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Resumen

Hoy en dia, el problema medioambiental generado por la acumulacion de residuos plasticos
afecta a todo tipo de ecosistemas, alterandolos y causando multitud de efectos negativos en los
seres vivos (seres humanos incluidos). Tal es la gravedad del problema que, en los ultimos afios,
se han propuesto multitud de posibles tratamientos para reducir la cantidad de estos residuos,
mitigando sus efectos nocivos. El uso de microorganismos para degradar plasticos supone una
de las soluciones méas prometedoras, constituyendo una via econémica y respetuosa con el
medio natural. En este trabajo, centramos nuestra atencion en la biodegradacion del tereftalato
de polietileno (PET), uno de los poliésteres de uso mas extendido, destacando algunos
microorganismos y enzimas involucrados en este proceso. Asimismo, se discutirdn distintos
enfoques para solventar las limitaciones de algunas de las enzimas y se describira la estructura
y el mecanismo molecular de las enzimas PETasa y MHETasa, producidas por Ideonella
sakaiensis. Pretendemos pues, llevar a cabo una breve descripcion de los hallazgos mas
relevantes obtenidos en la ultima década con el fin de ofrecer una vision del estado actual y
perspectivas futuras de la biodegradacion del PET.

Palabras clave: plasticos, microorganismos, biodegradacion, PET, PETasa, MHETasa.

Abstract

Nowadays, the environmental problem generated by the accumulation of plastic waste affects
all kinds of ecosystems, altering them and causing a multitude of negative effects on living
beings (including humans). Such is the seriousness of the problem that, in recent years, a
multitude of possible treatments have been proposed to reduce the amount of this waste,
mitigating its harmful effects. The use of microorganisms to degrade plastics is one of the most
promising solutions, constituting an economic and environmentally friendly way. In this work,
we focus our attention on the biodegradation of polyethylene terephthalate (PET), one of the
most widely used polyesters, highlighting some microorganisms and enzymes involved in this
process. Likewise, different approaches will be discussed to overcome the limitations of some
of the enzymes and the structure and molecular mechanism of the PETase and MHETase
enzymes, produced by ldeonella sakaiensis, will be described. We intend, therefore, to carry
out a brief description of the most relevant findings obtained in the last decade in order to offer

a vision of the current state and future perspectives of the biodegradation of PET.

Key words: plastic, microorganisms, biodegradation, PET, PETase, MHETase.



1. Introduccién

1.1 Los plasticos, relevancia y peligros que suponen

El origen de los plasticos data de 1869, cuando se disefia el primer polimero sintético en
respuesta a un concurso que pretendia encontrar un sustituto adecuado para el marfil [1]. Desde
entonces, el desarrollo de propiedades como su resistencia, plasticidad y ligereza, unidas a la
facilidad y el bajo costo de produccién, convirtieron al plastico en un material ideal para
diversas industrias y productos de consumo [2]. Actualmente, el auge del plastico es mas que
patente, llegandose a producir a nivel mundial 359 millones de toneladas en 2018, un 3,16%
mas que en 2017 (veéase https://mundoplast.com/produccion-plasticos-2018/). Tal es la
importancia alcanzada en las ultimas décadas que se considera un marcador del Antropoceno
[3]. Sin embargo, a pesar de su importancia y utilidad, son varios los aspectos de este material
que justifican su situacién en el punto de mira de diversos estudios. El término “pléstico”
engloba a una serie de polimeros sintéticos de alto peso molecular, que difieren entre si en
estructura (lineales o ramificados), estado (cristalino, semicristalino o amorfo) o grupos
quimicos presentes (etileno, éster, hidroxilo...), entre otras diferencias [4]. Sin embargo, las
mismas caracteristicas que los hacen deseables para la industria, los convierten en compuestos
recalcitrantes o resistentes a la degradacion, provocando su inevitable acumulacion en los
diversos ecosistemas terrestres y marinos y convirtiéndolos en uno de los problemas

ambientales de mayor relevancia en la actualidad [1].

Los plasticos producen numerosos efectos negativos y de distinta naturaleza sobre el medio
ambiente. En primer lugar, existen desechos macroscopicos que pueden amenazar la
supervivencia de muchas especies, enredandose en sus extremidades y restringiendo su
movilidad, lo que puede provocar la pérdida de extremidades o la incapacidad de subir a la
superficie marina a respirar. Este tipo de desecho también puede ingerirse, permaneciendo en
el tracto digestivo de los animales, minimizando la cantidad de alimento que pueden consumir
y bloqueando las vias respiratorias, lo que, en Gltima instancia, puede provocar la muerte del
animal por asfixia [5]. Por otra parte, existen residuos denominados microplasticos (MP) que
engloban todas aquellas particulas de plastico menores a 5 mm [6]. Los MP derivan de distintos
tipos de plasticos y pueden alterar ecosistemas terrestres y marinos. Al igual que los
macroplasticos, su ingesta puede dafiar los érganos digestivos de distintos organismos y, si son
lo suficientemente pequefios (nanoplasticos 50 nm — 180 nm), pueden transportarse a los tejidos

y a las células, causando alteraciones histologicas notables [6]. También pueden afectar a la



flotabilidad de algunos peces mesopeldgicos, llevandolos a la muerte. Asimismo, se ha
observado la existencia de MP en distintos niveles de la escala trofica, lo que indica su posible
transferencia y/o acumulacion en la cadena alimenticia, suponiendo un riesgo adicional para el

ser humano [6].

En segundo lugar, dada la capacidad de distintas comunidades microbianas para colonizar el
plastico, estos residuos pueden comportarse como vectores de dispersién de microorganismos
patdégenos oportunistas [3,5,7]. De hecho, recientemente, se ha descrito el concepto de
“Plastisfera” para referirse al nicho habitable por los microorganismos en los desechos plasticos
y como éstos pueden llegar a alterar la ecologia de las poblaciones microbianas presentes en
ambientes acuaticos y aumentar el intercambio génico entre las poblaciones que colonizan dicha
Plastisfera [3,7,8]. Como consecuencia de ello, los plasticos podrian comportarse como
reservorios de genes de resistencia antibiotica (ARG) y genes de resistencia a metales (MRG),

lo cual supone un efecto negativo adicional [7].

En tercer lugar, muchos de los aditivos que contienen (colorantes, plastificantes, estabilizantes,
agentes antiestaticos...) pueden ser liberados, no so6lo durante su fabricacion, sino durante su
uso y posterior acumulacion, resultando peligrosos para la salud humana. De hecho, han sido

clasificados como persistentes, bioacumulativos, cancerigenos o toxicos [9,10]

1.2 Estrategias para el tratamiento de los residuos plasticos

A tenor de lo anteriormente expuesto, resulta evidente que los efectos perjudiciales derivados
del plastico lo convierten en una gran amenaza para los seres vivos, de ahi que, la busqueda de
un meétodo eficaz y viable para su eliminacién de los ecosistemas, se haya vuelto imperativa.
Con el objetivo de solventar el problema medioambiental que supone el plastico, se han
desarrollado varias aproximaciones con la intencion de reducir la cantidad de residuos, asi como

eliminar su presencia en el medio ambiente.

