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RESUMEN DEL PROYECTO

Este proyecto estudia el uso de enzimas hidroliticas como método para la degradacion de
microplasticos (MP), especificamente de tereftalato de polietileno (PET), cominmente
presente en envases y materiales de embalaje. Se detallan los procedimientos experimentales
para preparar las muestras y realizar las pruebas de degradacion, asi como el analisis del
efecto de distintas enzimas sobre los MP.

La actividad enzimdtica se caracteriza mediante técnicas espectrofotométricas y se estudia
su cinética segiin el modelo de Michaelis-Menten, empleando diferentes soluciones tampoén.
Ademas, se analiza la morfologia del PET antes y después del tratamiento enzimatico.

Los resultados indican que, bajo condiciones ambientales adecuadas, las enzimas
contribuyen a la degradacion de los MP, principalmente mediante la reduccion de su tamafio.
Asimismo, se observa que la actividad enzimatica esta influenciada por la fuerza ionica del
medio, la cual puede llegar a inhibir la accion de la enzima.

Palabras clave: Microplésticos; biodegradacion; enzimas; contaminacion plastica;
degradacion de PET; cinética enzimatica; Michaelis-Menten

1. Introduccion

La mayoria de los plasticos se fabrican a partir de productos derivados del petroleo, el gas
natural y el carbon. Entre estos plasticos se incluyen el tereftalato de polietileno (PET), el
polietileno de alta densidad (HDPE), el polietileno de baja densidad (LDPE), el
polipropileno (PP) y el cloruro de polivinilo (PVC). Estos materiales presentan
principalmente las siguientes propiedades: ligereza, resistencia al calor, alta maleabilidad,
buena tenacidad y alta resistencia a la traccion. Estas propiedades les han permitido utilizarse
en una amplia variedad de aplicaciones, como dispositivos telefonicos, radios, tuberias de
plomeria, ropa sintética, articulos personales y elementos de infraestructura, entre otros, que
ha provocado el aumento de la demanda de estos materiales a 400 millones de toneladas en
2018 [1],[2]. Se estima que anualmente se vierten al mar alrededor de 8 millones de toneladas
de plastico, lo que afecta a la vida marina y, a través de las cadenas troficas, también a la



vida terrestre [3]. Esta acumulacion favorece la aparicion de nuevos tipos de
microcontaminantes denominados microplasticos (MP), que, con un tamafio inferior a 5 mm,
tienen diversos efectos nocivos sobre los organismos debido a los efectos de bioacumulacion
y biomagnificacion.

Existen diversos tratamientos para reducir los residuos plasticos: 1) Fisicos: vertederos o
incineracion; 2) Quimicos: hidrdlisis, alcohdlisis o glicolisis; y 3) Mecanicos: trituracion,
molienda, compactacion o prensado, separacion, extrusion y delaminacion, entre otros. Los
dos primeros tienen como inconveniente que liberan contaminantes secundarios (generados
en el medio ambiente debido a reacciones entre contaminantes primarios y elementos
atmosféricos) y subproductos peligrosos (como dioxinas, metales toxicos y furanos
generados en procesos industriales). Respecto al tercero, el mecanico, actualmente es muy
ineficiente porque los residuos plasticos llegan mezclados con impurezas y, con cada ciclo
de reciclaje, el polimero pierde propiedades mecanicas como la viscosidad
[2].Recientemente ha surgido un nuevo método de tratamiento, el tratamiento bioloégico, con
buenas perspectivas y un bajo impacto ambiental. El método bioldgico se centra en el
aislamiento y estudio de enzimas hidroliticas que rompen los enlaces presentes en la
estructura de los plasticos, provenientes de bacterias y hongos. Este nuevo método de
biodegradacion enzimatica de los plasticos ofrece una nueva alternativa con un potencial de
degradacion el cual ain se encuentra en etapas tempranas de desarrollo, aunque las
perspectivas futuras de este método son bastante alentadoras

