.5%) como inductor, cada 24
horas se agrego el porcentaje correspondiente de metanol. Después 48 horas se centrifugd 10

minutos a 7500 rpm y se desechd el pellet.

6.6 Caracterizacion de las enzimas

6.6.1 Medicion de actividad enzimatica
Se midi6 actividad esterasa por 10 min a 420 nm utilizando un espectrofotbmetro Biotek
Epoch utilizando 170 pL de amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9, 10 uL de muestra y 20 uL de
p-nitrofenil butirato 1mmol como sustrato; utilizando un blanco de reaccion para observar la

autohidrolisis del sustrato. Se utilizé como coeficiente de extincion molar 0.00409 Lmol-cm™?
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Una unidad de actividad es definida como la cantidad de enzima requerida para convertir una

unidad de pymol de p-nitrofenil butirato (p-NFB) a p-nitrofenol por minuto.

6.6.2 Medicion de proteina por método de Bradford
Se midio la concentracion de proteina a 595 nm utilizando el espectrometro Biotek Epoch
utilizando 160 pyL de muestra y 40 pL de reactivo Bradford, realizando la medicién con un

blanco de amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9.

6.6.3 Preparacion de gel SDS-PAGE
Se prepard un gel de concentrador de acrilamida al 4% y separador al 12%, las muestras se
cargaron en el pozo y el gel se corrié a 120V hasta el corrimiento del frente. Se utilizé como

marcador molecular Low Range BioRad TM 6X (3 pL) en el gel.

6.6.4 Determinacion de perfil de proteinas
Una vez terminada la electroforesis se limpio el gel con amortiguador fosfatos 50 mM pH 7 y
se dejo tifiendo toda la noche en solucion azul de Coomasie en agitacion. Se destifié con

solucion destefiidora, y se escaned con el programa Image Lab 6.0.1

6.6.5 Determinacion de actividad por medio de Zimograma
Una vez terminada la electroforesis, el gel de acrilamida se enjuagé con amortiguador fosfatos
50 mM pH 7, se renaturaliz6 con TritonX100 al 0.5 % por 45 min, se enjuag6 con amortiguador
fosfatos 50 mM pH 7, se prepararon 25 mL de solucién de amortiguador fosfatos pH 7 con 4
mg de a-naftil acetato (Sigma™) por 30 min, se enjuaga con amortiguador fosfato pH 7, se
prepararon 25 mL de solucion amortiguador fosfatos pH 7 con 50 L de TritonX100 mas 10 mg
de Fast Red hasta la aparicion de bandas. Se escane6 con el programa Image Lab 6.0.1.

6.7 Estabilidad térmica.
Se evalud la actividad volumétrica tras incubar la enzima a diferentes temperaturas, en un
rango de 50-65 °C, utilizando amortiguador Tris-HClI 50 mM a pH 9. Se colocé en un
microtubo 1 mL con concentracion 1:20 de enzima y se incubd en termoblock, para asegurar
la temperatura dentro del microtubo. Se realizaron mediciones de actividad enzimética,

tomando una alicuota del tubo incubado, que se atemper6 a 25°C, y se us6 como sustrato el
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p-NFB. La reaccion se realizo por triplicado y se monitoreé durante 10 minutos, tomando
lectura cada minuto en el espectrofotometro Epoch (Biotek) a 420 nm. Se realizé un blanco sin

enzima.

6.8. Preparacion de mezclas eutécticas
Etilenglicol (n(urea)/n(ZnClI2)
Se mezcla n(urea)/n(ZnClz2) en proporcion molar 4:1, 0.25 g para 20 g de etilenglicol con
agitacion constante a temperatura 70-100 °C de 2 a 6 horas hasta obtener un liquido

transltcido y homogéneo (Wang et al., 2015).

6.9 Mezclas con cloruro de colina
Las siguientes mezclas tienen un procedimiento de preparacion similar por lo que se describe
en uno solo: cloruro de colina: urea: agua (1:2:10), cloruro de colina: etilenglicol: agua
(1:2:10), cloruro de colina: glicerol: agua (1:3:10).

Se mezclan los componentes al vacio con agitacion constante a una temperatura de 70-100

°C. Hasta obtener un liquido translacido y homogéneo (Miranda-Molina et al., 2019).

6.10 Determinaciéon de la actividad de las cutinasas en diversas concentraciones de

DES a diferentes temperaturas.

Se incubaron ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3 a 50 y 55 °C en estético a diferentes porcentajes
de DES, 20, 40, 60 y 100 %, los DES utilizados fueron cloruro colina: glicerol: agua
(ChCI:G:H20), cloruro de colina: etilenglicol: agua (ChCI:E:H20) y cloruro de colina: urea: agua
(ChCI:U:H20). Los porcentajes de 20-60 (Huang et al.,2013) se realizé medicion por triplicado
y se siguio durante 10 minutos, tomando lectura cada minuto en el espectrofotdmetro Epoch
(Biotek) a 420 nm, utilizando como sustrato pNFB; para 100 % de DES se realizé un

zimograma (utilizando la metodologia mencionada anteriormente).
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6.11 Evaluacion de degradacion de PET

6.11.1 Cromatografia en capa fina
Las muestras obtenidas de las reacciones con PET se mezclaron 1:1 con cloroformo para la
identificacion de los estandares de BHET, y con dimetilsulféxido 1:1 (en bafio Maria) para el
estudio de TPA. Se mezcld la muestra de reaccion con los disolventes antes mencionados y
se conserva la parte orgénica, que se coloca en una cromatoplaca de silica gel en aluminio

con ayuda de un capilar de vidrio.

Las muestras obtenidas de las reacciones se mezclaron con el 20% de acido tricloroacético,
se homogenizaron y se colocaron en una cromatoplaca de silica gel en aluminio para lograr

observar la degradacion mediante una lampara de UV.

Se eluyeron con una fase mévil de cloroformo: éter etilico (9:1) para oligbmeros ciclicos y
diclorometano: cloroformo: tetracloruro de carbono: acetona (3:9:1:1) para oligdmeros lineales
(no ramificados) (Morales, 2018). Para la detecciéon de manchas se utilizé una lampara UV a
254 nm.

6.11.2 Cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC)
En la degradacién de PET se produce la liberacion de TPA, BHET y DMT, por lo que para
identificarlos se preparé un estandar (Loveray Torres, 2019). La deteccion se realiz6 mediante
cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplado con detector de arreglo de diodos
(HPLC, Infiity 1260 de Agilent), con columna Chromolith RP-18e, 50-4.6 mm, de Phenomenex
+ precolumna; SecurityGuard, PN; KJ0-4282 de Penomenex fase mévil agua:acetonitrilo (4:6)
flujo:0.1 mL/min DAD a 244nm.

