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Resumen

En la actualidad, el consumo de envases de plastico
tiene un gran impacto ambiental global, ya que en
2016 la produccion mundial de plasticos fue de 335
millones de toneladas, y s6lo en América Latina, se
produce el 5%. Aunado a esto, la generacion de
residuos solidos urbanos (RSU) en México en el afio
2012, referente a los plasticos, fue de 4.59 millones de
toneladas, lo que representa el 10.98% del total de
RSU. Dado que se trata de un problema ambiental
importante, se han buscado alternativas para acelerar
la degradacion de los plasticos, como el desarrollo de
polimeros biodegradables y / o el uso de enzimas.
Recientemente la degradacion enzimatica de plésticos
derivados de poliésteres como el PET ha cobrado
importancia. Las cutinasas son enzimas que pueden
degradan polimeros complejos naturales y sintéticos.

Palabras clave: cutinasas, tereftalato de polietileno,
degradacion.

Abstract

Nowadays, the consumption of plastic containers has
a great global environmental impact, since in 2016 the
world production of plastics was 335 million tons, and
5% of this is produced in Latin America. Also, the
generation of solid urban waste (SUW) in Mexico in
2012, referring to plastics, was 4.59 million of tons,
which represents 10.98% of total SUW. Due to it is a
major environmental problem, alternatives have been
sought to accelerate the degradation of plastics, such
as the development of biodegradable polymers and the
use of enzymes. Recently, the enzymatic degradation
of plastics derived from polyesters such as PET has
become relevant. Cutinases are enzymes that can
degrade natural and synthetic complex polymers.
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Introduccion

Los polimeros sintéticos a base de poliésteres son
omnipresentes en nuestra vida cotidiana y son
responsables de grandes avances en la generacion de
nuevos materiales para la industria de la construccion,

textil, empaques o de dispositivos médicos. En la
actualidad, el consumo de envases de plastico tiene un
gran impacto ambiental global, ya que en 2016 la
produccion mundial fue de 335 millones de toneladas,
y s6lo en América Latina, se produce el 4% [1].
Aunado a esto, México es uno de los principales
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productores de residuos plasticos a nivel mundial, tan
solo en el afio 2012 se produjeron 4.59 millones de
toneladas [2]. Sin embargo, el excesivo consumo de
plasticos sintéticos derivados del petrdleo ha tenido un
impacto adverso en el medio ambiente debido a que la
mayoria de estos polimeros no se degrada. Por esta
razén, el desarrollo de polimeros o compuestos
biodegradables se presenta como una solucion a la
conservacion del medio ambiente y al impulso de
nuevas aplicaciones. A la fecha, se han desarrollado
algunos tipos de poliésteres biodegradables como el
poli-(&cido lactico) (PLA), poli (butilenosuccinato)
(PBS), poli-(butileno succinato-co-adipato) (PBSA) y
poli-(caprolactona) (PCL), sin embargo, su costo de
produccion sigue siendo elevado comparado con los
plasticos sintéticos no degradables [3]. En este
contexto, se ha descubierto que las cutinasas juegan
un papel importante en la hidroélisis de dichos residuos
[4, 5, 6]. Las cutinasas son enzimas capaces de
hidrolizar naturalmente un biopolimero y por tanto
deberian poder hidrolizar una amplia variedad de
poliésteres sintéticos. La degradacion de plasticos
biodegradables ha sido reportada para las cutinasas de
los microorganismos F. solani f. sp. pisi, Pseudozyma
jejuensis sp. nov., Aspergillus oryzae, Thermobifida
fusca. y A. nidulans [3,4,6,7, 8,9, 10].

Las cutinasas (E.C. 3.1.1.74) son enzimas que se
clasifican dentro del grupo de las carboxilesterasas ya
que llevan a cabo la hidrolisis de ésteres de acidos
carboxilicos [11]. El sustrato principal de las cutinasas
es la cutina, el polimero cuticular de las plantas, el cual
es un poliéster compuesto por acidos grasos [12]. La
cutinasa es producida principalmente por hongos
fitopatdgenos como mecanismo de invasion a plantas,
siendo el sistema mas estudiado a la fecha el
producido por el patdégeno Fusarium solani. Debido a
la importancia de las potenciales aplicaciones de las
cutinasas, algunas ya han sido clonadas y expresadas
en hospederos heter6logos [13]. Entre las ventajas que
ofrece el obtener la cutinasa recombinante se
encuentra la obtencion de una mayor produccion de
enzima, ademas de una purificacion que resulte mas
facil de realizar.

Previamente, hemos caracterizado y clonado
varias cutinasas en la levadura Pichia pastoris como
organismo heterélogo de expresion. Su expresion
puede ser inducida cuando el organismo crece en
medios alimentados con metanol [6, 10]. A su vez, se
ha evaluado la capacidad de estas enzimas para
degradar diversos poliésteres contenidos en residuos
plasticos y se han obtenido resultados exitosos [6, 14].

Los plasticos ;Qué son y de qué estan compuestos?