2. Definicion del Proyecto

El proyecto tiene como finalidad estudiar la eficacia del método de degradacion enzimatico
de los plasticos, enfocandose particularmente los de tipo tereftalato de polietileno (PET) que
es el que mas se utiliza en la actualidad con casi 70 millones de toneladas anuales [2] y se
espera que las toneladas de PET que se producen aumenten [3]. El trabajo analiza la eficacia
en la degradacion y reduccion de la contaminacion de estos MP mediante el uso de enzimas,
un método ecoldgico que no generan contaminacion residual ni contaminantes secundarios.
En este trabajo se mostraran y aplicaran las técnicas necesarias para realizar la
caracterizacion de las enzimas hidroliticas con un seguimiento de la degradacion enzimatica
del PET, asi como una perspectiva econémica a escala de laboratorio del coste que puede
tener este método bioquimico para la degradacion de estos microcontaminantes.

3. Definicion de la metodologia

Para la realizacion de este proyecto se han establecido 3 fases principales. La 1? fase es de
investigacion mientras que la 2* y la 3* son fases experimentales:

e Fase de investigacion y seleccion de enzimas: se hard un estudio bibliografico para
comprender el funcionamiento y qué tipos de enzimas pueden servir para el objetivo



de este proyecto. En esta fase se hara uso principalmente de articulos y publicaciones
cientificas y bases de datos como Uniprot.org [S] o Expasy.org [6] para estudiar las
caracteristicas de dichas enzimas, centrandose sobre todo en las enzimas comerciales
disponibles. De esta manera, combinando la informacion disponible en bibliografia
y las correspondientes bases de datos, se estudiaran las caracteristicas de diferentes
enzimas candidatas, asi como sus condiciones de operacion Optimas en cuanto a pH
y temperatura.

Fase de determinacion de actividad enzimatica: con las enzimas seleccionadas, se
procederd a estimar sus parametros cinéticos, haciendo uso del modelo Michaelis-
Menten y de la Ley de Lambert-Beer. Para ello se utilizard un sustrato de referencia,
el paranitrofenol butirato, con el que se prepararan disoluciones patrén. Mediante
espectrofotometria, se realizara el seguimiento de la reaccion enzimatica, a través de
la disminuciéon de la concentracion de dicho sustrato. Para ello, se medira la
absorbancia de muestras tomadas a diferentes tiempos de ensayo, considerando las
respectivas temperaturas optimas de las enzimas seleccionadas. Para mantener y
controlar la temperatura que se desea para los ensayos, se hara uso de una incubadora
orbital, para facilitar el contacto entre sustrato y enzima. En estos ensayos se han
usado las disoluciones buffer disolucion salina tamponada (PBS) y tris(hidroximetil)-
aminometano con acido clorhidrico (Tris-HCI) para fijar el mismo pH en todos los
experimentos, para su posterior comparacion.

Fase de desarrollo de ensayos de MP: finalizada la obtencion de los parametros de la
actividad enzimatica, se elegira cual es el medio adecuado para realizar los ensayos
con el PET, asi como las temperaturas Optimas de las enzimas. Se prepararan y
analizaran reservorios sintéticos de agua y de medio Tris-HCI que contendran PET
(al comprobarse analiticamente tras la fase 2 que este medio es el més idoneo para
los ensayos), para conocer su concentracion de particulas, fijando tanto un valor alto
como uno bajo de concentracion de MP. Se realizaran ensayos previamente
disefiados, considerando controles negativos apropiados. Al igual que en la fase 2, se
utilizara en los ensayos la Incubadora Orbital SKI 4. Para el andlisis de las muestras
se utilizaran el Microscopio DSX1000 y el Microscopio FTIR para analizar las
medidas y la composicion de las particulas encontradas.



4. Resultados

Tras haber realizado los ensayos para determinar la actividad enzimética de las enzimas se
han obtenido los siguientes valores velocidad méaxima (vmax) y constante de Michaelis-

Menten (Km):

Tablas 1: Parametros de la cinética enzimdtica de los ensayos con una cantidad simple de enzima.