Al término de la reaccion, los sobrenadantes se trataron con una solucion de acetato de
amonio para precipitar la proteina. Se agitaron en el Vortex, hasta obtener una mezcla
homogénea, se congelaron a -20 °C por una noche, se centrifugaron durante 10 min a 7500
rom y se desecho el pellet formado. Se afiadio DMSO:Agua a las mezclas de lavado para
solubilizar los productos de degradaciéon obtenidos.

La evaluacion se llevé a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién y de la
industria (USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM.
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6.11.3 Rayos X
El cambio de cristalinidad de PET se observo mediante difraccion de rayos X de polvos (XRD)
usando un Difractémeto de Rayos X, Modelo D8 Adavance Davinvim Configuracién Theta-
Theta -Theta Marca Bruker AXS. El PET sin tratamiento y molido a un tamafio de particula de
malla 30 se us6 como control negativo. La evaluacién de los blancos se realizdé con PET sin
tratamiento enzimatico con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 y con las mezclas G:ChCIl:H20
y U:ChCI:H20.

La determinacion se llevo a cabo en la USAII de la Facultad de Quimica de la UNAM.

6.11.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)
Se utilizé 50 mg para el analisis morfolégico de las muestras usando microscopia electrénica
de barrido. A la parte sélida de la reaccion se le realizaron lavados con etanol, que consistian
en agregar 1 mL de etanol y agitar en Vortex (SI-0236) para posteriormente retirar el etanol y

dejar secar la muestra sélida a 50 °C hasta por 1 semana.

La evaluacién se llevo a cabo en la USAII de la Facultad de Quimica de la UNAM, utilizando
microscopio JEOL JSM-59001LV. Las muestras se cubrieron con particulas de oro
nanométricas con el fin de mejorar la imagen, a alto vacio y con un voltaje de aceleracion de
10KkV.

La evaluacion se llevo a cabo en la USAII de la Facultad de Quimica de la UNAM.

7 Resultados y discusion

La primera parte del trabajo consistié en caracterizar las enzimas obtenidas de las tres clonas
a estudiar (ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3), tanto para comprobar que conservaran las
caracteristicas previamente reportadas como para determinar la estabilidad térmica, en virtud
gue es un parametro critico en el disefio del proceso de degradacion de PET, cuya
temperatura de transicion vitrea es de aproximadamente 80 °C, y de 60-65 °C en solucion. El
PET logra absorber entre el 0.1-1.0 % de agua lo que se ve reflejado en puentes de hidrégeno
débiles y mayor flexibilidad, logrando que sea mas accesible para las enzimas (Kawai et al.,
2014).
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7.1 Caracterizacion de las enzimas

Se realizé la caracterizacion de las enzimas obtenidas por fermentacion y los resultados se

presentan en la tabla 12. Coinciden con los obtenidos anteriormente en el equipo de trabajo.

Tabla 12. Actividad de las enzimatica ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3 con uso de p-nitro fenilbutirato.

Actividad volumétrica

Concentracion de

Actividad especifica

(U/mL) proteina (mg/mL) (U/mg)
ANCUT1 3399 + 245 0.1971 + 0.0003 15346 + 40
ANCUT2 6775+ 1814 0.0774 = 0.0002 59000 *+ 2116
ANCUT3 225 + 58 0.0539 = 0.0003 1891 + 64

Posteriormente, se verificd el peso molecular de las mismas mediante zimograma (figura 7).

Los pesos moleculares son coincidentes con trabajos anteriores (Morales, 2019; Llanos, 2018)

y corresponden a los esperados segun la secuencia genética y proteica reportadas. Las

bandas por debajo de estos pesos pueden deberse a posible degradacién de enzima.
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Marcador ANCUT1 ANCUT2 ANCUT3

Figura 7. Actividad de las cutinasas en zimograma. Se utiliz6 a-naftil acetato como sustrato, revelado con
FastRed. Carril 1. Marcador de peso en SDS-PAGE (BioRad) tefiido con azul de metileno. Carril 2: ANCUT1 con
un peso de 24.8 kDa; carril 3; ANCUT2 con un peso de 33 kDa y carril 4: ANCUT3 con un peso de 29 kDa. El gel
SDS-PAGE se tifié con Fast Red para revelar las bandas proteicas con actividad esterasa.

En virtud de la importancia de la temperatura en la degradaciéon de PET, se llevé a cabo la
determinacién de la estabilidad térmica de las enzimas determinando la actividad residual tras
incubacion a diferentes temperaturas, cercanas a la temperatura de transicion vitrea de PET

(figura 8).

Las determinaciones fueron espectro fotométricas y se utiliz6 p-NFB como sustrato y se
incubaron en amortiguador Tris HClI 50 mM pH9. ElI comportamiento ante la temperatura fue

diferente para cada una de las cutinasas en estudio.

Cuando la enzima ANCUT1 se incuba a 50 °C, la actividad relativa tiene un aumento entre 48

y 150 h, y tras lo cual disminuye. A temperaturas por encima de 50 °C la actividad se ve
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disminuida en un porcentaje menor al 50 % después de 24 horas de incubacion. El
comportamiento difiere para la enzima ANCUTZ2, ya que, a 50 °C, después de 24 h, ha perdido
el 35% de su actividad, y a temperaturas superiores (55, 60 y 65 °C), después de 48 h de
incubacion, pierde el 90%.

La ANCUT3, después de 48 h de incubacion, a las 4 temperaturas probadas pierde el 82% de
su actividad y se mantiene en promedio con este porcentaje durante las siguientes horas. Por
lo tanto, si se utiliza como disolvente amortiguador Tris HCI 50 mM pH 9 se propone utilizar 50
°Cy 24 h, para llevar a cabo la reaccion, debido a la disminucién de la actividad después de
este tiempo y a temperaturas mayores.

Los resultados indican que la enzima ANCUT1 parece ser la que resiste mejor un tratamiento
a temperaturas altas, pero ninguna retiene alta actividad en el rango de la temperatura de

transicion vitrea del PET.
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Actividad relativa (%)

% Actividad relativa

7.2 Actividad residual relativa térmica de ANCUT1, ANCUT2 y ANCUTS3 tras incubacion a

diferentes temperaturas.
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Figura 8. Actividad residual relativa de ANCUT1, ANCUT2 y ANCUTS3 a 50, 55, 60 y 65°C respecto al tiempo
(250-350 h) de incubacion a 50, 55, 60 y 65 °C en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 utilizando p-NFB como

sustrato para la medicion.
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El uso de disolventes eutécticos se ha visto como una nueva posibilidad en la aplicacion con
enzimas debido a que permite interacciones moleculares del tipo electrostatica, van der
Waals, puentes de hidrégeno y uniones 1 (Sanchez-Fernandez y Jackson, 2021) ofreciendo a

las enzimas posibilidad de termo estabilidad y crio-proteccion.