La palabra plastico provienen del griego
mhaotikog (plastikos) que significa “que puede ser
modelado o formado”. En su sentido mas general, esta
palabra podria aplicarse para describir a muchos
objetos; sin embargo, se utiliza casi exclusivamente
para referirse a materiales poliméricos que pueden ser
moldeados o formados aplicando calor y adquiriendo
formas so6lidas o semisolidas [15].

Con materiales poliméricos nos referimos a
moléculas de alto peso que estan formadas por
unidades repetidas llamadas monomeros y unidas
mediante enlaces por ejemplo glicosidicos ¢ éster; en
el caso de los plasticos el componente principal de la
estructura es el carbono. Los polimeros pueden ser
homopolimeros si todas las unidades que los
conforman son idénticas o copolimeros si estan
formados por dos o mas unidades basicas que se unen
y se repiten.

Los plasticos que utilizamos actualmente
provienen de fuentes inorganicas y estan formados por
carbono, silicatos, hidrégeno, nitrogeno, oxigeno y
cloro. La mayoria de estos componentes son obtenidos
de combustibles fosiles como el petroleo o el gas
natural, aunque actualmente se busca obtenerlos de
alternativas provenientes de recursos renovables como
la biomasa o los residuos de la agroindustria [16].

Se llama polimerizacién al proceso quimico
mediante el cual estos mondmeros se unen entre si
para dar lugar a la molécula polimérica. Para llevar a
cabo este proceso se utilizan principalmente dos
métodos: la polimerizacion por adicion y la
polimerizacion por condensacion.

Polimeros de adicion

La polimerizacion por adicion consiste en afiadir
monomeros de uno en uno al polimero en formacion.
Estos monomeros se unen mediante dobles o triples
enlaces y asi se va alargando la molécula en una sola
direccion. La formacion de polimeros por adicion
consiste basicamente en tres etapas: la iniciacion
donde se utiliza una molécula iniciadora que desata la
polimerizacion (puede ser un radical libre, un cation,
un ion o un complejo organometalico), la propagacion
donde se van afladiendo mas monomeros a la molécula
mediante una reaccion en cadena y la terminacion
cuando la molécula iniciadora se elimina y la
propagacion se detiene. Algunos ejemplos de estos
polimeros son el polietileno, el policloruro de vinilo y
el poliestireno.
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Polimeros de condensacion

Este tipo de polimerizacion se da cuando dos
moléculas se unen para formar una mas grande;
liberando una molécula pequefia generalmente de
agua. Para que comience la formacion del polimero;
los mondémeros deben tener dos grupos reactivos que
sean capaces de condensarse. Muchos de los
polimeros de condensacion se forman cuando
reacciona un acido carboxilico con un alcohol
generando el correspondiente grupo éster [17]. Los
poliésteres 'y las poliamidas son algunos de los
plasticos que se generan por este proceso.

El tipo de polimerizacion permite clasificar de
manera general a los polimeros; sin embargo, existen
otras muchas clasificaciones que se basan en sus
propiedades fisicas y quimicas. En el cuadro 1 se
muestran algunas de las clasificaciones que se mas se
utilizan.

Cuadro 1. Clasificacion de polimeros.

Clasificacién  Tipos de polimeros

Origen Natural, semisintético o sintético

Estructura Lineal, ramificado o entrecruzado

Cadena Copolimero, homopolimero

Cristalinidad Cristalino, semicristalino o
amorfo

Polaridad Polar o no polar

Tacticidad Isotactico, sindiotactico o atactico

Respuesta Termoplastico, termofijo o

térmica termoestable

Como lo muestra el cuadro 1, los plasticos pueden
dividirse en tres categorias, dependiendo de su origen:

e plasticos naturales: aquellos productos de la
naturaleza que pueden ser moldeados mediante
calor, por ejemplo, algunas resinas de arboles
como el caucho.

e plasticos semisintéticos: aquéllos que derivan de
productos naturales y que han sido modificados o
alterados mediante la mezcla con otros materiales.

e plasticos sintéticos: aquéllos derivados de
materiales que alteran la estructura molecular a
base de carbono como petroleo crudo, por lo
general, pero también carbon o gas.

Sin embargo, en afios recientes y como una
alternativa al problema de acumulaciéon de residuos
solidos que se ha presentado por el alto consumo de
materiales plasticos, ha surgido un nuevo grupo de

materiales llamados “bioplasticos” y que puede
describir a dos tipos de compuestos [18]:

e plasticos biodegradables que son materiales
degradados por accién microbiana hasta obtener
subproductos no toéxicos como agua y dioxido de
carbono bajo condiciones especificas. Estos
bioplasticos pueden ser de origen natural o
derivados del petroleo.

e Plasticos de origen bioldgico que provienen de
recursos naturales o renovables o recursos
agricolas como granos o cereales. Algunos
cultivos que se han utilizado para su produccion
son maiz, papa, cafia de azlcar y aceites vegetales.
Por ejemplo, el BioPET.