Simple concentracion de enzima

Tris-HCI buffer PBS buffer
Temperatura
Lipasa B Cutinasa 2P Lipasa B Cutinasa 2P
vV max. vV max. vV max. vV max.
(mM/min) | Km (mM) | (mM/min) Km (mM) (mM/min) Km (mM) (mM/min) Km (mM)
55 2C 0,012 0,092 4,916*10°3 0,225 5,000*10°3 0,055 9,020*10* 0,0125
37¢9C 0,003 0,212 6,420%*10* | 1,475*103 - - 3,621*10* 0,0124
Tablas 2: Parametros de la cinética enzimdtica de los ensayos con una cantidad doble de enzima.
Doble concentracion de enzima
Tris-HCI buffer PBS buffer
Temperatura
Lipasa B Cutinasa 2P Lipasa B Cutinasa 2P
vV max. Km vV max. V max. V max.
(mM/min) (mM) (mM/min) |Km (mM)| (mM/min) Km (mM) | (mM/min) |Km (mM)
55°C 0,406 1,315 6,375*%107 0,235 3,700*%107 0,688 4,730%10* 0,115
37 °C 0,001 0,092 1,518*107 0,0469 - - 5,163*10* 0,0533

En las tablas 1 y 2 se observa que las velocidades méximas de ambas enzimas son superiores
en los ensayos con el medio buffer Tris-HCI] en comparacion con las obtenidas empleando
la disolucion PBS. En consecuencia, para la obtencion de la mejor actividad enzimatica de
las enzimas en los ensayos para la degradacion del PET, se opta por solo la utilizacion del
buffer Tris-HCL

Los resultados obtenidos en los ensayos de degradacion del PET se recopilan en las
siguientes tablas:




Tablas 3: Resumen resultados concentraciones PET en los ensayos de Lipasa B

Variacion de la

Medio Tris+ PET Ensayos concentracion en
Temperatura de Concentracion de PET SIN enzima Lipasa ensayos Lipasa B
ensayo definida (MP/mL) (MP/mL) (MP/mL)
Baja Concentracion PET 11,97 14,41 2,43
37°C Alta concentracion PET 13,33 23,40 10,07
Baja Concentracion PET 12,76 13,14 0,37
55°C Alta concentracion PET 18,30 20,40 2,091

Tablas 4: Resumen resultados concentraciones PET en los ensayos de Cutinasa 2P

Variacion de la

Medio Tris+ PET Ensayos concentracion en
Temperatura de Concentracion de PET SIN enzima Cutinasa ensayos Cutinasa 2P
ensayo definida (MP/mL) (MP/mL) (MP/mL)
Baja Concentracion PET 11,97 12,42 0,44
37°C Alta concentracién PET 13,33 24,64 11,30
Baja Concentracion PET 12,76 8,33 -4,43
55°C Alta concentracion PET 18,30 19,600 1,291

Los resultados muestran un aumento de la concentracion de los microplasticos de los ensayos
donde se han aplicado las dos enzimas, excepto en el caso de la cutinasa a la temperatura de
55 °C. Este caso particular es debido a que la enzima no esta actuando en su temperatura
optima (37 °C) pudiendo haberse visto reducida su actividad enzimatica.

Para analizar si el aumento de la concentracion del pléstico se debe a la degradacion de

particulas PET de mayor tamafio en un tamafio menor, se analiza la morfologia del PET para

cada uno de los ensayos realizados. En las graficas a continuacion se muestra como ejemplo
el tamafio de las particulas para los ensayos a 55 °C encontrados en la disolucion buffer Tris-
PET sin la adicion de la enzima (Figura 1) y con la adicidn de esta (Figura 2).
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Figura 1: Tamario de las particulas PET encontradas en la disolucion buffer Tris-HCI + PET a 55 °C para
una alta concentracion (AC) de MP.
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Figura 2: Tamario de las particulas PET encontradas en el ensayo de la lipasa B + PET a 55 °C para una
alta concentracion (AC) de MP.