1.2.1 Plasticos biodegradables

El desarrollo de plasticos biodegradables se ha convertido en una importante alternativa con la
que se pretende minimizar la produccién de polimeros sintéticos recalcitrantes, sustituyéndolos
por polimeros sintetizados a partir de materias primas biodegradables (como almidén o
celulosa), o sintetizados por microorganismos, como los polihidroxialcanoatos (PHA). Estos
polimeros son poliésteres biodegradables que algunos microorganismos sintetizan y acumulan
como fuente de carbono y energia, siendo el mas comun el polihidroxibutirato (PHB) [2, 11].
Dado que se trata de plasticos, en teoria biodegradables, deberian suponer una ventaja al
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poderse degradar de forma natural por la actividad microbiana. Sin embargo, algunos estudios
cuestionan su biodegradabilidad y, en algunos casos, ésta puede suponer la liberacion de
intermediarios que inhiben el crecimiento de algunos vegetales o suponen un riesgo para la
salud de los seres vivos, en forma de microplasticos. En este sentido, los resultados mostrados
por diferentes autores indican que, la biodegradabilidad de estos bioplasticos depende de unas
determinadas condiciones bidticas y abidticas en el ambiente, y éstas no siempre se dan en
ambientes naturales [11]. Ademas, muchos de estos plasticos biodegradables presentan aditivos
(como plastificantes) que pueden resultar igualmente dafiinos y que, por su naturaleza,
requieren un estudio mas detallado [11].

Por otro lado, es preciso sefialar que, los resultados obtenidos en estudios realizados con la
mayoria de estos plasticos, definidos como biodegradables, han sido realizados en ambientes
terrestres y no en ambientes marinos, por lo que no se puede afirmar que sean totalmente
biodegradables [12]. Por tanto, podria concluirse que, por si sola, la mera sustitucion de los
polimeros sintéticos basados en combustibles fosiles, por estos polimeros biodegradables, no

soluciona el problema de la acumulacion de estos residuos en el medio ambiente [2].

1.2.2 Reciclaje

En 2018, se recogieron en la Union Europea 17,8 millones de toneladas de residuos de envases
plasticos, destindndose un 42 % al reciclaje, un 39,5% a la recuperacion de energia 'y un 18,5%
a los vertederos (Figura 1) [13]. En la actualidad, el reciclaje se ha convertido en un método,
relativamente eficiente, para reducir este tipo de desechos, lo que ha producido un aumento
significativo de dicha estrategia en los Ultimos afios. Sin embargo, este sistema también presenta
algunas desventajas, como el hecho de que, no todos los plasticos cumplen las condiciones
necesarias para ser reciclados [14]. Ademas, el reciclaje tambien puede provocar la
acumulacién de productos quimicos peligrosos en materiales secundarios, lo que afecta
negativamente a su valor de mercado, restringiendo sus aplicaciones posteriores [9]. Por otro
lado, los altos costes del proceso de reciclaje suponen una seria limitacion a su implementacion
[15].
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1.2.3 Incineracion y métodos quimicos de reciclaje

Cuando la recoleccion, clasificacion y separacion de los residuos plasticos es complicada o
economicamente inviable, la incineracion supone una alternativa que permite recuperar, en
forma de calor, la energia almacenada en los plasticos [16]. Para ello, se utilizan reactores
especiales (Incineradores), en los que los residuos son sometidos a un proceso de combustion,
generando CO. y H.O como productos finales. En este proceso, el calor producido en forma de
vapor de agua se puede utilizar para generar electricidad a través de turbinas [16]. A pesar de
ello, este tratamiento resulta aun mas peligroso que los anteriores, puesto que, como
consecuencia de su aplicacion, se generan gases toxicos, como monoxido de carbono y

dioxinas, liberandose también al medio ambiente metales pesados como el Cadmio [16,17,18].

Por lo que a los métodos quimicos se refiere, se han descrito diferentes tipos de tratamientos.
En el caso concreto de los poliésteres, su escision puede llevarse a cabo utilizando diferentes
reactivos como el agua (hidrolisis), alcoholes (alcohdlisis), acidos (aciddlisis), glicoles
(glicdlisis) y amidas (amindlisis), capaces de romper los enlaces éster. Sin embargo, estos
métodos presentan dos inconvenientes importantes: por un lado, liberan productos secundarios

contaminantes y, por otro, exigen un alto consumo energeético [16,18].

1.2.4 Biodegradacion

Actualmente, la estrategia mas atractiva para solucionar los problemas de contaminacién
ambiental causada por los residuos plasticos es la biodegradacion, maxime si tenemos en cuenta
los inconvenientes planteados por el resto de las estrategias consideradas hasta ahora. La

biodegradacion podria definirse como un proceso complejo en el que pueden identificarse las
5



siguientes fases: biodeterioro, biofragmentacion, asimilacion y mineralizacion (Figura 2)
[1,3,19].

En este contexto, es preciso sefialar que la primera etapa de biodeterioro incluye factores, tanto
bidticos como abidticos, que modifican las propiedades mecénicas, fisicas y quimicas del
material. De hecho, la accion inicial de los factores abioticos (temperatura, radiacion UV,
oxigeno...) debilitan la estructura del polimero, generando rugosidades, poros y cambios
moleculares que facilitan la colonizacion del sustrato por los microorganismos [1,3,19]. El
posterior desarrollo de un biofilm en la superficie del plastico actia conjuntamente con los
factores abioticos para modificar las propiedades del material. Durante la fase de
biofragmentacién, los microorganismos que componen el biofilm liberan enzimas
extracelulares (oxigenasas, lipasas, esterasas, depolimerasas...) que reducen el peso molecular
de los polimeros, liberando oligdmeros y monomeros que pueden ser asimilados por las células

[1,3,19] (Figura 2).

Initial attachment of microbes on the plastic surface

- - Figura 2: Principio de la degradacion

Polymeric material microbiana  de  un  poliester.  Los
microrganismos colonizan a la superficie del
polimero, forman un biofilm, y secretan una
serie de enzimas hidroliticas que rompen los
enlaces éster de las cadenas del polimero. Los

Microbial Biofilm formation productos liberados por la hidrdlisis
B (mondmeros, dimeros, etc.) son asimilados y
L posteriormente  metabolizados  por los

_— microorganismos [20].

Biodetoriation: Secretion of extracellular enzymes and EPS

|

Biofragmentation: Formation of oligomers, dimers, monomers

* . . ’

!

Mineralization: Microbial biomass, CO2, H.O



En la fase de asimilacion, estas moléculas provenientes de los fragmentos del polimero son
introducidas en el interior de las células microbianas, para la obtencion de energia, electrones,
carbono y, eventualmente, otros elementos (nitrégeno, azufre, fésforo) [1,3,19]. Por ultimo, la
mineralizacion resulta en la excrecidn de metabolitos completamente oxidados cuya naturaleza
dependera del tipo de degradacién que se lleve a cabo. Si la degradacion es aerobia, se liberara

CO2 y H20, mientras que si es anaerobia se liberaran CH4, CO2 y H20 [1,3,19].

Aunque, desde un punto de vista conceptual, se pueden describir con precision las diferentes
etapas que participan en la biodegradacion de los plasticos, son varios los factores que afectan
dicho proceso, entre ellos, el tamafio, la forma, el peso molecular, la topologia de la superficie
o los aditivos, que pueden propiciar o limitar la formacion del biofilm. También, la cristalinidad
del polimero se comporta como factor limitante, ya que los microorganismos se adhieren
preferentemente a las regiones amorfas de su superficie [1]. De igual modo, las caracteristicas
fisicoquimicas del ambiente, como la temperatura, la disponibilidad de nutrientes y el pH, entre
otros, juegan un papel importante en la biodegradacion [1].

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, parece evidente que, la biodegradacion, a
diferencia del resto de estrategias aqui comentadas, ofrece una alternativa mas ecoldgica, ya
que previene la contaminacion secundaria del medio ambiente y, a la par, mas economica, dado
que reduce los costes del tratamiento [15,19]. No obstante, este método también presenta alguna
desventaja como, por ejemplo, resulta méas lento que otros procesos fisicos y quimicos [15]. A
pesar de ello, la biodegradacion representa sin duda, una de las opciones mas prometedoras hoy

en dia.