A su vez, los polimeros biodegradables pueden
clasificarse en cuatro tipos, dependiendo de su tipo de
sintesis y de la fuente de la que provienen. La primera
categoria agrupa a aquellos polimeros que se generan
a partir de biomasa o desechos agroindustriales. Los
principales polisacaridos que se utilizan son la
celulosa y el almidon y tienen como principales
limitaciones su solubilidad en agua. Ambos estan
compuestos por unidades de D-glucopirandsidos y son
de muy alto peso molecular. Estructuralmente, los
polimeros de almidon se forman por dos polisacaridos,
la amilosa que tiene como mondmero a 1,4-a-D-
glucopiranésido y la amilopectina cuya unidad es 1,6-
a-D-glucopirandsido; por otro lado, los de celulosa
estin formados por wunidades de 1,4-B-D-
glucopiranoésido [19].

El segundo grupo lo componen los polimeros que
son producto de rutas metabolicas microbianas. Los
polihidroxialcanoatos  (PHAs) son  poliésteres
alifaticos que sirven a las bacterias como reservorios
de energia y carbono. Estos poliésteres son los
polimeros que mas facilmente se degradan [20, 21].

En la tercera categoria se encuentran los polimeros
que se sintetizan quimicamente a partir de monémeros
de origen agricola. Ejemplos de estos polimeros los
encontramos en los polihidroxidcidos, en el acido
poliglicolico y en el 4cido polilactico. Algunos de
estos polimeros tienen aplicaciones médicas.

Los poliesteres. Tipos y Usos

Bajo el nombre de poliésteres podemos encontrar
a cualquier polimero cuyos monomeros se encuentren
unidos mediante enlaces tipo éster. La naturaleza de
los mondmeros que forman el enlace es muy variada,
por lo que en el grupo de los poliésteres podemos
encontrar desde plasticos cristalinos hasta peliculas
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con aplicaciones biomédicas. Los poliésteres se
sintetizan tipicamente mediante reacciones de
condensacion entre un acido carboxilico y un alcohol
que generan el enlace éster mediante esterificacion.
Dado que esta reaccion es reversible; tedricamente
todos los poliésteres pueden degradarse mediante
hidrolisis. En la practica, los grupos aromaticos
altamente hidrofébicos del polimero evitan que el
agua acceda al enlace éster por lo que tinicamente los
poliésteres alifaticos de cadenas cortas son
susceptibles a la degradacion [22].

Dependiendo de la naturaleza de las cadenas que
forman los mondmeros podemos clasificar a los
poliésteres como alifaticos, semi-aromaticos y
aromaticos. Dentro de cada grupo puede haber
homopolimeros y copolimeros. En el cuadro 2 se
ejemplifica esta clasificacion.

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas como
su resistencia, su maleabilidad y su ligereza; el uso
extensivo de plasticos se ha incrementado en las
ultimas décadas, encontrandose como envases para
alimentos, bebidas, medicamentos, cosméticos,
detergentes por mencionar algunos productos. Dentro
de los poliésteres, los mas utilizados a nivel mundial
son el PET, el PBS y el PC [23].

El PET se produce mediante la condensacion del
etilenglicol y el acido tereftilico. Se utiliza
actualmente para una infinidad de aplicaciones;
principalmente en empaques. Las botellas de bebidas
carbonatadas, los empaques de carne, los frascos de
untables estdn hechas de PET; pero en forma de fibras
también se utiliza para la produccion de textiles y de
material de relleno de almohadas, bolsas de dormir,
muiiecos de peluche entre otros.

El PBS se sintetiza a partir de acido succinico y
1,4-butadienol. Se utiliza principalmente para la
fabricacion de material de aislamiento eléctrico como
tubos o partes pequeiias de algunos aparatos.

Por ultimo, el PC, formado por la condensacion de
bisfenol y fosgeno, un gas clorado altamente toxico.
Por su alta resistencia se utiliza para fabricar material
de seguridad como lentes, y cascos, pero también se
utiliza para la fabricacion de discos compactos y
productos del hogar [24].

PET

El poli (etilen) tereftalato (PET) es un polimero
sintético (poliéster aromatico) derivado del petrdleo
que se encuentra junto con otros polimeros sintéticos
en la mayoria de los plasticos. Se define como un
termoplastico, formado por la polimerizacion del

acido tereftalico (TPA) con etilenglicol o mediante la
esterificacion de tereftalato de dimetilo (DMT) con
etilenglicol, eliminandose agua en el proceso del TPA
y metanol en el proceso del DMT. El TPA es un
derivado de xileno, producido a partir de nafta de
petroleo y etilen glicol, se produce a través de la
oxidacion de etileno una materia prima petroquimica
comun. Por lo visto anteriormente se puede clasificar
entonces como un polimero de polimerizacion por
condensacion por etapas [25].