5. Conclusiones

Las conclusiones principales obtenidas tras el analisis y la comparacion de las muestras
realizadas en el laboratorio son las siguientes:

Tras realizar pruebas de actividad enzimadtica en soluciones Tris-HCl y PBS, las velocidades
maximas de las reacciones enzimaticas en la solucion tampon PBS fueron inferiores a las
obtenidas en la solucion tampdn Tris-HCI (en algunas pruebas, ni siquiera se detectd ningun
efecto catalitico). Esto se debe principalmente a la composicion de ambas soluciones, y en
particular, a las sales del medio PBS, que pueden afectar la actividad enzimatica. Se



confirmo que el medio Tris-HCI es adecuado para el correcto funcionamiento de las enzimas.
Los cationes sodio y potasio podrian actuar como cofactores de las enzimas, afectando la
velocidad de reaccion.

En los ensayos de degradacion de PET, las concentraciones de MP en las pruebas
aumentaron en comparacion con los blancos de control negativo. Esto significa que, en las
condiciones de temperatura adecuadas, las enzimas hidroliticas presentan una alta actividad
enzimatica, degradando y rompiendo los enlaces primarios del PET. Esta conclusion también
se ve respaldada por la reduccion del tamafo de particula que se muestra en los graficos de
las tablas de frecuencia de las pruebas. Por lo tanto, se observa un desplazamiento a la
izquierda en la distribucion de tamafio dentro de los histogramas correspondientes, donde se
observa un movimiento del tamafio del PET hacia la izquierda de los graficos, mostrando
una reduccion en el tamafo promedio de las particulas mas pequenas de PET. Este aumento,
que inicialmente podria ser perjudicial debido al aumento de la concentracion de MP y la
disminucion del tamafio, y podria afectar el torrente sanguineo, facilita el acceso de otros
seres vivos a los enlaces secundarios y la degradacion completa del PET.
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ABSTRACT

This project studies the use of hydrolytic enzymes as a method for the degradation of
microplastics (MP), specifically polyethylene terephthalate (PET), commonly found in
packaging materials. The project details the experimental procedures for preparing samples
and performing degradation tests, as well as the analysis of the effect of different enzymes
on MP.

Enzymatic activity is characterized using spectrophotometric techniques, and its kinetics are
studied according to the Michaelis-Menten model, using different buffer solutions. In
addition, the morphology of the PET is analysed before and after enzymatic treatment.

The results indicate that, under appropriate environmental conditions, enzymes contribute to
MP degradation, primarily by reducing their size. Furthermore, it is observed that enzymatic
activity is influenced by the ionic strength of the medium, which can inhibit the action of the
enzyme.

Keywords: Microplastics; biodegradation; enzymes; plastic pollution; PET degradation;
enzyme kinetics; Michaellis-Menten

1. Introduction

Most plastics are manufactured from petroleum, natural gas, and coal products. These
plastics include polyethylene terephthalate (PET), high-density polyethylene (HDPE), low-
density polyethylene (LDPE), polypropylene (PP), and polyvinyl chloride (PVC). These
materials mainly exhibit the following properties: light weight, heat resistance, high
malleability, good toughness, and high tensile strength. These properties have allowed them
to be used in a wide variety of applications, such as telephone devices, radios, plumbing
pipes, synthetic clothing, personal items, and infrastructure elements, among others, which
has led to an increase in demand for these materials to 400 million tons in 2018 [1], [2]. It is
estimated that around 8 million tons of plastic are dumped into the sea annually, affecting
marine life and, through food chains, also terrestrial life [3]. This accumulation favors the
emergence of new types of micropollutants called microplastics (MP), which, with a size
less than 5 mm, have various harmful effects on organisms due to the effects of
bioaccumulation and biomagnification.



There are several treatments to reduce plastic waste: 1) Physical: landfills or incineration; 2)
Chemical: hydrolysis, alcoholysis or glycolysis; and 3) Mechanical: crushing, grinding,
compaction or pressing, separation, extrusion and delamination, among others. The first two
have the disadvantage that they release secondary pollutants (generated in the environment
due to reactions between primary pollutants and atmospheric elements) and hazardous
byproducts (such as dioxins, toxic metals and furans generated in industrial processes).
Regarding the third, the mechanical one, it is currently very inefficient because plastic waste
arrives mixed with impurities and, with each recycling cycle, the polymer loses mechanical
properties such as viscosity [2]. A new treatment method, biological treatment, has recently
emerged, offering promising prospects and a low environmental impact. The biological
method focuses on the isolation and study of hydrolytic enzymes that break the bonds present
in the structure of plastics, derived from bacteria and fungi. This new method of enzymatic
biodegradation of plastics offers a new alternative with a degradation potential that is still in
its early stages of development, although the prospects for this method are quite encouraging.