1.3 Biodegradacion de plasticos: El caso del PET

Desde el punto de vista de su demanda, los tipos de plasticos mas importantes en Europa son:
polipropileno (PP), polietileno (PE), cloruro de polivinilo (PVC), poliuretano (PUR),
poliestireno expandido (EPS), poliestireno (PS) y polietilentereftalato o tereftalato de
polietileno (PET). Dentro de este grupo, el PET supone un 7,7% de la demanda total (Figura
3-Figura 4) [13] y, al igual que sucede con otros plasticos, sus propiedades especiales facilitan
su acumulacién en el medio ambiente durante cientos de afios, causando graves problemas
medioambientales, como se ha comentado con anterioridad. A este respecto, son varios los
autores que sefialan una posible relacion entre el PET y la liberacion de disruptores endocrinos
al medio, si bien esta relacion resulta controvertida [18, 21,22]. Entre ellos, destacan los ftalatos,

diésteres de acido ftalico, capaces de alterar el control hormonal involucrado en distintas vias



metabdlicas, pudiendo alterar nuestra fisiologia y, en ultimo término, nuestra salud.
[18,21,22,23].

PP PE-LD / PE-LLD PE-HD / PE-MD
Food packaging, sweet and snack Reusable bags, trays and containers, Toys, milk bottles, shampoo
wrappers, hinged caps, microwave agricultural film, food packaging bottles, pipes, houseware, etc.
containers, pipes, automotive parts, film, etc.

bank notes, etc.

10% 7:9%

1
&
s

J{:{ I\ j _‘
-

— s
PVC PUR PET
Window frames, profiles, floor and Building insulation, pillows and Bottles for water, soft drinks,
wall covering, pipes, cable insulation, mattresses, insulating foams juices, cleaners, etc.
garden hoses, inflatable pools, etc. for fridges, etc.
6.4%
PS / E PS Hub caps (ABS); optical fibres (PBT);
Food packaging (dairy, eyeglasses lenses, roofing sheets (PC);
fishery), building ! touch screens (PMMA); cable coating in

telecommunications (PTFE); and many

others in aerospace, medical implants,

surgical devices, membranes, valves &
seals, protective coatings, etc.

insulation, electrical &
electronic equipment,
inner liner for fridges,
eyeglasses frames, etc.

Figura 3: Distribucion de la demanda de plastico en Europa por tipo de resina [13].

ot A 4

Polyethylene (PE) Polypropylene (PP) Polystyrene (PS) Poly(vinyl chloride) (PVC)
Jt;b": : oﬁ/%
o o~/ ]

Polyethylene terephthalate (PET)

Figura 4: Estructura de los principales termoplésticos comerciales.

El PET es un poliéster perteneciente a la familia de los termoplasticos, caracterizados por
derretirse o deformarse al aumentar la temperatura y endurecerse cuando ésta desciende. Se
trata de una caracteristica reversible, pudiéndose recalentar, reformar y enfriar repetidamente
[1,13]. Esta compuesto principalmente por etilenglicol (EG) y &cido tereftalico (TPA), unidos
por enlaces ester (Figura 5), y es utilizado principalmente en la industria textil, como fibras
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sintéticas para la ropa, y como material de empaquetado de alimentos y bebidas. En muchas
de sus formas comerciales, el PET es semicristalino, es decir, presenta una fraccion amorfa y
otra cristalina, variando sus proporciones dependiendo del producto que se desee [1]. Su
resistencia y baja biodegradabilidad se deben a la presencia de unidades aromaticas repetidas
de tereftalato en su esqueleto y la movilidad limitada de las cadenas del polimero. Del mismo
modo, su superficie hidrofébica supone una barrera significativa para la biodegradacion,

limitando la colonizacion microbiana y la accion de las enzimas hidroliticas capaces de

degradarlo.
HOOC@— COOH 4 HO-CH,- CH,~OH —» H{ooc@— COO—CHz-CHz}OH + H,0
n
Terphthalic Acid Ethylene Glycol Oligomer [n=2to 4] Water

1. Catalyst 285 °C
2. Solid Phase Polymerisation 280 °C

H {0004@* COO—CH,- CHZ} OH
n

Polyethylene Terphthalate [ n= 130 - 150]
Molecular weight 25000

Figura 5: Fabricacién del PET mediante la polimerizacién del EG y el TPA [16].

2.0bjetivos

Dada la importancia industrial de los polimeros plasticos, asi como su importancia
socioecondmica y relevancia ambiental y sanitaria, en los ultimos afios, han surgido multitud
de actuaciones y movilizaciones sociales en pos de la proteccion medioambiental a las que no
ha sido ajena la sociedad cientifica mundial. De hecho, son muchas las investigaciones que,
desde hace algunos afios y bajo diferentes puntos de vista, se estan llevando a cabo con el fin
de minimizar o eliminar los efectos negativos producidos por los polimeros plasticos. De
acuerdo con ello y, con el fin de profundizar un poco mas en algunos de estos aspectos, nos

hemos propuesto en este trabajo varios objetivos.
Objetivo General:

Presentar un breve analisis del estado actual del conocimiento de la biodegradacion de uno de

estos polimeros plasticos, el polietilentereftalato (PET).



Objetivos Especificos:

Presentar un estudio genérico de las principales enzimas implicadas en este proceso, asi como

de los microorganismos responsables.

Analizar el estado actual y perspectivas futuras de los estudios llevados a cabo con la bacteria
degradadora de PET lIdeonella sakaiensis.

3. Biodegradacion del PET
3.1 Consideraciones previas.

Como se ha comentado anteriormente, el PET esta compuesto por mondémeros unidos entre si
mediante enlaces tipo éster. Consecuentemente, aquellos microorganismos que posean enzimas
hidroliticas capaces de atacar y romper estos enlaces podrian generar compuestos de bajo peso
molecular (mondémeros) asimilables por la célula. No obstante, debemos tener presentes una
serie de consideraciones previas, a la hora de afrontar los estudios sobre la biodegradacion del
PET.

La capacidad de los microorganismos para degradar el PET va a depender de sus propiedades
fisicoquimicas, por lo que, no todos los tipos de PET son igualmente susceptibles a la
degradacion [24]. En este sentido, se ha demostrado que la velocidad a la que se degradan los
poliésteres esta relacionada con la movilidad de las cadenas del polimero, la cual viene
determinada por el grado de cristalinidad y la diferencia entre la temperatura de degradacién y
la temperatura de fusion o de transicion vitrea (dependiendo de la cristalinidad del polimero)
[25]. De hecho, en los polimeros semicristalinos como el PET, un alto porcentaje de
cristalinidad afecta negativamente a la actividad de algunas enzimas, obstaculizando su
degradacion. Eso se debe a que, en las regiones amorfas, las cadenas del polimero estan menos
empaquetadas y su movilidad es mayor, resultando mas accesibles para las enzimas y haciendo
que estas partes sean mas susceptibles a la biodegradacion. En cambio, en la fraccion cristalina
las cadenas estan ordenadas y fijadas por fuerzas intramoleculares, por lo que su movilidad es
mucho menor [24,25,26]. Como consecuencia de ello, la biodegradacion sera méas lenta en

aquellos polimeros de PET que presenten mayor grado de cristalinidad.

También la temperatura afecta a la movilidad de las cadenas, ya que, las que forman parte de la
fraccion cristalina, se vuelven mas desordenadas cuando se alcanza la temperatura de fusion

(Tf), lo mismo que sucede con las de la fraccion amorfa cuando se alcanza la temperatura de
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transicion vitrea (Tg). En ambos casos, estas temperaturas son muy altas cuando se trata de
poliésteres como el PET, de ahi que la degradacién de este polimero se vea favorecida a altas
temperaturas. Este comportamiento térmico peculiar del polimero supone un serio problema
respecto a su biodegradacion, ya que la mayor parte de las enzimas operan a temperaturas
proximas a la ambiental [1,24,26, 27].