Cuadro 2. Clasificacion de poliésteres.
Tipo de Composicion
cadena

Alifaticos

Ejemplos

Acido poliglicolico (PGA)
Acido polilactico (PLA)
Policaprolactona (PCL)
Polihidroxialcanoato (PHA)
Polihidroxibutirato (PHB)
Polietilenadipato (PEA)
Polibutilensuccinato (PBS)
Poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato)
Polietilenotereftalato (PET)
Polibutilenotereftalato
(PBT)
Politrimetilenotereftalato
(PTT)

Polietilenonaftalato (PEN)
Vectran

Policarbonato (PC)

Homopolimero

Copolimero

Semi-
aromaticos

Copolimero

Aromaticos Copolimero

Homopolimero

Los diferentes tipos de resina de PET se distinguen
en el mercado por su viscosidad intrinseca (VI), una
medicion de la ingenieria que se relaciona con la
longitud media de las cadenas poliméricas. Las resinas
de PET con una mayor VI tienden a ser mas rigidas y
tienen una mayor resistencia a la traccion, asi como un
mayor valor econdémico. La VI del PET puede
incrementarse a través de un proceso llamado
polimerizacion de estado solido, en el que las hojuelas
de PET se llevan a una temperatura cercana a su punto
de fusion durante un periodo de tiempo prolongado
[26].

Las fibras de este polimero aromatico son materia
prima de un gran niimero de areas de aplicacion, tales
como ropa, muebles para el hogar y textiles de
interior, higiene y textiles médicos. Dependiendo del
procesado al que se someta el polimero, se puede hilar
para formar fibras (dacron) para fabricar telas y
cuerdas de llantas o bien como una pelicula llamada
mylar de la que se fabrican cintas magnetofonicas. El
PET también se moldea a presion para fabricar las
botellas que se usan en la actualidad para el
empaquetamiento de bebidas.
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Residuos plasticos en el mundo

En los ultimos 50 afios, la producciéon mundial de
plasticos ha aumentado continuamente y alcanz6 en
2015 una produccion de 322 millones de toneladas,
estimandose que esta produccion sera duplicada en los
proximos 20 afios [27]. Las principales industrias que
utilizan plasticos en Europa son la de envases (39,9%),
la construccion (19.7%) y automotriz (8.9%) [1]. Los
Estados Unidos, Europa y Asia conjuntamente
representan el 85% de la produccion de plasticos.
Dado que Asia representa mas del 80% del total fugas
de plastico en el océano, esta region ha sido el centro
de atencion para una variedad de esfuerzos destinados
a mejorar la infraestructura basica de recoleccion.

Como resultado del uso y consumo de plastico, se
generan hasta 25.8 millones de toneladas de desechos
de plasticos anualmente en Europa. En 2014, el 69%
de los residuos plasticos en Europa se recuperaron por
procesos de reciclaje y generacion de energia,
mientras que el 31% termind en vertederos [1]. La
mayoria de los plasticos a base de petrdleo han sido
considerados como notablemente resistentes a la
degradacion microbiana. En el caso del PET, los
estudios de velocidad de hidrdlisis de PET en
condiciones ambientales por medio de modelos
cinéticos basados en experimentos de degradacion
acelerados han predicho que el tiempo de vida media
de PET va de 16 a 48 afos [28].

Por lo tanto, se estima que la mayoria de los
plasticos persisten en el medio ambiente durante
mucho tiempo [29].

El proceso natural de degradacion de residuos de
plasticos causa dafios ambientales graves. Se sabe que
los productos quimicos liberados de los desechos de
plastico en los vertederos pueden contaminar el agua
subterranea. Adicionalmente, una cantidad
considerable de desechos plasticos termina en
ambientes marinos. Se han calculado que hasta 12
millones de toneladas de plasticos producidos de todo
el mundo termina en los océanos y se espera que esta
cantidad crezca de manera constante [30].

La contaminacion con residuos plasticos tiene
consecuencias mortales sobre los mamiferos marinos
por ingestion o enredo en escombros de plastico. Mas
aun, la presencia de microplasticos, los cuales son
desechos plasticos parcialmente degradados de menos
de 5 mm de didmetro, tiene un impacto grave en los
ecosistemas marinos dado que entran en las cadenas
alimentarias cuando son ingeridos por la fauna marina.
Se calcula que desde los rios ingresan 2.41 millones
de toneladas de residuos plasticos a los océanos cada
afio, con mas del 74% de las emisiones ocurriendo

entre mayo y octubre. Los 20 rios mas contaminados,
en su mayoria se ubican en Asia, representan el 67%
del total global [31].

Recientemente el problema se agrava dado que los
microplasticos son ingeridos por el ser humano al estar
contenidos en los alimentos de origen animal que
ingerimos [32]. Por tanto, resulta necesario y urgente
atender el problema de acumulacion de plasticos en
vertederos.