2. Project definition

The project aims to study the effectiveness of the enzymatic degradation method of plastics,
focusing particularly on polyethylene terephthalate (PET) type, which is the most used today
with almost 70 million tons per year [2] and the tons of PET produced are expected to
increase [3]. The work analyzes the effectiveness in the degradation and reduction of
pollution of these MP using enzymes, an ecological method that does not generate residual
pollution or secondary pollutants. In this work, the necessary techniques to characterize
hydrolytic enzymes with a monitoring of the enzymatic degradation of PET will be shown
and applied, as well as an economic perspective at laboratory scale of the cost that this
biochemical method can have for the degradation of these micropollutants.

3. Definition of methodology

This project has been divided into three main phases. The first phase is research, while the
second and third are experimental phases:

e Enzyme research and selection phase: a bibliographic study will be carried out to
understand the functioning and what types of enzymes can serve the objective of this
project. In this phase, mainly scientific articles and publications and databases such
as Uniprot.org [5] or Expasy.org [6] will be used to study the characteristics of these
enzymes, focusing mainly on available commercial enzymes. In this way, combining
the information available in bibliography and the corresponding databases, the
characteristics of different candidate enzymes will be studied, as well as their optimal
operating conditions in terms of pH and temperature.

e Enzyme activity determination phase: with the selected enzymes, their kinetic
parameters will be estimated using the Michaelis-Menten model and the Lambert-



Beer law. For this purpose, a reference substrate, paranitrophenol butyrate, will be
used to prepare standard solutions. The enzymatic reaction will be monitored
spectrophotometrically through the decrease in the concentration of said substrate.
To this end, the absorbance of samples taken at different assay times will be
measured, considering the respective optimal temperatures of the selected enzymes.
To maintain and control the desired temperature for the assays, an orbital incubator
will be used to facilitate contact between the substrate and enzyme. These assays
used buffered saline (PBS) and Tris(hydroxymethyl)-aminomethane with
hydrochloric acid (Tris-HCI) buffer solutions to establish the same pH in all
experiments for later comparison.

MP assay development phase: Once the enzyme activity parameters have been
obtained, the appropriate medium for performing the PET assays will be selected, as
well as the optimal enzyme temperatures. Synthetic reservoirs of water and Tris-HCl
medium containing PET (since it was analytically verified after Phase 2 that this
medium is the most suitable for the assays) will be prepared and analysed to
determine their particle concentration, setting both high and low MP concentration
values. Pre-designed assays will be performed, considering appropriate negative
controls. As in Phase 2, the SKI 4 Orbital Incubator will be used for the assays. The
DSX1000 Microscope and the FTIR Microscope will be used to analysed the samples
to determine the measurements and composition of the particles found.

4. Results

After having carried out the tests to determine the enzymatic activity of the enzymes, the
following maximum velocity (v max) and Michaelis-Menten constant (Km) values were

obtained:
Table 1: Parameters of enzyme kinetics of single-amount enzyme assays
Single-amount enzyme assays
Tris-HCI buffer PBS buffer
Temperature - - . .
Lipase B Cutinase 2P Lipase B Cutinase 2P
vV max. V max. V max. vV max.
(mM/min) | Km (mM) | (mM/min) Km (mM) (mM/min) Km (mM) (mM/min) Km (mM)

55 ¢2C 0,012 0,092 4,916*10°3 0,225 5,000*10°3 0,055 9,020*10* 0,0125
37¢°C 0,003 0,212 6,420*10* | 1,475*103 - - 3,621*10* 0,0124