Los DES seleccionados para este trabajo fueron del tipo Ill, que consisten en una sal
cuaternaria de amonio y un compuesto organico. La sal seleccionada fue el cloruro de colina
(ChCl) y los compuestos organicos fueron etilenglicol, glicol y urea. Estos fueron
seleccionados tomando como referencia que han sido utilizados en diversas investigaciones
en diversas enzimas con esterasas Yy lipasas, donde se observd que conservan su actividad y
obtenian resultados favorables, ademas de ser baratos y faciles de obtener (Arikaya et al.,
2019; Nian et al., 2019; Hae y Verpoorte, 2019)

Se utilizaron diferentes proporciones de disolventes eutécticos como se reporta en Arikaya et
al.,, 2019 y Choi et al., 2011 y se procedié a evaluar el mismo parametro en presencia de

diferentes porcentajes de DES, como se muestra a continuacion en las figuras 9 y 10.

44



A B
500 -
Ancut —m— Tris HCI 50 mM pH 9
e 20 % ChCI'G 700 4 Ancut! | ™ Tris HCI 50_ mM pH 9
440 % ChCI:G —*20%ChCLG
400 + . —A— 40 % ChCI:G
I ‘ v 60 % ChOl.G 600 - ¥ 60 % ChCL:G
2 ;
S < 500 4 '
& 300 I \ £ /
2z © /
k| £ 400
° ®
g 200 1 E 300 4
N =
2 & 2004/
100 .
100
o
04 0
T v T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
tiempo (h) tiempo (h)
Ancut2 ;
200 neu —=—Tris HCI 59 mM pH9 — Tris HC1 50 mM pH 9
150 ] * jg : g:g:g o7 20 % ChCL:G
b * : —A— 40 % ChCI:G
0] | v _60% ChCLG v 60 % ChCI:G
, 200 %
1404 | A \
€ 12 © [\
© 2 1504 \¥
2 £ ;
T 1004 ° T A B v
[T \
[ ° A
- 804 [ ] 100 Js
= s * ¥ _—
> 804 £ .
3 < | i
< 40 4 T — 50 4 \\ °
v
\ .
20 E— k
g -
0 = 0 - 8 - =
T A T v T v T s T ! T L T v 1
T T T T T T T T T T T T 1 0 50 100 150 200 250 300 350
0 100 200 300 400 500 600 700 :
. tiempo (h)
tiempo (h)
Ancut3 —a— Tris HCI 50 mM pH 9
180 500 - Ancut3 i
—=— Tris HCI 50 mM pH 9 —#— 20 % ChCI.G
1804 1 e 20 % ChCI-G ~ —&— 40 % ChCI:G
—&— 40 % ChCI:G —v¥ 60 % ChCI.G
140 4] ¥ 60 % ChCI:G 400 4
I ,n*\ T =
120 41/1\ _
s ' 2
& ~ 3004
£ E
] =
3 (]
= o a
2 B 0
< =
= 3
<
100 |
T T T T T T T T T T T T T T T N 04 T - . . : T .
0 foo 200 3°°' 400 S0 &00 700 0 100 200 300 400 500 800 700
tiempo (h) tiempo (h)

Figura 9. Actividad residual relativa de ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3 en presencia de diferentes
porcentajes de DES (ChCI:G:H20) a 50 °C (A) y 55 °C (B).
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Figura 10. Actividad residual relativa de ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3 con diferentes porcentajes de DES (ChCI:E:H20)
a 55 °C (A) y (ChCl:U:H20) a 55 °C (B).
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Se observé que el aumento de actividad relativa es directamente proporcional al aumento del
porcentaje de mezcla eutéctica en la disolucién. En todos los casos la actividad relativa es
mayor en presencia de DES que cuando sélo se utiliza amortiguador. Esto coincide con lo
presentado en Sanchez-Fernandez y Jackson (2021), quienes mencionan que una de las
caracteristicas sobresalientes del uso de mezclas eutécticas con enzimas es la proteccion
térmica y la crio proteccion de estas, por lo que es de esperarse que la actividad relativa
después de la incubacion sea mayor cuando tiene cantidades mayores de la mezcla que

cuando tiene un porcentaje mayor de agua o del amortiguador.

Existe un efecto debido a la naturaleza de la mezcla eutéctica sobre la enzima, ya que, la que
contiene urea es la que presenta un aumento de actvidad relativa para las tres enzimas. Esto
se puede justificar con lo mencionado en Hammond, Bowron y Edler en 2017, quienes
sefialan que las interacciones de las mezclas eutécticas al aumentar el porcentaje de agua se
muestran mas débiles, debido a que el agua contribuye a la nanoestructura de red de la
mezcla eutéctica por lo cual las propiedades fisicoquimicas de la misma se pueden ver
modificas. Sin embargo, en el caso de la interaccion de hidrégeno colina/urea (OH---NH2) la
interaccion molecular es mucho mas fuerte, lo que responderia al efecto que existe en la
interaccion de la enzima con el DES preparado con urea y los preparados con otro

componente organico.

Esquembre et al. (2013) realizaron dicroismo circular a una lisozima en 1:2 cloruro de colina:
urea, 1:2 cloruro de colina:glicerol y en medio acuoso, donde encontraron una estructura
terciaria similar. Mencionan como posible incremento de la termoestabilidad debido a los
grupos hidroxilo contenidos los alquilamonio (como lo es el cloruro de colina) debido a la union
extra entre los enlaces de hidrogeno y el sitio aceptor, lo que reduce las interacciones
hidréfobicas con la proteina, lo que se traduce como el incremento de la estabilidad fisica y
termoestabilidad de la proteina. Hammond, Bowron y Edler (2017) usando modelado
molecular sobre las interacciones de Candida albicans B (CALB) en 1:2 cloruro de colina:urea,
mostraron que la estructura secundaria es preservada y fuertemente asociada al disolvente,
inhibiendo las interacciones con residuos de aminoacidos y evitando la desnaturalizacion de la
proteina. Los resultados obtenidos en este proyecto indican que estas mezclas eutécticas

pueden ser adecuadas para cutinasas, promoviendo su termoestabilidad al presentar

47



interacciones similares a la CALB y coinciden con lo reportado en Tan et al. (2021) el Unico
estudio donde se reporta el uso de disolventes eutécticos como cosolvente para incrementar

la actividad y estabilidad térmicamente de una cutinasa de Amycolatopsis mediterranei.

7.3Medicion cualitativa de actividad enzimatica de las cutinasas con zimograma
Debido a la viscosidad que presenta el medio si se emplea solo la mezcla eutéctica como
medio, la determinacion espectrofotométrica de la actividad volumétrica y especifica, no
mostraba ser una buena opcion para esta medicién, por lo que se optd por realizar un

zimograma para comprobar si las ANCUT1, ANCUT2 y ANCUTS3 eran activas.