Residuos plasticos en México

Segtn los datos del INEGI, se generaron 42.1
millones de toneladas de residuos solidos urbanos
(RSU) en el afio 2012, de los cuales el 10.98%
corresponden a residuos de plasticos. Por otro lado,
SEMARNAT reporta que en 2015 se generaron 53.1
millones de toneladas de RSU de los cuales los
desechos de PET representan entre el 1.5-2% del peso
de la basura generada en el pais [33]. Los mexicanos
tenemos el mayor consumo de refrescos del mundo
(160 L por persona al afio), derivado de esto en
promedio, cada mexicano descarta todos los dias una
botella de PET, en su mayoria contenedores de 600
ml, 1.5y 3 L. En el afio 2009, se calculé un consumo
de 790,000 toneladas de PET en México, de los cuales
aproximadamente 552,140 toneladas se utilizaron
para fabricar botellas PET no retornables para aceite
alimenticio, agua potable, agua carbonatada y
refrescos [34]. Se calcula que cada habitante de
Meéxico desecha 6.5 kg de PET al aifio,
(aproximadamente 195 botellas por habitante) y en el
2012, se desecharon 70,798 kg de PET diarios en todo
el pais segun datos del INEGI [2]. La asociacion
registrada en SEMARNAT, ECOCE, indica que de
todo el PET que se desecha, so6lo el 21% se recicla, el
0.5% estd disperso en el ambiente y el 79% se
encuentra en rellenos sanitarios y tiraderos; es decir
ocho de cada diez botellas no son aprovechadas [33].

Biodegradacién de polimeros

Por lo anterior, el desarrollo de polimeros o
compuestos biodegradables se presenta como una
solucion a la conservacion del medio ambiente y al
impulso de nuevas aplicaciones. A la fecha, se han
desarrollado algunos tipos de poliésteres alifaticos
biodegradables como el poli-(acido lactico) (PLA),
poli  (butilenosuccinato) (PBS), poli-(butileno
succinato-co-adipato) (PBSA) y poli-(caprolactona)
(PCL). Sin embargo, mientras que los poliésteres
aromaticos tales como el PET son materiales que
exhiben excelentes propiedades, resultaron ser casi
totalmente resistentes al ataque microbiano, muchos
poliésteres alifaticos resultaron ser biodegradables
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pero carentes de las propiedades funcionales y
caracteristicas deseadas, que son importantes para la
aplicacion, sin mencionar que ademas su costo de
produccion sigue siendo elevado comparado con los
plasticos sintéticos no degradables.

La biocatalisis se perfila como una herramienta
cada vez mas atractiva para la hidrolisis de la
superficie y funcionalizacion de polimeros sintéticos.

La biodegradacion de polimeros es generalmente
un proceso heterogéneo ya que la mayoria de los
polimeros que son susceptibles al ataque por
microorganismos son materiales a base de polimeros
insolubles en agua (plasticos) [35].

Debido a la insolubilidad en agua y el tamaio de
las moléculas de polimero, los microorganismos no
son capaces de incorporar los polimeros directamente
en las células, donde la mayoria de los procesos
bioquimicos se llevan a cabo, primero tiene que
excretar enzimas extracelulares que sean capaces de
despolimerizar los polimeros fuera de las células.

La degradacion enzimatica de los polimeros por
hidrolisis es un proceso de dos pasos: primero, la
enzima se une al sustrato de polimero, posteriormente,
cataliza una escision hidrolitica. Durante la
degradacion, las enzimas extracelulares de los
microorganismos descomponen polimeros complejos
que producen cadenas cortas o moléculas mas
pequefias, por ejemplo, oligdbmeros, dimeros y
monomeros, este proceso es llamado
despolimerizacion [36].

Estos intermediarios pueden ser transportados
hacia los microorganismos e introducirse en las vias
metabdlicas ya que son lo suficientemente pequefios
para pasar las membranas semipermeables del
microorganismo. Como resultado final, estas
moléculas de cadena corta pueden ser procesados
metabodlicamente y utilizados para generar nueva
biomasa y productos finales como agua, dioxido de
carbono, metano (en el caso de la degradacion
anaerodbica), etc. A estos procesos metabolicos de las
cadenas cortas de polimeros se le llama
mineralizacion. En muchos casos, la reduccion de
masa molar o despolimerizacion es el factor limitante
en la velocidad de biodegradacion de los plasticos.
Puesto que las enzimas extracelulares son demasiado
grandes para penetrar mas profundamente en el
material, s6lo pueden actuar en la superficie del
polimero haciendo de la biodegradacion de plasticos
un proceso clasico de erosion de superficie [37].

En este contexto, las cutinasas siendo enzimas
extracelulares que secretan los hongos fitopatdogenos
para degradar un biopolimero complejo (cutina)
representan una herramienta util para la degradacion
de polimeros sintéticos complejos contenidos en los
residuos de plasticos.

Cutinasas
Generalidades sobre cutinasas

Las cutinasas son enzimas de la clase de las serin-
esterasas que presentan el plegamiento caracteristico
de la superfamilia de las o/p hidrolasas [38]. Estas
enzimas llevan a cabo la hidrdlisis de los enlaces tipo
éster que existen en el polimero complejo de cutina,
su sustrato natural. La cutina es el poliéster
mayoritario de la cuticula de las plantas, la capa mas
externa de la pared vegetal que actiia como una barrera
de proteccion contra la desecacion y contra la
colonizacion por parte de patogenos. La cutina estd
compuesta principalmente por acidos grasos de 16 y
18 carbonos que pueden estar epoxi o hidroxilados
[39]. En la molécula, los acidos grasos estan unidos
entre si para formar una red tridimensional bastante
rigida mediante enlaces tipo éster primarios o
secundarios; estos ultimos dan lugar a ramificaciones
que dan estabilidad y resistencia a la estructura,
aunque también pueden encontrarse puentes de
perdxidos y enlaces tipo éter dentro del polimero [11,
40].