Table 2: Parameters of enzyme kinetics of double-amount enzyme assays

Double-amount enzyme assays
Temperature Tris-HCI buffer PBS buffer
Lipase B Cutinase 2P Lipase B Cutinase 2P
vV max. Km vV max. vV max. vV max.
(mM/min) (mM) (mM/min) | Km (mM) (mM/min) Km (mM) | (mM/min) |Km (mM)
55 °C 0,406 1,315 6,375*1073 0,235 3,700%1073 0,688 4,730*10* 0,115
37°C 0,001 0,092 1,518*10° | 0,0469 - - 5,163*10* | 0,0533
Tables 1 and 2 show that the maximum velocities of both enzymes are higher in the assays
using the Tris-HCI buffer medium compared to those obtained using the PBS solution.
Consequently, to obtain the best enzymatic activity of the enzymes in the PET degradation
assays, the Tris-HCI buffer alone was chosen.
The results obtained in the PET degradation tests are compiled in the following tables:
Table 3: Summary of PET concentration results in lipase B assays
Concentration
Tris+PET Concentration Concentration
WITHOUT cutinase test | variation lipase B
Temperature Defined PET concentration | enzyme (MP/mL) (MP/mL) test (MP/mL)
Low concentration PET 11,97 14,41 2,43
37°C High concentration PET 13,33 23,40 10,07
Low concentration PET 12,76 13,14 0,37
55°C High concentration PET 18,30 20,40 2,091
Table 4: Summary of PET concentration results in cutinase 2P assays
Concentration
Tris+PET Concentration Concentration
WITHOUT cutinase test | variation lipase B
Temperature Defined PET concentration | enzyme (MP/mL) (MP/mL) test (MP/mL)
Low concentration PET 11,97 12,42 0,44
37°C High concentration PET 13,33 24,64 11,30
Low concentration PET 12,76 8,33 -4.43
55°C High concentration PET 18,30 19,600 1,291




The results show an increase in the concentration of microplastics in the tests where both
enzymes were applied, except in the case of cutinase at a temperature of 55°C. This case is
due to the enzyme not acting at its optimal temperature (37°C), which may have reduced its
enzymatic activity.

To analyze whether the increase in plastic concentration is due to the degradation of larger
PET particles into smaller ones, the morphology of the PET is analyzed for each of the tests
performed. The graphs below show, as an example, the particle sizes for the tests at 55°C
found in the Tris-PET buffer solution without the addition of the enzyme (Figure 1) and with
it (Figure 2).
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Figure 1: Size of PET particles found in the Tris-HCI + PET buffer solution at 55 °C for a high concentration
(HC) of MP.
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Figure 2: Size of PET particle found in the lipase B + PET assay at 55 °C for a high concentration (HC) of
MP.

5. Conclusions

The main conclusions obtained after the analysis and comparison of the samples taken in the
laboratory are the following:

After performing enzyme activity tests in Tris-HCI and PBS solutions, the maximum rates
of enzymatic reactions in PBS buffer were lower than those obtained in Tris-HCI buffer (in
some tests, no catalytic effect was even detected). This is mainly due to the composition of
both solutions, and to the salts in the PBS medium, which can affect enzyme activity. It was
confirmed that the Tris-HCl medium is suitable for the proper functioning of the enzymes.
Sodium and potassium cations could act as cofactors for enzymes, affecting the reaction rate.

In PET degradation assays, MP concentrations in the samples increased compared to the
negative control blanks. This means that, under the appropriate temperature conditions,
hydrolytic enzymes exhibit high enzymatic activity, degrading and breaking the primary
bonds of PET. This conclusion is also supported by the reduction in particle size shown in
the graphs of the frequency tables of the tests. Therefore, a left shift in the size distribution
is observed within the corresponding histograms, where a movement of PET size to the left
of the graphs is observed, showing a reduction in the average size of the smallest PET
particles. This increase, which could initially be harmful due to the increased MP
concentration and decreased size and could affect the bloodstream, facilitates access by other
living organisms to the secondary bonds and the complete degradation of PET.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