3.2 Hidrolisis del PET. Enzimas descritas.

Las principales enzimas capaces de degradar PET son las hidrolasas, principalmente lipasas,
esterasas, carboxilesterasas y cutinasas [28], que pueden catalizar la escision de los enlaces
éster por medio de una reaccion en la que se consume una molécula de agua. A continuacion,
se describen algunas de las enzimas que, de acuerdo con la bibliografia consultada, han
destacado por su actividad hidrolitica sobre el PET. Asimismo, se mostraran algunas de las

estrategias propuestas para maximizar su rendimiento.

3.2.1 Thermobifida fusca. TfH, TfCut2, TfCa

En el afio 2005, Miller et al. [29] describen una hidrolasa extracelular, producida por un
actinomiceto termofilo (Thermobifida fusca DSM 43793), que es capaz de despolimerizar el
PET, demostrando por primera vez que este polimero puede ser hidrolizado por enzimas de
manera efectiva y planteando la posibilidad de que el reciclaje biolégico del PET, una opcion
considerada hasta entonces inviable, puede ser una alternativa para el tratamiento de este tipo
de residuos plasticos. La enzima, denominada TfH, demostré tener una alta capacidad
hidrolitica sobre el PET, si bien los materiales de PET utilizados en los experimentos
presentaban dos caracteristicas que hacian que su degradacion fuera mas facil: una baja
cristalinidad y una temperatura de transicion vitrea proxima a la temperatura Optima de la
enzima (55°C) [29]. En este estudio se sugiere que la gran actividad de la TfH para hidrolizar
el PET se debe, en gran medida, a su termo-estabilidad, que le permite mantener su actividad a
temperaturas altas. Ademas, la enzima presenta caracteristicas estructurales que le permiten

degradar con mayor facilidad las cadenas menos moviles del polimero [29].

Posteriormente, se describié una cutinasa, secretada por T. fusca KW3, que también presenta
una gran actividad hidrolitica sobre el PET [30, 31]. La familia de las cutinasas esta formada
por enzimas que catalizan la ruptura de los enlaces ésteres de la cutina, sin embargo, se han
descrito varias enzimas pertenecientes a esta familia que son capaces de degradar los enlaces
ésteres del PET [26]. Esta cutinasa en concreto se denomin6 TfCut2 y entre sus caracteristicas

destaca, al igual que en la TfH, su termo-estabilidad [31]. En la reaccion de hidrolisis del PET
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catalizada por TfCut2 se producen diversos productos solubles, principalmente &cido mono(2-
hidroxietil) tereftdlico (MHET), junto con cantidades menores de &cido bis(2-hidroxietil)
tereftalico (BHET) y TPA [31,32]. A pesar de su gran actividad hidrolitica, esta enzima presenta
inconvenientes, ya que los productos intermediarios MHET y BHET pueden ocupar el lugar
del PET en el sitio de unién al sustrato y, en consecuencia, actuar como inhibidores
competitivos de la TfCut2 [32]. La enzima también puede descomponer los intermediarios
MHET y BHET para producir EG y TPA, sin embargo, estos compuestos se degradan
lentamente, especialmente el MHET. Como resultado, la concentracion de MHET en el medio
aumenta, provocando una disminucion de la eficacia de TfCut2 para degradar el PET (Figura
6) [32]. Esta limitacion plantea un grave problema de cara a utilizar esta enzima a gran escala

para degradar este polimero [32].

PET

Inhibition

MHET

Figura 6: Biodegradacion de PET catalizada por la enzima TfCu2 de T. fusca, mostrando los productos
intermediarios (BHET y MHET), los productos finales (TPAy EG) y el efecto inhibidor del MHET sobre la enzima.
(basado en [32] y en https://www-sciencedirect-com.accedys2.bbtk.ull.es/science/article/pii/S1369703X14002964)

Una de las estrategias planteadas para solventar este problema consiste en utilizar un sistema
en el que intervienen dos enzimas: la cutinasa TfCut2, que es capaz de degradar las cadenas del
polimero, y una carboxilesterasa (TfCa), también producida por T. fusca KW3, que es capaz de
eliminar los intermediarios procedentes de la hidrélisis del PET [33]. La utilizacion del sistema
TfCut2+TfCa mejora notablemente el rendimiento obtenido con la TfCut2, observandose
pérdidas de peso del 47,9% en laminas de PET incubadas durante 24 horas con las dos enzimas,
frente al 20,4% obtenido en las incubaciones realizadas Unicamente con TfCut2 [33]. Estudios

como este demuestran las ventajas que supone utilizar un sistema que combina la actividad de
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varias enzimas como estrategia para la biodegradacion del PET, sin embargo, no deja de ser un

estudio preliminar que requiere més desarrollo.

3.2.2 Humicola insolens y Candida antarctica. HIC y CALB

Entre la diversidad de lipasas y cutinasas que presentan actividad hidrolitica sobre el PET, cabe
destacar la cutinasa HiC, producida por el hongo terméfilo Humicola insolens, y la lipasa B de
la levadura Candida antarctica (CALB) [26,28,38]. Existen varios estudios en los que se
describe que la actividad hidrolitica de la HiC es bastante superior a la de otras cutinasas y
lipasas, llegando a provocar en laminas de PET de baja cristalinidad (7%), una pérdida de peso
del 97% después de 96 horas de incubacién a 70°C [26,28]. Segun estos estudios, esta
superioridad se debe principalmente a la termo-estabilidad de la enzima, que le permite
mantener su actividad a 70-80°C. Esto implica que la hidrélisis del PET amorfo se produce a
temperaturas muy cercanas a su temperatura de transicion vitrea (Tg, 75°C), lo que, como ya se
menciono en apartados anteriores, hace que el polimero sea mas susceptible a la degradacion
[26,28,34]. Sin embargo, la cutinasa HiC presenta limitaciones, ya que tiene una baja actividad
a temperatura ambiente y es poco efectiva sobre polimeros de PET de alta cristalinidad [26].
Ademas, los intermediarios liberados por la hidrélisis (MHET y BHET) actian como
inhibidores competitivos, disminuyendo la efectividad de la enzima. Para resolver este
problema también se ha planteado la utilizacion de sistemas que combinan, en este caso, la
cutinasa HiC con una segunda enzima (CALB) que cataliza rapidamente la conversion de
MHET en TPA, impidiendo de esta forma que el intermediario actie como un inhibidor
competitivo de la cutinasa [28,34]. Dado que las enzimas presentan rangos Optimos de
temperatura distintos (30-60°C para la CALB y 35-70°C para la HiC), se disefiaron dos vias de
actuacién: en una de ellas, las enzimas se afiaden simultdneamente y se incuban a una
temperatura de 60°C; en la otra, las enzimas se afiaden secuencialmente y se incuban a distintas
temperaturas, haciendo uso en primer lugar de la HiC a 60°C vy, tras catorce dias, de la CALB
a 37°C [28]. En ambos casos se demostrd que la sinergia entre las enzimas mejora el
rendimiento de la degradacién llevada a cabo por HiC, especialmente cuando se utilizan de
forma secuencial [28,34]. Al igual que el caso expuesto en el apartado anterior, este estudio
supone una via sumamente interesante de cara al futuro, en la que se plantea la utilizacion de
sistemas duales de enzimas para degradar totalmente el PET. Sin embargo, es necesario seguir

desarrollandola para poder aplicarla a gran escala.
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3.3 Ideonella sakaiensis, una bacteria capaz de degradar y