Estructura y mecanismo catalitico de cutinasas

Las cutinasas comparten similitudes estructurales
y cataliticas con otras hidrolasas, como lipasas y
esterasas, que también presentan el patrén tipico de
plegamiento o/f donde la parte central de la estructura
esta formada por 5 hojas B paralelas, cubiertas por 2 o
3 hélices a a cada lado de la hoja (Figura 1). En la
figura 2 se muestra el mecanismo catalitico de las
serin-proteasas, el cual es similar en todas las serin-
hidrolasas como las cutinasas. Brevemente, el sitio
activo de estas enzimas esta formado por un residuo
catalitico de serina (Ser), un aminodcido nucleofilico
que se encuentra en el extremo carboxilico de la hebra
BS; uno de histidina (His) que funciona como base
general y un residuo acido que puede ser glutamico
(Glu) o aspartico (Asp). En conjunto estos
aminodacidos forman la triada catalitica. El residuo de
serina, indispensable para la catalisis, estd inmerso en
el pentapéptido Gly-Tyr-Ser-Gln-Gly que presenta
una gran homologia con la secuencia consenso Gly-
(Tyr o His)- Ser-X-Gly presente comiinmente en las
serin-esterasas como lipasas, esterasas y cutinasas. En
las cutinasas, esta serina catalitica es accesible al
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solvente. El sitio activo se localiza en un extremo
elipsoide de la proteina y no presenta la tapa
hidrofébica que poseen la mayoria de las lipasas.
Ademas, en el caso de las cutinasas, la cavidad
oxianionica ya estd formada. Estas caracteristicas
permiten que la estructura de la cutina, de alto peso
molecular, pueda acomodarse en la cavidad catalitica
para llevar que se lleve a cabo la hidrdlisis.

M-ferm

Figura 1. Diagrama del plegamiento o/f de la cutinasa de
Fusarium solani. Se indica la triada del sitio activo (Ser 120,
Aspl75 e His 188), las 5 cadenas B (flechas negras numeradas del
3-7) y cuatro hélices o (marcadas A, B, C y F). Figura tomada de
Egmond MR, de Vlieg J. (2000) [41].

En el caso de la cutinasa de Fusarium solani la
triada catalitica la forman los residuos Ser120 Asp175
y His188 y estd rodeada por el asa de 80-87 y por el
asa hidrofobico 180-188 [13, 42].

La reaccion general que catalizan las cutinasas es
la siguiente:

cutina + H,0 < mondémeros de cutina

El mecanismo de hidrolisis del sustrato consiste en
el incremento del caracter nucleofilico de la serina por
la transferencia de un proton del residuo de histidina,
conduciendo al ataque por parte del atomo de oxigeno
del grupo hidroxilo de la serina sobre el carbono del
grupo carbonilo del enlace éster susceptible. Se forma
un intermediario tetraédrico, donde el atomo del
oxigeno del carbonilo es cargado negativamente, y se
estabiliza a través de puentes de hidrogeno con los
grupos NH de la cadena principal. Estos residuos
constituyen la cavidad oxianionica que, en algunas
lipasas y en las cutinasas ya esta formada [43].

En seguida la histidina dona un protén al oxigeno
del éster en el enlace en el cual se lleva a cabo la
ruptura, se libera el alcohol y se forma un segundo
intermediario con el 4cido graso del sustrato que se
encuentra esterificado a la serina (enzima acilada). El
siguiente paso es la reaccion de desacilacion, en la que
ocurre un ataque nucleofilico al &tomo de carbono del
carbonilo del intermediario covalente por parte de una

molécula de agua, que provoca la ruptura del enlace
éster entre la serina y el componente acilo y resulta en
la liberacion del producto y la regeneracion de la
enzima libre. El mecanismo catalitico de las cutinasas
se resume en la figura 2 [44, 45].

Ademas de degradar cutina, se ha demostrado que
las cutinasas también son capaces de actuar sobre una
amplia variedad de sustratos, incluyendo ésteres
solubles de bajo peso molecular o triacilgliceroles de
cadena corta o larga [43]. En medios no acuosos o con
baja aw pueden catalizar reacciones de sintesis, como
esterificacion y transesterificacion de diferentes
sustratos [46].

Aplicaciones biotecnologicas e industriales de las
cutinasas

Debido a su capacidad para llevar a cabo
reacciones de sintesis y de hidrélisis en medios con
baja actividad acuosa o en solventes organicos; las
cutinasas tienen un alto potencial de aplicacion en
procesos industriales y en la quimica ambiental.
Ademas, presentan actividad hidrolitica frente a una
variedad amplia de sustratos como ésteres sintéticos,
fibras sintéticas (fibras de tereftalato de polietileno) e
incluso sobre plasticos como la policaprolactona [10],
lo que amplia atin mas sus posibles usos.