La invencion del plastico suele situarse en 1860, cuando John Wesley Hyatt present6, en un
concurso de invenciones, su creacion celuloide formada por la disolucion de celulosa en
alcanfor y etanol. Este plastico semisintético daria comienzo al desarrollo y evolucion del
plastico actual, cuyo origen puede datarse en el afio 1907 cuando el quimico americano Leo
Baekeland invent6, a partir de fenol y formaldehido, la primera sustancia plastica
completamente sintética llamada baquelita. Este elemento tenia la capacidad de poder
moldearse en calor y una vez en frio daba lugar a una sustancia termoestable, resistente y

aislante [1][2]

En la actualidad, la mayoria de los plasticos estan formados por productos derivados del
petroleo, gas natural y carbon. Entre ellos se encuentran el polietileno (PE), el tereftalato de
polietileno (PET), el polietileno de alta densidad (HDPE), el polietileno de baja densidad
(LDPE), el polipropileno (PP) y el cloruro de polivinilo (PVC) caracterizados, principalmente,
por las siguientes propiedades: peso ligero, resistencia al calor, alta maleabilidad, buena dureza,
elevada resistencia a la traccion. Estas propiedades han permitido su uso en una gran variedad
de aplicaciones como teléfonos, radios, tubos de cafierias, ropa sintética, utensilios personales,
elementos de infraestructura, entre otros, y son muy importantes en una amplia gama de
industrias como la textil, automotriz o manufacturera [1][3]. Esta gran variedad de aplicaciones
ha provocado que la demanda aumente de 2 millones de toneladas en el afio 1950 hasta
aproximadamente 400 millones de toneladas en el afio 2018 con un gran impacto ambiental,

particularmente en el ecosistema marino.

Se estima que anualmente se vierten en el mar en torno a 8 millones de toneladas de plastico
afectando la vida maritima, y a través de las cadenas troficas, también a la vida terrestre [4].
Dicha acumulacion ha propiciado, ademds, la aparicion de unos nuevos tipos de
microcontaminantes denominados microplésticos (MP), de un tamafio inferior a 5 mm, que
presentan diversos efectos nocivos en los organismos, tal y como se expondra mas adelante. El

Parlamento Europeo ha informado a través de su pagina web de la presencia en el mar de
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aproximadamente 51.000 millones de este tipo de particulas de MP, tanto primarios (liberados
ya en tamafos microscopicos) como secundarios (producidos por la degradacion progresiva de
los residuos plasticos de mayor tamafio) en los siguientes porcentajes: en torno a un 15-31%
son MP de origen primario, provenientes de particulas de la abrasion de neumaticos por la
conduccion, lavado de ropa sintética y productos de cuidado personal y de limpieza y entre un
69-81% MP secundarios procedentes principalmente de la degradacion de bolsas de pléstico,

botellas y redes de pesca [4]

Esta alta presencia de particulas de MP esta haciendo que sean consumidos por parte de los
distintos organismos que hay en el medio marino causando un descenso en su proliferacion
debido, no s6lo a un menor acceso a los nutrientes, sustituidos por estos MP en su dieta, sino
también a su efecto saciante y la interaccion con su sistema reproductivo. Estas particulas una
vez dentro del organismo pueden ser retenidas por este (bioacumulacioén) o pasar a los niveles
superiores de la cadena tréfica (biomagnificacion). Estos efectos nocivos pueden potenciarse
debido a la capacidad que tienen los MP de absorber otros contaminantes tales como el zinc o

cobre, potenciando los efectos adversos [5].