asimilar el PET

3.3.1 Aislamiento y caracterizacion.

En 2016, Yoshida et al. [35] describieron una bacteria que, por si sola, es capaz de degradar
completamente el PET, utilizando este sustrato como fuente de carbono y energia. En este
estudio, se recolectaron 250 muestras de ambientes contaminados con este tipo de desechos,
incluyendo sedimentos, suelos, aguas residuales y lodos activados. En una de las muestras de
sedimento, se puso de manifiesto la existencia de un consorcio microbiano, identificado como
“no. 46”, capaz de producir alteraciones significativas sobre ldminas de PET de baja
cristalinidad (1,9%). A partir de este consorcio se aislé una cepa bacteriana del género Ideonella
(1. sakaiensis 201-F6), que parecia estar implicada en la actividad biodegradadora del mismo.
Esta hipotesis se vio sustentada por el hallazgo de un sub-consorcio que habia perdido la
capacidad para degradar el PET y carecia de I. sakaiensis, lo que sugiere que la capacidad
biodegradadora del consorcio original se debia a la presencia de esta bacteria [35]. Al igual que
el resto de especies del género Ideonella, I. sakaiensis pertenece a la familia Comamonadaceae
de la clase Betaproteobacteria. Las bacterias de esta especie son bacilos Gram-negativos,
aerobios, no formadores de esporas y moviles, con un flagelo polar (Figura 7) [36]. Con
respecto al pH, su rango de crecimiento esta entre 5.5y 9, siendo el pH éptimo 7-7,5. En cuanto
a la temperatura, son bacterias mesofilas que crecen entre 15°C y 42°C, con una temperatura
Optima de 30-37°C y cuyo crecimiento se ve totalmente inhibido a 45°C. Por otra parte, se trata

de bacterias no haldfilas, incapaces de crecer en presencia de NaCl al 3% [36].

Figura 7: Micrografia electronica de transmision de una célula de I. sakaiensis 201- F6T [36]
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Las células de I. sakaiensis presentan una serie de apéndices que les permiten conectarse entre
ellas, adherirse a la superficie del plastico y colonizarlo, tal y como se muestra en la Figura 8
[35]. La existencia de estos apéndices también facilita la secrecion de enzimas extracelulares
sobre el sustrato, de forma que se considera que juegan un papel importante en la actividad
biodegradativa de la bacteria [35]. Sin embargo, la razén principal por la que I. sakaiensis es
capaz de degradar el PET y utilizarlo como fuente de carbono y energia, es su capacidad para
producir dos enzimas hidroliticas, denominadas PETasa y MHETasa, que atacan al polimero y
a sus intermediarios para transformarlos en monémeros facilmente asimilables por la célula
[35,36]. Por tanto, para comprender el mecanismo que permite a esta bacteria utilizar el PET
como recurso, es preciso dilucidar la estructura de estas enzimas y establecer las diferencias
que pueden presentar con respecto a otras enzimas degradadoras de PET. Este conocimiento

puede sentar las bases para desarrollar nuevas cepas mas eficaces que proporcionen una

solucion real a la acumulacién de PET en el medio ambiente.

Figura 8:  Micrografias
electronicas de barrido que
muestran la colonizacion de
una lamina de PET por I
sakaiensis 201-F6. En la
imagen A, las fechas indican
los puntos de contacto de los
apéndices de las bacterias con
la superficie del PET. La
Imagen B muestra células
aparentemente unidas entre si
por medio de estos apéndices.
En la imagen C, detalle de
una celula de I. sakaiensis
unida a la superficie del PET
através de los apéndices de la
bacteria  (sefialados  por
fechas) [35].

3.3.2 LaPETasa. Caracteristicas estructurales y mecanismos moleculares.

En su trabajo, Yoshida et al. [35] lograron identificar, mediante analisis genéticos y
bioquimicos, las enzimas de |. sakaiensis implicadas en la hidrolisis del PET. A partir del
genoma de la bacteria, se identificé un marco de lectura abierto (ORF, open reading frame) que
codificaba una supuesta lipasa, cuya secuencia de aminoacidos presentaba una homologia del
51% con respecto a la hidrolasa TfH de T. fusca [35,37]. Una vez purificada, la proteina se

incubd con una ldmina de PET a 30°C. Después de 18 horas de incubacion, se observd, por un
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lado, la aparicion de oquedades en la superficie del plastico (Figura 9) vy, por otro, la liberacién
de intermediarios provenientes de la hidrolisis del PET, ambos hechos indicativos de la
capacidad hidrolitica de dicha proteina [35].

Figura 9: Micrografia electrénica de barrido de la
superficie de una pelicula de PET tras 18 horas de
incubacidn con la enzima PETasa a 30°C. El recuadro
muestra una imagen de la pelicula de PET intacta. La barra
de escala es de 5 mm [35].

Esta enzima extracelular, denominada PETasa, es capaz de hidrolizar el PET liberando
principalmente MHET, junto con cantidades menores de BHET y TPA (Figura 10) [35,37 ,38
,39]. La PETasa también es capaz de actuar sobre uno de los intermediarios, el BHET, cuya
hidrolisis produce MHET [35]. Cuando la actividad de la PETasa se compara con la de otras
enzimas que hidrolizan PET como, por ejemplo, la TfH de T. fusca, se observa que la actividad
de la PETasa sobre ésteres alifaticos unidos a p-nitrofenol, es menor que la de TfH. Sin
embargo, cuando se utiliza PET como sustrato, la actividad de la PETasa es 120 veces mayor
que la de TfH, y lo mismo sucede con el BHET [35]. Estos resultados indican que la PETasa
tiene una mayor especificidad por el PET y el BHET que otras enzimas hidroliticas descritas
previamente. Ademas, la PETasa es ligeramente termolabil y muestra una buena actividad a
30°C, una temperatura considerablemente mas baja que la requerida por otras enzimas
degradadoras de PET [35,37]. Asi pues, la PETasa presenta dos caracteristicas que la convierten
en una enzima mas eficaz que otras hidrolasas de PET descritas previamente: en primer lugar,
una mayor afinidad por el PET y el BHET como sustratos y, en segundo, su capacidad para

actuar sobre el polimero a temperatura ambiente.
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Figura 10: La imagen A [39] muestra los productos generados por la accién de la PETasa sobre el PET (BHET,
MHET, TPA), con indicacion de los enlaces susceptibles de ser hidrolizados por la enzima (flechas rojas). La
imagen B [35] muestra la deteccion, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), de dichos
productos después de una incubacion de 18 horas a 30°C.

Tal y como se ha mencionado, la PETasa comparte cierto grado de identidad de secuencia con
enzimas de tipo cutinasas, capaces de hidrolizar el PET. Sin embargo, la PETasa muestra
algunas caracteristicas estructurales unicas, a las que cabe atribuir las diferencias observadas
entre la PETasa y otras enzimas degradadoras de PET, en relacion con su actividad hidrolitica
sobre el polimero. Recientemente, varios grupos de investigacion han descrito la estructura
cristalina de la PETasa, con el fin de determinar dichas caracteristicas y dilucidar el mecanismo

molecular de la enzima [39-43].

La PETasa presenta el pliegue caracteristico de la superfamilia de las o/ hidrolasas, con una
lamina B central retorcida que consta de nueve hebras 3 conectadas por seis hélices a [39,41,42
,43]. En su sitio activo presenta una triada catalitica formada por serina, histidina y aspartico
(S131-H208-D177), facilmente reconocible gracias a su homologia con algunas cutinasas
(Figura 11) [39,41]. De acuerdo con los estudios realizados, el surco superficial que se localiza
sobre la serina nucleofilica conforma el bolsillo de unién al sustrato. Segun estos estudios, el
sitio activo de la PETasa es mas amplio que el de otras cutinasas, lo que podria explicar por qué
puede unirse a un sustrato tan voluminoso como el PET. Sin embargo, como ya se ha indicado,
los residuos que conforman el bolsillo de union de la PETasa estan altamente conservados en
enzimas homologas, lo que sugiere la existencia de otros factores que confieren al bolsillo de

unién de la PETasa una estructura peculiar [39].