Se incubaron a 50 °C por 96 h en estatico ANCUT1 y ANCUT3 con diferentes mezclas
eutécticas. Para la cutinasa ANCUT1 se probaron dos diluciones, 1:10 y 1:20 mientras que
para ANCUT3 se probo la dilucién 1:10, debido a que se observo que para poder observar la
actividad se requeria una muestra mas concentrada. Las mezclas eutécticas utilizadas fueron
ChCI: urea: agua, ChCI: etilenglicol: agua, ChCI: glicerol: agua. Como ya se menciond
anteriormente estas mezclas son faciles de producir, son econdémicas y han mostrado
propiedades termoprotectoras de modo que pueden sustituir disolventes organicos o acuosos.
Por lo tanto, se comprueba que las cutinasas ANCUT1 y ANCUT3 son activas en las mezclas

eutécticas utilizadas como se muestra en la figura 9.

En la figura 11 y 12 se muestra Incubacién en estatico por 96 h a 55° de ANCUT1, ANCUT2 y
ANCUTS3, teniendo actividad para ANCUT1 y ANCUT2 ChCI:U:H20 como solvente.

48



1 2 3 4 5 6 7 8 A0 % 92

Figura 11. Actividad de las cutinasas ANCUT1 y ANCUT3 con diferentes mezclas eutécticas evaluada en
zimogramas utilizando con a-naftil acetato como sustrato, revelado con FastRed. Las diferentes
preparaciones se incubaron en estatico por 96 h a 50°C. 1 ANCUTL, dilucién 1:20, amortiguador Tris-HCI 50 mM
pH 9; 2 ANCUT1, dilucién 1:20, ChCI:E:H20; 3 ANCUT1, dilucién 1:20, ChCI:U:H20; 4 ANCUT1, dilucion 1:20,
ChCI:G:H20; 5 ANCUT1, dilucién 1:10, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9; 6 ANCUTL1, diluciéon 1:10,
ChCI:E:H20; 7 ANCUT1, dilucién 1:10, ChCI:U:H20; 8 ANCUT1, dilucién 1:10, ChCI:G:H20; 9 ANCUTS3, dilucion
1:10, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9; 10 ANCUTS3, dilucion 1:10, ChCI:E:H20; 11 ANCUTS3, dilucién 1:10,
U:ChCIl:H20; 12 ANCUTS3, dilucién 1:10, G:ChClI;H:0.

7.3.1 Medicion cualitativa de actividad enzimética en la cutinasa ANCUT1, ANCUT2 y
ANCUT3 por zimografia.

Figura 10 A

’:N_ l

12 34 5 6 78 9 10 11 12

Figura 12. Mediciéon cualitativa de actividad enzimatica sobre a-naftil acetato como sustrato en las
diferentes cutinasas, revelado con FastRed. ANCUT1, ANCUT2 y ACUTS3 por zimografia. Las muestras se
incubaron en estatico por 96 horas a 55°C, 1 ANCUT]1, dilucién 1:20, amortiguador Tris-HClI 50 mM pH 9; 2
ANCUT1, diluciéon 1:20, ChCLE:H20; 3 ANCUT1, dilucién 1:20, ChCl:G:H20; 4 ANCUT1, dilucion 1:20,
ChCI;U:H20; 5 ANCUT2, dilucion 1:10, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9; 6 ANCUT2, dilucion 1:10,
ChCI:E:H20; 7 ANCUT2, dilucion 1:10, ChCl:G:H20; 8 ANCUTZ2, dilucion 1:20, ChCI:U:H20; 9 ANCUTS3, dilucion
1:10, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9; 10 ANCUT3, dilucién 1:10, ChCI:G:H20; 11 ANCUTS3, dilucién 1:10,
ChCI:E:H20; 12 ANCUTS3, dilucion 1:10, ChCI:U:H20.
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Sin embargo, para la cutinasa ANCUT3, la observacion de bandas en el zimograma es casi
imperceptible con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 después de 96 h a 55 °C, debido a que
la actividad catalitica de la cutinasa disminuyd casi en su totalidad. Para la cutinasa y la
mezcla eutéctica se observan bandas mas definidas, lo que indica que la cutinasa tiene
actividad enzimatica al cambiar de amortiguador a mezcla eutéctica (ChCI:E:H20, ChCIl:G:H20
y ChCI:U:H20).

Figura 13. Actividad de las cutinasas ANCUT1 y ANCUTS3 con diferentes mezclas eutécticas determinada
por zimograma con a-naftil acetato como sustrato y revelado con FastRed. Las muestras se incubaron en
estatico por 264 h a 55°C 1 ANCUT2, dilucién 1:20, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9; 2 ANCUT2, dilucién
1:20, ChCIL:U:H20; 3 ANCUT2, dilucién 1:20, ChCI:G:H20; 4 ANCUT1, dilucién 1:20, ChCI;E:H20; 5 ANCUT2,
dilucién 1:20, amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9; 6 ANCUT2, dilucién 1:20, ChCI:U:H20; 7 ANCUT2, dilucién
1:20, ChCI:G:H20; 8 ANCUT2, dilucién 1:20, ChCI:E:H20.

El zimograma de la figura 13 muestra que hay actividad de la cutinasa ANCUT1 con
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 después de 264 horas de incubacion, y que la actividad
enzimatica aumenta con las mezclas eutécticas con etilenglicol, glicerol y urea con una

dilucién de enzima 1:20.

En la figura 11 la actividad enzimatica incrementa al aumentar la concentracion de la enzima,
se observa que la actividad enzimética que con mezclas eutécticas en el medio aumenta la
intensidad de la banda comparado con amortiguador, notando un aumento cuando se usa la

mezcla eutéctica ChCl:G:H20.
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7.3.2 Reaccion enzimética de degradacion de PET con etilenglicol: (n(urea)/n(ZnCl2))
4:1

Wang et al. (2014) mencionan, aproximadamente, un 80% de degradacion de PET usando
etilenglicol como disolvente y como catalizador (n(urea)/n(ZnClz2))4:1, a una temperatura de

170 °C, en un tiempo de hasta 60 min.

Aungue la actividad con cutinasas no habia sido probada en esta mezcla eutéctica, se
esperaba que conjuntando ambas, aun bajando la temperatura por debajo de la de transicion

vitrea de PET, fuera posible su degradacion.

En tubos de cristal, con rosca, se colocé etilenglicol al 30% (n(urea)/n(Zn Cl2))4:1,
amortiguador fosfatos pH 9, al 70 %, con 10 mg de PET para el blanco. Para la reaccion
enziméatica se empled etilenglicol la misma mezcla y 1000 U/mL de extracto crudo ANCUT1,
para la prueba 2, agregando cada 24 h etilenglicol al 30 %, amortiguador fosfatos pH=9 al 70
% y el correspondiente de extracto crudo a una temperatura de 60° C, esto debido a la

disminucion de la actividad de la enzima después de 24 h.

7.4 Evaluacién de la degradacion de PET
La degradacién del PET puede medirse de diferentes maneras: pérdida de peso, cambios en
la cristalinidad y apariencia del polimero, y generacién de productos de degradacién como

monomeros y oligbmeros.