Aplicadas a la quimica ambiental, las cutinasas
pueden llevar a cabo la degradacion de insecticidas,
ftalatos y polimeros sintéticos; por tanto, su empleo
permite eliminar sustancias toxicas presentes en el
ambiente (suelos y agua) hasta subproductos de baja
toxicidad. El malation es un insecticida
organofosforado que se acumula en suelos y cuerpos
de agua y que es facilmente absorbido por la piel y
otros tejidos blancos, y que se ha demostrado que
causa dafios en el sistema nervioso central. El empleo
de cutinasas y esterasas en la degradacion de este
compuesto ha sido evaluado por Kim y colaboradores
que reportaron que la cutinasa de Fusarium
oxysporum f. sp. pisi degrado 50 y 60% de la cantidad
inicial de malation [48]. Por otro lado, la
policaprolactona, un poliéster sintético es hidrolizada
hasta subproductos solubles en agua por la cutinasa de
F. solani [49].

Obtencion de cutinasas

La primera cutinasa que fue identificada y
caracterizada fue la Cutl producida por Fusarium
solani f. sp. pisi un hongo patoégeno del chicharo. La
proteina fue identificada a partir del crecimiento del
hongo en un medio que contenia cutina de manzana
como unica fuente de carbono [21].
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Figura 2. Mecanismo catalitico de las serin-proteasas. La reaccion comprende 1) el ataque nucleofilico de la Ser del sitio activo en el
atomo de carbono carbonilo del enlace peptidico escindible, para formar el intermediario tetraédrico; 2) descomposicion del intermediario
tetraédrico en el intermediario acilo-enzima mediante catalisis acida general por el sitio activo His polarizado por Asp; 3) seguido de la
pérdida del producto amino y su remplazo por una molécula de agua; 4) la reversion del paso 2 para formar un segundo intermediario
tetraédrico y 5) la inversion del paso 1 para obtener el producto carboxilo de la reaccion y la enzima activa. Figura tomada de Voet et al.,

2013 [47].

Posteriormente se detectaron otras cutinasas
utilizando medios similares [50] y mas tarde se reportd
que hidrolizados de cutina y alcoholes primarios n-
alifaticos de 14 o mas atomos de carbono son buenos
inductores de la enzima [39].

Actualmente se encuentran reportadas cutinasas de
diversos origenes como de polen de plantas, de
bacterias, levaduras y también de hongos no
fitopatdgenos [8, 51, 52]. Sin embargo, a la fecha los
hongos fitopatogenos siguen siendo considerados
como los principales productores de este tipo de
enzimas. Debido a los altos costos de produccion y a
que los niveles de expresion en los organismos nativos
no son elevados; las cutinasas que se proponen
actualmente para aplicaciones biotecnoldgicas son
enzimas recombinantes que han sido expresadas en

levaduras como Pichia pastoris. La expresion
heter6loga de estas enzimas ha permitido elevar la
actividad especifica y facilitar la obtencion de la
proteina [53, 54, 55].
Las cutinasas herramienta de
descontaminacién

como

El uso de enzimas para degradar plasticos se ha
convertido en una posible solucion al reto que implica
el excesivo uso de este material en la vida cotidiana.
Entre las distintas enzimas que se han probado para
lograr la degradacion de estos polimeros; las cutinasas
resultan una buena apuesta debido quizd a que su
sustrato natural es en si un poliéster o a que a
diferencia de las lipasas no necesitan de una activacion
interfacial para llevar a cabo la hidrolisis. La Figura 3,
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se muestra la reaccion que catalizan las cutinasas en la
degradacion de PET. La cutinasa 1 de F. solani se
empleo in vitro para hidrolizar ésteres de importancia
industrial y se encontré que es capaz de degradar
laminas de PET y PCL, aunque los rendimientos
reportados son muy bajos, cercanos al 5% vy los
tiempos de reaccion son prolongados [49, 56, 57].
Ronkvist y sus colaboradores encontraron que al tratar
el PET con cutinasas de origen fungico,
especificamente de  Pseudomonas  mendocina,
Fusarium solani y Thermobifida fusca, aumenta la
hidrofilicidad de la molécula como consecuencia de la
degradacion. En este trabajo también se encontrd que
al aumentar la cristalinidad del PET (ordenamiento de
moléculas u atomos) se disminuia la capacidad de
degradacion por lo que se propuso que la enzima actia
principalmente sobre las regiones amorfas de la
molécula, es decir donde la disposicion de las
moléculas 6 atomos no es regular.

La relacion entre las regiones cristalinas y las
amorfas en la molécula del plastico resulta ser un
factor determinante para la degradacion enzimatica.

O’Neill (2007) encontré que en presencia de
surfactantes aumentaba la actividad de la cutinasa de
F. solani a través de determinar, por fluorescencia, la
liberacion del acido tereftalico a partir de PET [58].
En reportes posteriores se modifico el sitio activo de
esta cutinasa para mejorar la capacidad de la enzima
para unir a la molécula de PET. Los resultados
muestran que aumenta 5 veces la tasa de degradacion
con respecto a la obtenida con la enzima nativa [59].