En primer lugar, la PETasa tiene dos puentes disulfuro intramoleculares (DS1 y DS2), a

diferencia de otras enzimas homdlogas que presentan uno solo (DS2). El puente DS2 conecta
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la hélice C-terminal con el Gltimo bucle, mientras que el puente DS1 permite la unién de los
bucles b7-a5 y b8-a6, que albergan, respectivamente, el &cido catalitico (D177) y la base
catalitica (H208) (Figura 11) [39,40 ,41]. Diversos estudios sugieren que el deterioro del puente
disulfuro DS1, especifico de la PETasa, lleva a una disminucion de la actividad catalitica de la
enzima, lo que implica que dicho enlace juega un papel fundamental en su capacidad para
hidrolizar PET [39,41].

En segundo lugar, el bucle b8-a6 de la PETasa posee tres aminodcidos mas que el de otras
enzimas homologas. Se ha propuesto que este bucle extendido proporciona un espacio mas
amplio que permite la union del PET a la enzima. Del mismo modo, es probable que el puente
disulfuro DS1 sea necesario para mantener el bucle y los residuos de la triada catalitica en sus
posiciones funcionales [39,40].

Por ultimo, la PETasa presenta un residuo de triptéfano (W156), localizado cerca del centro
catalitico, que es capaz de adoptar tres conformaciones distintas en la estructura cristalina (A,
B y C), mientras que, en otras enzimas homdlogas, el residuo Trp equivalente solo permite la
conformacion C. Este cambio conformacional, tinico de la PETasa, se denomina “bamboleo de
W156” (W156 wobbling) y puede estar involucrado en la union al sustrato [39,41]. El analisis
de los residuos adyacentes a W156 han puesto de manifiesto la existencia de un residuo de
serina (S185) distintivo de la PETasa, que es remplazado por un residuo de histidina en otras
enzimas homdlogas (Figura 11). Se ha propuesto que el residuo de serina, al poseer un tamario
menor que la histidina, permite que el residuo W156 de la PETasa tenga espacio para rotar,
pudiendo cambiar de conformacion, mientras que, en otras enzimas homologas, la histidina
restringe dicha movilidad y se mantiene la conformacion C. Estudios mutagénicos han

demostrado que un mutante S185H presenta una actividad hidrolitica del PET mucho menor.

Figura 11: La imagen A
muestra la estructura de
la PETasa, con la triada
catalitica  S131-H208-
D177, los residuos S185
y W156, y el puente
disulfuro DS1, especifico
de la PETasa, uniendo de
los bucles b7-a5 y b8-a6.

Pl | S131 La imagen B muestra la

¥ 4 H208 estructura de la
hidrolasa de T. fusca, con
DS1 é los residuos equivalentes
de W156 y S185 en color

amarillo [41].

S185 %&
W156
D177
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Todos estos estudios han permitido dilucidar el modelo de union al sustrato de la PETasa y
proponer el mecanismo de accion de la enzima que se muestra en la Figura 12 [39,41]. De
acuerdo con el mecanismo propuesto, la PETasa posee una hendidura superficial en la que
W156 puede adoptar varias conformaciones. Para que el sustrato se una a la enzima, W156
debe estar en conformacion B, aportando la fuerza de apilamiento T (interaccion borde-cara)
necesaria para la union del sustrato [39]. Cuando el PET se une al bolsillo mediante
interacciones hidrofébicas, el grupo carbonilo se posiciona en el centro catalitico y el &omo de
oxigeno de este grupo queda enfrentado al agujero de oxianion. A continuacion, la triada
catalitica lleva a cabo un ataque nucleofilico y el agujero de oxianién, polariza el enlace éster
y estabiliza la reaccion intermedia. La consecuente formacion del intermediario acilenzima, y
un segundo ataque nucleofilico por parte de una molécula de agua, provoca la escision del
enlace éster. El &cido benzoico resultante, que presenta una superficie plana de gran amplitud,
es susceptible de interactuar con la cadena lateral de W156 (apilamiento m), lo que provoca que

el producto rote y sea liberado [39,41].
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\
“1'32 Y?S C Figura 12: Mecanismo de accién de la PETasa. La
Oxyanion N N imagen A muestra el bolsillo de union al sustrato vacio
hole H H y el residuo W156, que puede adoptar varias
———— — — o~ conformaciones. En la imagen B, el PET se une
o AE A NS mediante interacciones hidrofébicas, el grupo
Vo R o carbonilo del enlace éster que va a ser hidrolizado se
W coloca en el sitio activo, y el anillo de benceno
=0 R adyacente interacciona con el residuo W156 en
W156 ¢ 3131 = conformacién B (se apila en T). En la imagen C, el
2 .H—b\a% &cido benzoico resultante de la ruptura del enlace éster
\\(o H208 interacciona con W156 (apilamiento cara-cara),
D177 induciendo la rotacion y su liberacion [41].

3.3.3 La MHETasa. Caracteristicas estructurales y mecanismos moleculares.

Yoshida et al. [35] también observaron que los niveles de transcripcién del gen que codifica la
PETasa aumentaban considerablemente cuando la bacteria crecia en presencia de PET, lo que

sugiere que la expresion de la PETasa es inducida por la presencia de este sustrato. Durante sus
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estudios, estos investigadores se percataron de que existia otro ORF cuyos niveles de expresion
eran similares a los del gen de la PETasa [35]. Al purificar la proteina que codificaba, se observé
que degradaba eficientemente el MHET, pero no presentaba ninguna actividad frente al PET,
BHET o esteres alifaticos unidos a p-nitrofenol [35,36 ,38]. Esto sugiere que la proteina actua
especificamente sobre el MHET y que es la responsable de su conversion en TPA y EG. Esta
enzima fue bautizada como MHETasa y recientemente se ha logrado determinar su estructura
cristalina en su forma libre de ligando y unida a un andlogo de MHET no hidrolizable (MHETA)
[44]. Segun analisis filogenéticos, la MHETasa se agrupa con las feruloil esterasas y tanasas
del bloque X en la base de datos ESTHER [44]. Al igual que la PETasa, presenta el pliegue
caracteristico de la superfamilia a/p hidrolasa, sin embargo, a diferencia de ella, la MHETasa
tiene una estructura bipartida que consta de un dominio o/f hidrolasa y un dominio tapa,
insertado entre la cadena B 7 y la hélice a 15 del pliegue a/B-hidrolasa (Figura 13) [38,44].

Figura 13: En la imagen de la izquierda (A), podemos observar la estructura bipartida de la MHETasa, con el
dominio a/f hidrolasa en color salmon y el dominio tapa en azul claro. También se pueden observar en rojo y
amarillo los puentes disulfuro. En la imagen B, detalle de la triada catalitica y el agujero de oxianién, con
moléculas de agua (en verde) ocupando el sitio de unidn al sustrato en ausencia de este [44].