7.4.1 Deteccién de oligobmeros por cromatografia en capa fina
Después de las 96 horas de incubacion, se realizé en cromatografia en capa fina para la
identificacion de BHET, de los triplicados (a,b,c) eluyendo con la fase movil para productos
ciclicos (cloroformo), observando manchas que determinan la presencia de DMT (figura 14)

sin embargo no se presenta en 3b por un problema de reproducibilidad.
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TPA BHET DMT la b 1c 2a 2b 2 3a 3b 3c

Figura 14. Cromatoplacas de silica gel de los productos de reaccion obtenidos después de 96 horas de
incubacion de PET con enzima. Los productos estan disueltos en cloroformo. Referencias TPA y BHET; 1a, 1b,
1c tratamiento sin enzima (amortiguador + etilenglicol: (n(urea)/n(ZnCl2)) 4:1); 2a, 2b, 2c tratamiento con enzima
ANCUT1 (amortiguador + etilenglicol: (n(urea)/n(ZnCl2)) 4:1); 3a,3b,3c tratamiento con enzima ANCUT2
(amortiguador + etilenglicol: (n(urea)/n(ZnCl2)) 4:1).

La muestra del producto de degradacion se mezclé con DMSO 1:1 para la identificacion de
productos de la reaccidon como TPA, y se eluyé en fase mdvil para productos ciclicos. Se
muestra en la figura 15 la presencia de manchas no coincidentes con las referencias
(marcadas dentro de un circulo), por lo que se considera la posible presencia de oligémeros.

Los productos son diferentes de acuerdo a la enzima utilizada.

TPABHET DMT la 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c

Figura 15. Productos de reaccién después de 96 horas de incubacion detectados en cromatoplacas de
silica gel. Los productos de reaccion estan disuelto en DMSO. Referencias TPA y BHET. 1a, 1b, 1c tratamiento
sin enzima (amortiguador Tris-HCI + etilenglicol: (n(urea)/n(ZnCI2)) 4:1), 2a, 2b, 2c tratamiento con enzima
ANCUT1 (amortiguador + etilenglicol: (n(urea)/n(ZnClI2)) 4:1), 3a,3b,3c tratamiento con enzima ANCUT2
(amortiguador + etilenglicol: (n(urea)/n(ZnCI2)) 4:1).
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7.4.2 Deteccion de monémeros y oligbmeros por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC)

Se utilizaron las curvas de calibracion y los tiempos de retencion presentados por Lovera y

Torres (2019) (figura 16) para determinar las cantidades de TPA, BHET y DMT, obteniendo los

resultados de la tabla 13 .

40 4 Retention Time L 40
Name |

Volts

| 3.26 TPA

20 k20

[ 10.29 BHET

—18.61-DMT

Minutes

Figura 16. Tiempos de retencién de TPA, BHET y MHET obtenidos tras separaciéon cromatografica obtenida por
fase reversa utilizando una columna de silica 18 Chromolith RP-18 e. Obtenida de Lovera y Torres 2019.

Tabla 13. TPA, BHET y DMT obtenidos durante la reaccion a 75 °C utilizando como medio de reaccion 30%
etilenglicol (n(urea)/n(Zn ClI2))4:1 por 96 h.

TPA Rendimiento BHET DMT
ppm (%) ppm ppm
Control sin enzima 0.67 0.29 0.93 0
ANCUT1 1.67 0.72 1.13 0
ANCUT2 1.67 0.72 5.98 1.93

Con estos datos se puede referir que la mezcla favorece la reaccién de degradacion de PET, y

los resultados dependen del tipo de enzima empleada, con valores mas altos en el caso de

ANCUT2.
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7.4.3 Reaccion enzimética de degradacion de PET con mezclas eutécticas como

disolvente de reaccion

En tubos Eppendorf se realizd la reaccion enzimatica afiadiendo ANCUT1, ANCUT2 vy
ANCUT3 en una proporcion 1:20 con las mezclas eutécticas ChCl:E:H20, ChCIl:G:H20 y
ChCIl:U:H20, a 50°C con agitacién de 50 rpm, 10 mg de PET, 1 mL de volumen total y 3
semanas de reaccion. Se afadid enzima solo al inicio de la reaccion (figura 17).
Concentracion enzimatica de proteina de los extractos: ANCUT1 0.397mg/mL, ANCUT2 0.196
mg/mL y ANCUT3 0.134 mg/mL.

TPA BHET DMT U E G G E U Uu E G PET
A1A2A3 AlA3 A1A2
Figura 17. Productos obtenidos de la reaccidon de degradacién de PET con Gnica adicién de enzima inicial
tras tres semanas de incubacion con enzima y mezclas eutécticas. Las muestras se corrieron en silica gel.

Las mezclas se llevaron a cabo con los siguientes solventes B: amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9, G: DES
ChCI:G:H20, E DES ChCI:E:H20 y U: DES ChCI:E:Hz20

En las cromatoplacas las manchas para la reacciébn de PET con enzimas en presencia de
mezclas eutécticas eluyen al mismo Rf de TPA, mostrando mayor intensidad para el caso de
la mezcla a base de etilenglicol. Para descartar que lo que esta eluyendo fuera el PET per se,
se disolvié en acido tricloroacético al 10%, se realizé una cromatoplaca, donde se aprecia que
la banda que esta eluyendo no coincide con ninguna de las cromatoplacas de reaccion.

Se llevé a cabo una segunda reaccién enzimatica de degradacion de PET con mezclas

eutécticas como disolvente de reaccidén, en la que se afiadid enzima cada 7 dias hasta
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completar 3 semanas (figura 18) para descartar que la enzima se inactivara y perdiera su

I

actividad.

TPABHET DMT B E G U B E G U B E G U
Blanco A1A3

G B U E B G E E G B

AlA2 A2A3 A1A2A3

Figura 18. Productos obtenidos de la reaccion de degradacién de PET con adicion de enzima cada
semana, durante de 3 semanas de reaccion con mezclas eutécticas en cromatoplacas de silica gel. B:
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9, G: DES ChCI:G:Hz20, E DES ChCI:E:H20 y U: DES ChCIl:E:H20

En tubos Eppendorf se realizd la reaccion enzimatica afiadiendo ANCUT1, ANCUT2 y
ANCUT3 en una proporcion 1:10 con las mezclas eutécticas ChCI:E:H20, ChCIl:G:H20 y
ChCI:U:H20, a 50 °C con agitacion de 50 rpm y 10 mg de PET. Se afiadié enzima cada 7 dias
hasta completar las 3 semanas (figura 18). Concentracion enzimatica: ANCUT1 1.198mg/mL,
ANCUT2 0.033 mg/mL y ANCUT3 0.373 mg/mL.