PET TPA

] Cutinasa o ,o

o o]
n " 1 1
—C—@— C=0=CH.=CH.=0 HO—C-@- C—OH
n

HO = CH:—CH:—OH
Etilenglicol
Figura 3. Reacciéon de hidroélisis de tereftalato de polietileno
(PET) catalizada por cutinasas. En color rojo se muestra el enlace
éster del PET que es hidrolizado por la enzima. TPA, acido
tereftalico.

Al expresar en Pichia pastoris una cutinasa
proveniente del hongo Glomerella cingulata también
se logré observar mediante microscopia electronica la
degradacion de PET de forma similar a la que se
obtiene mediante hidrdlisis quimica en condiciones
alcalinas [54].

Asimismo, al hacer pretratamientos al PET con
etanol y cambiar el extracto enzimatico cada semana,
de la cutinasa de T. fusca expresada en E. coli, se logra
un porcentaje de degradacion de 54% después de 3

semanas [37]. Previamente hemos expresado en la
levadura P. pastoris, las cutinasas presentes en el
genoma de A. nidulans y hemos evaluado su
aplicacion en la degradacion de poliésteres y de
residuos de botellas de PET. El resultado obtenido es
la presencia de hidrolisis de residuos de PET en 3
semanas (Figura 4), estos datos han sido sometidos al
Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial para su
proteccion [6].

Estos son algunos de los ejemplos reportados hasta
ahora de cutinasas capaces de degradar PET. Sin
embargo, los rendimientos que se han conseguido son
bajos y requieren de tiempos de reaccion prolongados;
por lo que es necesario continuar en la busqueda de
nuevas enzimas y en la optimizacion de las
condiciones de reaccion. Para encontrar estas mejoras
es necesario analizar los principales obstaculos que se
han presentado hasta ahora. En primer lugar, como se
mencioné anteriormente, la estructura del PET es un
factor fundamental ya que dependiendo de la
proporcion de zonas cristalinas que contenga, la
capacidad de degradacion enzimatica sera menor. Para
contrarrestar este problema es importante ensayar
diversos tipos de pretratamiento al plastico que
permitan aumentar la cantidad de zonas amorfas.
Algunos de los pretratamientos que se han utilizado
consisten en aplicar surfactantes, utilizar soluciones
acidas o basicas, tratamiento con luz UV vy
tratamientos mecanicos entre otros [63].

Otro problema que se ha presentado durante los
ensayos de degradacion, es que la enzima pierde su
actividad debido a la acumulaciéon en el medio de
etilenglicol, uno de los productos de hidrolisis del
PET. La acumulacién de este alcohol provoca un
aumento en la viscosidad del medio de reaccion que
altera la hidratacion de la proteina. Esto se ha
contrarrestado cambiando el medio de reaccion varias
veces durante el ensayo [37] y en reportes mas
recientes se ha trabajado con modificaciones en la
estructura de la proteina para buscar que el sitio activo
sea mas flexible y pueda contrarrestar los cambios en
la densidad del solvente [60].

Otro factor importante es considerar el medio en el
que se lleva a cabo la degradacion. Cuando se habla
de biorremediacion in situ; es decir directamente en el
sitio donde se encuentra acumulado el material, es
importante considerar las condiciones existentes en
ese lugar. Si el plastico se acumula en depositos de
basura habrd que considerar el pH del suelo, la
presencia de otros contaminantes como metales
pesados, la aw existente en el ambiente entre otros
factores.
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Figura 4. Imagenes SEM de BioPET molido incubado en presencia de (A) amortiguador de fosfatos pH 7 (testigo negativo) (X3000, 5
um), (B) cutinasa después 1 semana de reaccion (X3000, 5 um), (C) cutinasa después 2 semanas de reaccion (X1500, 10 pm) y (D) cutinasa
después de 3 semanas de reaccion (X1500, 10 pm). Se muestran en los casos A, B y D en recuadro pequeilo, las fotografias del vial de

reaccion.

Mas complejo es todavia si el ambiente donde se
acumulan el plastico es acuoso; por ejemplo, en los
océanos. En ese caso es importante considerar la
estabilidad de las enzimas frente a la sal, Ia
temperatura, el pH entre otros factores que afectan las
reacciones [61, 62]. Un reto muy importante cuando
hablamos de degradacion en ambientes marinos es
encontrar un proceso adecuado para la recuperacion
de los monomeros liberados durante la hidrolisis; ya
que estos monoémeros pueden resultar toxicos y
perjudiciales para el ecosistema y los organismos
acuaticos; en el caso especifico del PET hablamos del
etilenglicol (EG) y del 4acido tereftalico (TPA).
Actualmente existen reportes de ensayos a nivel
laboratorio en el que se logrdé recuperar EG de
soluciones acuosas mediante columnas
cromatograficas con rendimientos del 90% [64]. Sin
embargo, el reto es escalar esta técnica un nivel
comercial para poder separar todo el EG que se
generaria al hacer biorremediacion de todas las zonas
acuosas contaminadas.

Otra propuesta consiste en utilizar consorcios
microbianos o enzimaticos para degradar esos
monomeros que se liberan hasta compuestos menos
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