El dominio o/p hidrolasa de la MHETasa esta bien conservado en otras enzimas homélogas
pertenecientes al mismo grupo. En este dominio se encuentra la triada catalitica (S225- H528-
D492), flanqueada por uno de los cinco enlaces disulfuro que presenta la enzima, y el agujero
oxianion que comprende los atomos de nitrégeno del grupo amida de los residuos de glicina
G132y glutamico E226 [44]. El dominio tapa, aunque esta presente en otras enzimas (como las
feruloil esterasas de Aspergillus oryzae), estd menos conservado, presentando cambios
considerables en la secuencia de aminoacidos. Cuando la MHETasa se encuentra en su forma
libre de sustrato, el centro catalitico esta ocupado por moléculas de agua. Cuando la MHETasa

se une al sustrato (en este caso, el andlogo no hidrolizable de MHET, MHETA) la conformacion
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de la enzima es practicamente idéntica, a excepcion de unas ligeras modificaciones en su
estructura. En el dominio tapa existen tres residuos: fenilalanina (F415), leucina (L254) y
aspartico (W397), que interaccionan estrechamente con el sustrato. Se ha descrito que la union
del sustrato a la enzima provoca que el residuo F415 de la tapa rote 180°, cerrando el sitio activo
y consolidando la interaccion (Figura 14) [44]. Esto indica que la especificidad de la enzima
por el sustrato se debe casi exclusivamente al dominio tapa, que permite que la unién entre el

sustrato y la enzima sea muy fuerte, a diferencia de la PETasa [38,44].
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Figura 14: La imagen A muestra la MHETasa en su forma libre de sustrato, con el dominio tapa de color azul
claro y el dominio o/f hidrolasa de color salmon. La imagen B muestra cOmo la unién del MHETA induce que el
residuo de tapa F415 gire 180° hacia el sustrato, interaccionando con él y consolidando la unién enzima-sustrato
[44].

3.3.4 Mecanismo global de Ideonella sakaiensis. Un paso adelante para solventar

el problema ambiental que supone el PET.

Asi pues, I. sakaiensis es capaz de colonizar laminas de PET, formando un biofilm sobre la
superficie del plastico, y secretar una enzima extracelular, la PETasa, capaz de romper los
enlaces éster que unen los mondémeros del polimero, produciendo principalmente MHET. El
MHET es asimilado por la célula y sufre el ataque de una enzima intracelular, la MHETasa,
que lo descompone en EG y TPA. Estos ultimos compuestos entran en distintas vias catabdlicas
y son metabolizados por las células, degradandolos hasta CO; y H.O (Figura 15) [37,38,45].
El descubrimiento de I. sakaiensis, una bacteria que es capaz, por si sola, de mineralizar el PET
amorfo a temperatura ambiente y que también presenta actividad sobre el PET cristalino,
supone un gran avance en la buasqueda de microorganismos degradadores de plastico.
Actualmente, 1. sakaiensis se ha convertido en uno de los modelos mejor estudiados y, a partir

de los conocimientos adquiridos en el estudio de esta bacteria y sus enzimas, se han generado
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nuevas lineas de investigacion que comentaremos a continuacion [45]. Sin embargo, debemos
tener en cuenta que las tasas de degradacion obtenidas hasta ahora siguen siendo demasiado

bajas para su aplicacion a gran escala.

PETase is secreted
0 0
> < > < PET
0 0]
n
H,0 | PETase
0 0
O,
cee | 0 OH
. H,0 |

Uptake of MHET

MHET is hydrolyzed to the monomers

0] 0
HO/\\/DH + >—@—<

HO OH
Ethylene glycol Terephthalic acid

The monomers are catabolized for growth

I. sakaiensis adheres to PET film [

Figura 15: I. sakaiensis es capaz de adherirse a la superficie de una pelicula de PET y secretar una enzima
extracelular, la PETasa, que degrada las cadenas del polimero liberando MHET. EI MHET es asimilado por la
célula'y convertido en TPAy EG gracias a la MHETasa [37].

4,Situacion actual y perspectivas futuras en la
biodegradacion del PET

Sin duda alguna, esta revision bibliogréfica plantea diferentes enfoques para tratar de resolver
el problema global que supone el plastico. De entre las distintas aproximaciones, la
biodegradacion se expone como una de las vias mas prometedoras, no obstante, las carencias
de este método se hacen patentes, reafirmando el gran desafio que aln supone la biodegradacion
de los residuos plasticos hoy en dia. Entre los distintos poliésteres sintéticos, el PET es
probablemente el mas conocido y de uso mas extendido a nivel global, asi como uno de los
plasticos cuya biodegradacion se ha estudiado en mayor profundidad. Esto se debe, entre otras
razones, a la naturaleza hidrolizable de los enlaces éster que unen sus mondmeros, que lo
convierten en un polimero mas susceptible a la degradacidén enzimaética que otros polimeros
sintéticos, cuyos esqueletos solo contienen enlaces C-C [47]. A raiz de estos estudios, se han

descubierto y descrito diversas enzimas con actividad hidrolitica sobre el PET, sin embargo, la
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mayor parte de estas enzimas presentan limitaciones: por ejemplo, la mayoria solo poseen
actividad hidrolitica frente a PET amorfo, siendo incapaces de degradar el PET de alta
cristalinidad, como el que compone la mayoria de las botellas y fibras textiles (cristalinidad de
un 30-40%) [48]. Por otra parte, aquellas enzimas que presentan una actividad alta requieren,
en general, altas temperaturas, cercanas a la Tg del polimero. Este hecho puede obstaculizar el
disefio de sistemas bioldgicos para el reciclaje del PET o para remediar el problema de la
acumulacién del plastico en el medio ambiente, donde las temperaturas son mucho menores
que la Tg del PET. Por ultimo, muchas de las enzimas que presentan actividad hidrolitica sobre
el PET, en especial las cutinasas, son inhibidas por los intermediarios mayoritarios de la

hidrdlisis del polimero, el MHET y el BHET, limitando en gran medida su actividad.

En este Gltimo caso, una de las soluciones que se han planteado consiste en el disefio de un
reactor bioldgico de membrana que permita eliminar estos intermediarios del medio
continuamente, reduciendo considerablemente la inhibicion de la enzima [49]. A pesar de su
utilidad, este método también presenta una serie de problemas, puesto que se requieren grandes
cantidades de tampon del medio para mantener una tasa adecuada de dilucion en el reactor de
membrana, y que solo se obtienen pequefias concentraciones de los productos de la hidrdlisis
del PET [33].

Una alternativa a los problemas anteriormente considerados seria el empleo de mezclas o
sistemas duales de enzimas (ya comentados en apartados anteriores) que comprendan una
hidrolasa, responsable de la degradacion de las cadenas del polimero y produccion de
compuestos intermediarios y, otra enzima, capaz de eliminar dichos intermediarios [ 28,33,34].
Estos estudios abren paso a futuras vias de investigacion en los que se debera optimizar las

condiciones de la reaccion (temperatura, pH...), asi como la proporcion de las enzimas.

Por otro lado, el descubrimiento de las enzimas PETasa y MHETasa de I. sakaiensis, y la
posterior resolucion de sus estructuras cristalinas, ha abierto un gran abanico de posibilidades
en lo que se refiere al bio-reciclaje de polimeros sintéticos. Respecto a la PETasa, algunos
trabajos sugieren que, de cara al futuro, seré de vital importancia continuar buscando y aislando
microorganismos y enzimas que, por una parte, sean capaces de degradar el PET a altas
temperaturas (dado que la PETasa de I. sakaiensis es ligeramente termolabil) [45,47] y, por
otra, que los microorganismos productores toleren ambientes con altas salinidades, de tal forma
que las enzimas secretadas fueran resistentes a la salinidad. En tal caso, no cabe duda de que
ello supondria un avance significativo para abordar la posible eliminacion de este tipo de
residuos en ambientes marinos. [45].
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Por otra parte, gracias a los avances obtenidos en los estudios moleculares realizados sobre la
estructura y mecanismos de accién de las enzimas PETasa y MHETasa, es posible afrontar una
nueva y prometedora alternativa basada en el disefio de nuevas hidrolasas de PET que presenten
una mayor especificidad por el sustrato, asi como una actividad catalitica mejorada [42]. De
hecho, algunos estudios plantean que la modificacién racional de ciertos residuos de la PETasa
y la MHETasa puede aumentar su termoestabilidad, asi como su eficiencia catalitica frente a
PET altamente cristalizado. Ello permitiria el disefio de un sistema de bio-reciclaje de PET a
temperaturas mas elevadas, donde la cristalinidad del polimero se vea reducida y la degradacion
sea mas facil [39,45]. La posible obtencion de enzimas de esta indole puede propiciar una

mejora significativa en el desarrollo de una industria sostenible de bio-reciclaje de PET.