En las cromatoplacas de reaccion con ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3 se distingue
nuevamente manchas que eluyen al Rf de TPA y otros que no corresponden y aumenta la
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intensidad de la mancha con respecto a la reaccion en amortiguador debido a la presencia de
las enzimas. En los resultados se observan que las cutinasas en mezclas eutécticas, como ya
se ha demostrado en otras enzimas de tipo esterasas (Hammond, Bowron y Edler, 2017),

logran degradar al PET en DES como medio de reaccion.

Para las cromatoplacas (figura 18) de mezclas eutécticas con etilenglicol y urea, en el caso de
la ANCUT3 y ANCUT1 se ve favorecido la obtencion de TPA, pues en este caso las manchas
presentan mayor intensidad. Esto indicaria una sinergia entre ANCUT1 y ANCUT3, para la
primera enzima la especificidad de cadena es corta y media, y para la segunda con
especificidad de cadena corta en la cutina como en sustrato (Bermudez-Garcia et al., 2019),
esto sugiere que una cutinasa podria estar ayudando a la otra cutinasa para la obtencion de
TPA. Sin embargo, faltarian estudios para saber el corte para PET. Para la ANCUT2 y
ANCUT1 con etilenglicol y urea, se muestra el mismo efecto de las ANCUT1 y la ANCUTS,
pero con manchas de menor intensidad esto puede deberse al tipo de corte de cadena (en
cutina) de la ANCUT?2 es diferente que al de ANCUT3. En el caso de ANCUT2 y ANCUT3 se
favorece la obtencién de TPA, mientras que para las otras mezclas o el amortiguador destaca
la presencia de oligdbmeros. Cuando se emplea la mezcla de las 3 enzimas en todos los casos
aparecen manchas que no corresponden a las referencias, lo que pueden ser debido a la

presencia de oligébmeros.

7.5 Escalamiento de reaccién de degradacién de PET utilizando mezclas eutécticas como

disolvente de reaccioén

Se realizé un escalamiento a 100 mg de PET y 10 mL de medio de reaccion con el fin de
obtener el sélido suficiente para su estudio. Se realiz6 a 50 °C y se agreg6 enzima cada 7
dias y para temperatura ambiente se agregd enzima solo al principio de la reaccién. Las
muestras que se analizaron por rayos X, HPLC y microscopia electronica de barrido fueron
aqguellas en donde los medios de reaccién fueron el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 y con
las mezclas eutécticas a base de glicerol y urea, ya que mostraron mayor actividad y

estabilidad, coincidiendo con lo establecido en Esquembre et al. (2013).

56



Para analizar las muestras por rayos X y SEM, se realizaron lavados con etanol al solido
obtenido después de la reaccion, agregando etanol y retirandolo después de agitarlo en
Vortex (S1-0236). El etanol agregado que se retiraba se conservo debido a que presentaba
particulas de tamafio menor al PET introducido al principio de la reaccion. Cabe destacar que
para los blancos se utilizé PET con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 y PET con mezclas
eutécticas, y no se observé la obtencién de este material; este producto se disolvié en 1:1
DMSO-Agua y se mandé a analizar con HPLC. Se utiliz6 DMSO, debido a que anteriormente
se habia probado exitosamente la solubilidad de &cido tereftadlico en DMSO, ya se esperaba
que el producto de degradacion obtenido fuera acido tereftalico.

7.5.1 Deteccién de productos de degradacion de PET con HPLC

Utilizando como referencia los tiempos de retencion de Lovera y Torres (2019), ya
mencionados, se analizaron los cromatogramas. Las muestras analizadas fueron la reaccion
de PET con ANCUT1 con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9, ANCUT1 con mezclas
eutécticas (G:ChCI:H20, U:ChCIl:H20 y E:ChCI:H20), ANCUT2 con amortiguador Tris-HCI 50
mM pH 9, a una temperatura de 50°C y ANCUT1 con mezclas eutécticas (G:ChCI:Hz0,
U:ChCIl:H20 y E:ChCI:H20) y con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9, ANCUT2 con mezclas
eutécticas (G:ChCI:H20, U:ChCIl:H20 y E:ChCI:H20) y con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9
y ANCUT3 con mezclas eutécticas (G:ChCl:H20, U:ChCl:H20 y E:ChCl:H20) y con
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 a temperatura ambiente.

En la muestras a temperatura ambiente con la mezcla eutéctica U:ChCIl:H20 con la enzima
ANCUT1 y ANCUT3 se obtuvieron 351 y 339 ppb de acido tereftalico respectivamente, se
sefala el cromatograma (figura 19 y 20). En los cromatogramas a temperatura ambiente,
observamos otros picos que no coinciden con las muestras estandares (TPA 3.3 minutos,
BHET 10.3 minutos y DMT 18.6 minutos), con tiempos de retencion en 2.2, 1.7 y 1.8 minutos,

lo que confirma la presencia de oligémeros.

La reaccion realizada a 50 °C, no se encontraron picos en el cromatograma con tiempos de
retencion similares a los estandares. Se observaron otros picos en 1.7, 1.9, 6.3, y 11.4

minutos; para la mezcla a base de glicerol y la enzima ANCUT1; mientras que para ANCUT?2
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se obtuvieron picos en 6.3, 2.1, 7.2, 8.3 y 11.5 minutos, obteniendo nuevamente mas picos
para la mezcla de glicerol y para la enzima ANCUT3 se obtuvo un pico a los 1.7 minutos para
la mezcla de urea. De estas dos corridas, comparando la presencia de nuevos picos y mayor
cantidad de estos, se infiere que la temperatura de reaccion, el medio de reaccion y la enzima
para la reaccion de degradacion incidiran en las diferencias en los productos de degradacion.
Los mejores medios de reaccion son lo DES a base de glicerol y de Urea, ya que en estos se

obtuvieron acido tereftalico y otros productos de degradacion.

o on Tene
100 4
¢ T0 "
04 TPA «®
1 p—
S
. .
0 o —~——a e - —
[ - —_———,——— —y——— Yy ————y—— ———y—————— ——p—
00 25 e Ts 0o 125 150 175 200

e

DAD: Sigeal A,
2440 nm'Bw:40

am Results

Reseation Time Arca Area %6 Height Height %

1AR7 78925389 98,77 148029658 94,18

1.727 1668067 210 451912 303

| 887 1146647 1.45 327387 2.20

1580 S42639 068 87421 0.59

‘T Totals

T9282742 100.00 14896408 100.00

Figura 19. Cromatograma de reaccién de degradacién de PET con la enzima ANCUTL1 a temperatura ambiente y
DES a base de urea como medio de reaccién.
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Figura 20. Cromatograma de reaccién de degradacién de PET con la enzima ANCUT3 a temperatura ambiente y
DES a base de urea como medio de reaccién.

7.5.2 Evaluacion de degradacion de PET difraccion de Rayos X
En la figura 21 se muestran los difractogramas de las muestras resultantes de PET sin
tratamiento enzimatico después de 3 semanas de incubacion a 50 °C y con tratamiento
enzimatico a 50 °C con las enzimas ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3, evaluando diferentes
disolventes como medio de reaccion 1) amortiguador Tris-HCI pH 9 50 mM, 2) G:ChCIl:H20 y
3) U:ChCI:H20. Los patrones de difraccion son comparados con PET sin tratamiento

enzimatico y sin incubacion.