Mas recientemente, Chen et al. [46] han propuesto y desarrollado un sistema en el que la PETasa
se dispone en la superficie celular de una levadura (Pichia pastoris), con el fin de aumentar la
actividad degradadora de la enzima frente a PET altamente cristalino. Es la primera vez que se
describe el desarrollo de un biocatalizador con células enteras a las que se enlaza
superficialmente la enzima PETasa (Figura 16) [46]. El estudio demuestra, no sélo que la
PETasa puede mantener la funcionalidad al unirse a la superficie celular de la levadura, sino
que, ademas, la actividad enzimatica de este sistema frente a PET altamente cristalino es 36
veces mayor que la actividad mostrada por la PETasa purificada. Los autores de este estudio
también plantean futuras lineas de investigacion encaminadas, no sélo a optimizar el uso de
estos sistemas mediante el ensayo de nuevas proteinas de anclaje (un aspecto crucial en este
tipo de sistemas ya que afectan a la actividad enzimatica) sino, también, a desarrollar sistemas
de anclaje a la superficie celular que aumenten la termo-estabilidad de la PETasa o, en la linea
de lo comentado anteriormente, utilizar PETasas mutantes, que presenten una actividad

hidrolitica mejorada, para incrementar la tasa de degradacion del sistema.

R

ir\‘&fﬁ“l > <'7§;.‘ PET -(-cn,—cn,—o—(!‘@—ﬂ_o% [ |
\ 49 )
o Ao % / I
PETase T | : Pichia S I
i | ¥ _| pastoris 3% TPA ot Yoo
L ! e s -
Anchor protein [~ /s b 4 MHET m_w_‘u_(,_f@?"_\*
RO ye -
/ e ¢ b U8 2%
> ¥ ro 845 o o
Plasma membrane / N o 0, B BHET .m_m_cn,_o-z!«@;g-o_w,_w__on

Figura 16: Biocatalizador desarrollado por Chen et al., con la PETasa unida, mediante una proteina de anclaje,
a la superficie celular de la levadura Pichia pastoris [46]
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5. Conclusiones

A tenor de las consideraciones anteriormente descritas y, en virtud del estado actual de nuestros

conocimientos relativos a la biodegradacion del polimero pléastico polietilentereftalato (PET),

podemos extraer las siguientes conclusiones:

1.

La biodegradacion de los polimeros plasticos supone una alternativa mas econdémica y
respetuosa con la naturaleza para afrontar los problemas medioambientales y sanitarios
derivados de la acumulacion de estos residuos, tanto en ambientes marinos como terrestres.
Dada la relevancia industrial y socioecondémica del PET, los estudios llevados a cabo sobre
su biodegradacién han causado un gran impacto cientifico y social. Dichos estudios han
demostrado, por primera vez, la capacidad de una bacteria, lIdeonella sakaiensis, para
degradar un polimero pléstico de origen petroquimico.

Hasta ahora, las enzimas estudiadas con actividad hidrolitica sobre PET muestran una baja
actividad enzimatica. De hecho, se muestran incapaces de hidrolizar PET con alto
porcentaje de cristalizacion y, las que presentan mayor actividad enzimatica, requieren altas
temperaturas para ejercer su actividad catalitica. Ademas, la liberacion de intermediarios,
como el MHET y BHET, puede inhibir la actividad enzimatica.

Se han descrito algunas enzimas termoestables, una hidrolasa (TfH) y dos cutinasas (TfCut2
e HiC), producidas por Thermobifida fusca y Humicola insolens, que presentan una
actividad hidrolitica destacable frente a PET amorfo. En ambos casos, la actividad
biodegradadora puede ser mejorada utilizando sistemas duales formados por una cutinasa
(TfCut2 o HiC) y una carboxilesterasa (TfCa de Thermobifida fusca), o una lipasa (CALB
de Candida antarctica). La funcién de las enzimas carboxilesterasa y lipasa, es evitar la
inhibicion producida por los dos principales metabolitos resultantes del proceso hidrolitico,
MHET y BHET.

La PETasa y la MHETasa, producidas por ldeonella sakaiensis, presentan una mayor
especificidad por el PET y el MHET como sustratos que otras enzimas. Ademas, estas
enzimas son capaces de actuar a temperatura ambiente (30°C) y la PETasa presenta cierta
capacidad hidrolitica frente a PET cristalino. El estudio de su estructura cristalina y la
determinacion de sus caracteristicas Unicas, han permitido, a la luz de nuestro conocimiento
actual, abrir nuevas lineas de investigacion con el fin de descubrir y desarrollar nuevas
enzimas o tomar en consideracion la modificacion de otras preexistentes.

Los grandes avances alcanzados en los estudios sobre la biodegradacién del PET dejan claro

que aun esté lejos la implantacion de sistemas de bio-reciclaje a gran escala. A pesar de ello,
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estos avances nos acercan, un poco mas, a un futuro en el que la industria del bio-reciclaje

del PET, pueda llegar a ser rentable y respetuosa con el medio ambiente.

Conclusions:

Based on the considerations described before and on the current state of our knowledge

regarding the biodegradation of the plastic polymer polyethylene terephthalate (PET), we can

draw the following conclusions:

1.

The biodegradation of plastic polymers is a more economical and respectful alternative
facing the environmental and sanitary problems derived from the accumulation of these
residues, both in marine and terrestrial environments.

Given the industrial and socio-economic relevance of PET, the studies carried out on its
biodegradation have a great scientific and social impact. These studies have shown, for the
first time, the ability of a bacterium, Ideonella sakaiensis, to degrade a plastic polymer of
petrochemical origin.

Until now, the enzymes studied with hydrolytic activity on PET show low enzyme activity.
In fact, they are unable to hydrolyze PET with a high percentage of crystallization, and
those with the highest enzymatic activity require high temperatures to exert their catalytic
activity. Furthermore, the release of intermediates, such as MHET and BHET, can inhibit
enzyme activity.

Some thermostable enzymes have been described as one hydrolase (TfH) and two cutinases
(TfCut2 and HiC), produced by Thermobifida fusca and Humicola insolens. They show
remarkable hydrolytic activity against amorphous PET. In both cases, the biodegradable
activity can be improved using dual systems consisting of a cutinase (TfCut2 or HiC) and a
carboxylesterase (TfCa of Thermobifida fusca), or a lipase (CALB of Candida antarctica).
The function of the carboxylesterase and lipase enzymes is to avoid the inhibition produced
by the two main metabolites resulting from the hydrolytic process, MHET and BHET.
PETase and MHETase, produced by Ideonella sakaiensis, have a higher specificity for PET
and MHET as substrates than other enzymes. Furthermore, these enzymes are active at room
temperature (30°C) and PETase has a certain hydrolytic ability against crystalline PET. The
study of its crystalline structure and the determination of its unique characteristics have
allowed, in the light of our current knowledge, to open new lines of research in order to

discover and develop new enzymes or the modification of already known ones.
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6. The great advances made in studies on the biodegradation of PET make it clear that the
introduction of large-scale bio-recycling systems is still a long way off. Despite this, these
advances bring us a little closer to a future in which the PET bio-recycling industry can
become profitable and respectful of the environment.
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