La muestra de PET muestra una sefial de reflexion desde 2 8=15 hasta 30° con un maximo en
2 6=22°. El PET con tratamiento enzimatico muestra sefiales de reflexion que aumentan en
comparacion con el PET sin tratamiento en 2 6=21.4, 26.2 y una disminucion en 2 6=18, lo
gue se puede deber al aumento y disminucion de sefiales debido de la degradacion del PET y
la formacion de oligobmeros y acido tereftalico. Se observan sobreposicion de los picos y
disminucién de picos indicando un cambio en la estructura del PET, lo que coincide con lo
descrito por Ramirez et al. (2015). De los difractogramas, podemos observar el PET con

tratamiento enzimatico tiene un menor grado de cristalinidad que el PET sin tratamiento
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enzimético; el uso de las mezclas eutécticas disminuye el grado de cristalinidad en

comparacion al PET con tratamiento enzimatico con amortiguador como medio de reaccion.
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Figura 21.Difractogramas de PET incubado 50 °C a) sin tratamiento enzimatico, b) tratamiento enzimatico
(ANCUT1, ANCUT2 y ANCUT3) con Tris-HCI 50 mM pH 9, c) tratamiento enzimatico con enzima ANCUT1
comparando mezclas eutécticas y amortiguador Tris-HClI 50 mM pH 9, d) tratamiento enzimatico con enzima
ANCUT2 comparando mezclas eutécticas y amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9, e) tratamiento enzimatico con
enzima ANCUT3 comparando mezclas eutécticas y amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9.
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En la figura 22 se muestran los difractogramas de las muestras resultantes de PET sin
tratamiento enzimatico después de 3 semanas de incubacion a temperatura ambiente y con
tratamiento enzimatico a temperatura ambiente con las enzimas ANCUT1, ANCUT2 vy
ANCUTS3, evaluando diferentes disolventes como medio de reaccion 1) amortiguador Tris-HCI
50 mM pH 9, 2) G:ChCI:H20 y 3) U:ChCI:Hz0, los patrones de difraccion son comparados con

PET sin tratamiento enzimatico y sin incubacion.

La forma y el tamafio de la celda unitaria es determinado por las posiciones angulares de las
lineas de difraccion y la distribucién de los atdmos dentro de esta celda unitaria, lo que
determina los picos y las lineas del difractograma, que permiten compararlos entre las
diferentes condiciones. La muestra de PET sin tratamiento enzimatico muestra una sefial de
reflexion desde 26=15 hasta 30° con un méximo en 2 6=22. El PET con tratamiento
enzimatico muestra sefiales de reflexion que aumentan en comparacion con el PET sin
tratamiento en 2 6=21.4, 26.2 y una disminucion en 2 6=21.4 comparado con el PET sin
tratamiento indica que el aumento y disminucion de sefiales pueden ser debidos a la

degradacion del PET y la formacién de oligdbmeros y &cido tereftalico.

Los blancos, que corresponden a los difractogramas sin tratamiento enzimatico, pero con
mezcla eutéctica, muestran modificacion en la cristalinidad ya que disminuyen los picos
caracteristicos de PET. Con amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9 los picos en 2 6= 18.1,
21.4,26.2 se ven modificado para las tres enzimas, ademas de que, para la ANCUT2 se

observa un aumento del pico en el diagrama de difraccion.

Para ANCUTL1 los picos disminuyen en 2 6=18.1 y aumenta en 2 6= 26.2. Para los
difractogramas de los tratamientos con las mezclas eutécticas que se ve disminuido y como
ya se menciond para amortiguador aumenta su pico en 26=21.4. Para ANCUT3 los picos de
los difractogramas tanto para amortiguador como para mezclas eutécticas se ven disminuidos

en los picos 2 6 ya mencionados.

Se observa que los difractogramas del PET sometido a tratamiento enzimatico tiene un menor
grado de cristalinidad que el PET sin tratar, al observar los picos disminuidos. Cabe destacar
gue, con el uso de las mezclas eutécticas disminuye el grado de cristalinidad en comparacién

al PET tratado enzimaticamente con amortiguador como medio de reaccion.
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Se hace notar que la temperatura ambiente fue adecuada para causar degradacién de PET.

Evaluacion de degradacion de PET con microscopia electronica de barrido (SEM)

En las figura 23 y 24 se observan micrografias representativas de las muestras de PET Esto
se realizo con el fin de observar cambios en la morfologia del polimero y se compararon con
PET sin tratamiento enzimatico en las tablas 14 y 15 se muestran las condiciones de

reacciones realizadas a temperatura ambiente y a 50 °C.

Los recuadros b), e€) y h) en ambas imagenes corresponden a las muestras tratadas con
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9, los recuadros c), f) e i) corresponden a las muestras
tratadas con G:ChCI:H20 y los recuadros d), g) y j) con U:ChCI:H20. Los recuadros b), c) y d)
fueron tratados con la enzima ANCUT1, los e), f) y g) con la enzima ANCUT2 y los h), i) y j)
con la enzima ANCUT3. En todos los recuadros con tratamiento enzimatico se observan
sefialadas con flechas rojas las zonas donde se observan cambios comparados con el PET
sin tratamiento enzimatico, con desprendimiento de fibras, agujeros y cambios en la topografia
del poliester. Lo cual confirma nuevamentente que hay degradaccién de PET con las enzimas

ANCUT1, ANCUT2 y ANCUTS3 utilizando mezclas eutécticas como medio de reaccion.
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Figura 22 Difractogramas de PET incubado a temperatura ambiente a) sin tratamiento enzimatico, b)
tratamiento enzimatico con Tris-HCI 50 mM pH 9, c) tratamiento enzimatico con enzima ANCUT1 comparando
mezclas eutécticas y amortiguador Tris-HClI 50 mM pH 9, d) tratamiento enzimatico con enzima ANCUT2
comparando mezclas eutécticas y amortiguador Tris-HClI 50 mM pH 9, e) tratamiento enzimatico con enzima
ANCUT3 comparando mezclas eutécticas y amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9.
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Tabla 14. Condiciones de reaccion para la obtencion de micrografias logradas con microscopia electrénica de

barrido con PET molido a 50 °C utilizando diferentes disolventes (figura 21).

Reaccién Enzima Disolvente Tiempo de reaccion

a) - Amortiguador TrisHCI pH 9 50 mM t0

b) ANCUT1 Amortiguador Tris HCI pH 9 50 mM 3 semanas
c) ANCUT1 G:ChCI:Hz20 3 semanas
d) ANCUT1 U:ChCI:H20 3 semanas
e) ANCUT2 Amortiguador Tris HCI pH 9 50 mM 3 semanas
f) ANCUT2 G:ChCI:H20 3 semanas
9) ANCUT2 U:ChCI:H20 3 semanas
h) ANCUT3 Amortiguador Tris HCI pH 9 50 mM 3 semanas
i) ANCUT3 G:ChCI:H20 3 semanas
i) ANCUT3 U:ChCI:H20 3 semanas
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Tabla 15. Condiciones de reaccion para la obtencion de micrografias logradas con microscopia electrénica de

barrido con PET molido a Temperatura ambiente utilizando diferentes disolventes (figura 22)

Reaccién Enzima Disolvente Tiempo de reaccion

a) - Amortiguador TrisHCI pH 9 50 mM t0

b) ANCUT1 Amortiguador Tris HCI pH 9 50 mM 3 semanas
c) ANCUT1 G:ChCI:Hz20 3 semanas
d) ANCUT1 U:ChCI:H20 3 semanas
e) ANCUT2 Amortiguador Tris HCI pH 9 50 mM 3 semanas
f) ANCUT2 G:ChCI:H20 3 semanas
9) ANCUT2 U:ChCI:H20 3 semanas
h) ANCUT3 Amortiguador Tris HCI pH 9 50 mM 3 semanas
i) ANCUT3 G:ChCI:H20 3 semanas
i) ANCUT3 U:ChCI:H20 3 semanas
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Fa-Ush

Figura 23. Micrografias logradas a partir de Microscopia Electronica de Barrido con PET molido a 50 °C. Se sefiala con flechas color rojo
los cambios ocurridos después de la degradacion de PET (tabla 14).
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{

Figura 24. Micrografias logradas a partir de Microscopia Electrénica de Barrido con PET molido a temperatura ambiente. Se sefiala con
flechas color rojo los cambios ocurridos después de la degradacién de PET (tabla 15).
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Se demostro la actividad enzimatica de las cutinasas de Aspergillus nidulans usando como
disolvente mezclas eutécticas. En la bibliografia solamente se ha reportado la actividad de
cutinasas en disolventes eutécticos para la cutinasa Amycolatopsis mediterranei (Tan et al.,
2021). Sus resultados coinciden en dos puntos encontrados en este trabajo: incremento en la
actividad en presencia del disolvente eutéctico y mayor estabilidad a la temperatura. Lo
atribuyen, sin confirmarlo experimentalmente, a las interacciones de puentes de hidrogeno de

cloruro de colina con el sustrato.

En Dominguez de Maria et al. (2019) mencionan proporciones de mezclas eutécticas
combinadas con agua, dando porcentajes de dilucion v/v, de 0-20 % de agua, el agua
funciona como un cosolvente. Por encima de este porcentaje se forma una disolucién
electrolitica, que sin embargo por debajo de 50 % (v/v), se conservan cumulos de mezcla
eutéctica. En Tan et al. (2022) se mencionan mezclas eutécticas diluidas tal como en Miranda
et al., 2019, donde se favorece la actividad y estabilidad de las enzimas, por lo que es
probable que este comportamiento sea debido a una mezcla activadora y no una mezcla
eutéctica como tal. En el presente trabajo se registrd, el aumento de actividad de la catalisis
usando como sustrato p-nitrofenil butirato y la posible estabilidad térmica que presentan las
cutinasas en temperaturas por encima de su temperatura Optima (50, 55, 60 y 65°C)
comparado con el uso de amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 9. En conjunto, los resultados dan
una pauta para la mejora de catalisis usando estas condiciones, debido a la obtencion de
rendimientos bajos comparados con Tournier et al., 2019, quienes logran degradaciéon de 90

% en 10 horas con una eficiencia de 16.7 gramos de TPA por litro por hora.

Bermudez-Garcia et al. (2019) demostraron que el corte de hidrdlisis para cutina es diferente
dependiendo la enzima, por lo que es de esperarse que para otros sustratos como lo es el
PET, también se siga este patrén de corte dependiendo de la enzima utilizada. Al conjuntar
dos enzimas de tipo exo como lo son la ANCUT2 y ANCUT3 con la ANCUTL1 de tipo endo
podremos tener mejores resultados. En las cromatoplacas presentadas se observaron
patrones de degradacion de oligdmeros con mayor intensidad en las manchas cuando se
mezclaron las enzimas ANCUT2 y ANCUT3 con ANCUT1, demostrando la obtencién de
oligbmeros, que son de importancia industrial para la generacion de otros plastificantes y asi

poder entrar al proceso de economia circular. Aunque por este medio no se llegé a
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demostracion de obtencién de TPA, la obtencién de oligdbmeros y la demostracion de la
actividad de las enzimas, en medios no acuosos, como lo son las mezclas eutécticas,

muestra un gran avance a este proyecto y da pauta para futuras investigaciones.

Carniel et al. (2016) demuestran la sinergia de la cutinasa de Humicola insolens y la lipasa de
Candida antarctica (CALB) para la hidrolisis de PET, obteniendo acido tereftalico, por lo que
no hay que descartar posibles sinergias de las cutinasas ANCUT1, ANCUT2 y ANCUTS3 con
otras enzimas como la CALB para la obtencion final del monémero. Por lo que se debe de
retomar el analisis de la sinergia de las cutinasas con mezclas eutécticas y usar otras

enzimas como la CALB.

8 Conclusiones

Una de las limitantes al uso de cutinasas fungicas para degradacion de PET es que se
requiere que sean activas a la temperatura de transicion vitrea del polimero, que se ubica
entre 65-75 °C dependiendo los factores en que se encuentre el PET. Para las cutinasas de
Aspergillus nidulans, las que, como se demuestra en este trabajo se inactivan después de 24
horas de incubacion. Este trabajo partia del supuesto de que la estabilidad térmica de las
mismas mejoraria en presencia de disolventes eutécticos, tomando como modelo mezclas de
cloruro de colina con etilenglicol, glicol o urea. Los resultados avalan este supuesto, ya que

las cutinasas muestran actividad por 4 semanas de incubacion e incluso aumentan la misma.

Por tanto, este trabajo contribuye a implementar una estrategia para incrementar la
termoestabilidad de las enzimas mediante el uso de mezclas que contienen disolventes

eutécticos en diversas proporciones.

Por otra parte, habia sido reportado el hecho de que disolventes eutécticos pueden, per se
degradar PET, aunque se trataba de mezclas diferentes a las empleadas aqui. Este trabajo
contribuye con un ejemplo de que este tipo de disolventes coadyuvan a la degradacion del
polimero y que activa la degradacion enzimatica del mismo, ya que se obtienen nuevos

productos de reaccion cuando estan presente tanto los DES como las enzimas.
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Los efectos de las variables aqui evaluadas deberan de ser explicados con estudios basicos
estructurales de las enzimas y de las interacciones entre los DES y las mismas. Asimismo, se

requieren estudios cuantitativos de la produccion de oligémeros y mondémeros.
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