En la siguiente imagen se ve la presencia de la contaminacion en las especies marinas [5]:

Figura 3: Presencia de plasticos en la vida marina
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La contaminacion por plastico es uno de los problemas medioambientales mas importantes de
la actualidad, debido a la gran variedad de tipos de materiales sintéticos que conforman
elementos de uso cotidiano tales como los envases de los alimentos o empaquetado, el
incremento de la demanda de estos materiales, asi como el aumento de los residuos plasticos
que se generan. Hay diversos tratamientos para la reduccion de los residuos plasticos. Los
principales tratamientos de reciclaje se pueden clasificar en: 1) Fisicos: vertederos, o
incineracion, 2) Quimicos: hidrolisis, alcoholisis o glicosis y 3) Mecénicos: trituracion, molido,
compactacion o prensado, separacion, extrusion y deslaminado entre otros. La mayoria de estos
tratamientos presentan unos impactos ambientales posteriores debido a la liberacion de
contaminantes secundarios (generados en el medio ambiente debido a las reacciones entre
contaminantes primarios y elementos atmosféricos) y subproductos peligrosos (tales como
dioxinas, metales toxicos y furanos generado en los procesos industriales). El reciclaje
mecanico seria una opcion valida para la reduccion de los residuos plasticos sin que se
produzcan subproductos contaminantes, pero es bastante ineficiente en la actualidad debido a
que llegan mezclados con impurezas y en cada ciclo de reciclaje el polimero pierde propiedades

mecanicas como la viscosidad. [3]

Actualmente ha surgido un nuevo método, el tratamiento bioldgico, que tiene buenas
perspectivas por su bajo impacto ambiental. El método biologico se centra en el aislamiento y
estudio de enzimas hidroliticas procedentes de bacterias y hongos que rompen los enlaces
presentes en la estructura de los plasticos. Entre estas enzimas destacan la PETasa (Hidrolasa
de tereftalato de polietileno EC 3.1.1.101) y la MHETasa (Hidrolasa de tereftalato de
monoetileno EC 3.1.1.102). En el caso de la PETasa, esta enzima degrada el polimero PET
obteniendo tereftalato de bis (2-hidroxietileno) (BHET) y 4cido mono (2-hidroxietil) tereftalato
(MHET), este ultimo serd degradado por la MHETasa obteniendo los monomeros originales,
acido tereftalico (TPA) y etilenglicol (EG), facilitando su recuperaciéon como materias primas

y la economia circular, de ahi que tenga este tratamiento buenas perspectivas de futuro. [3]

A continuacion, se muestra una imagen del proceso de degradacion del PET [3]:
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Figura 4: Esquema de la degradacion del PET mediante uso de hidrolasas

En este proyecto, se estudia la eficacia de este nuevo método de degradacion, asi como su
potencial en la destruccion de los enlaces de los MP, centrandose en los de tipo PET. El trabajo
analiza principalmente la degradacion del PET debido a su alta presencia en los plasticos que
se estan utilizando en la actualidad con casi 70 millones de toneladas anuales [6]y se espera que
las toneladas de PET que se producen anualmente aumenten [3]. El proyecto busca con ello
analizar la eficacia en la degradacion y reduccion de la contaminacion de estos MP, mediante
el uso de enzimas. En este trabajo se mostrardn las técnicas necesarias para realizar la
caracterizacion de las enzimas hidroliticas con un seguimiento de la degradacion enzimatica del
PET, asi como una perspectiva econdmica a escala de laboratorio del coste que pueden tener

este método bioquimico para la degradacion de estos microcontaminantes.
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Capitulo 2. DESCRIPCION DE MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen todas las tecnologias y herramientas utilizadas durante la
realizacion de los ensayos, asi como las distintas técnicas empleadas para la determinacion de

los resultados empiricos.

2.1 PRINCIPALES EQUIPOS Y HERRAMIENTAS UTILIZADOS

2.1.1 MicroscoriO OLYMPUS DSX1000

El microscopio Olympus DSX1000 es un microscopio Optico digital que permite realizar
inspecciones, analisis de las formas y mediciones de los MP contenidos en las muestras. Consta
de lentes de 3, 10, 20 y 40 aumentos, asi como un zoom digital que permite una magnificacion
de 7000 veces en el monitor. Este microscopio serd utilizado para analizar la cantidad y
morfologias de los MP resultantes en cada uno de los ensayos que se realicen durante este

proyecto. En la Figura 5 se presenta una imagen del microscopio.
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Figura 5: Microscopio OLYMPUS DSX1000

2.1.2 ESPECTROFOTOMETRO DE INFRARROJO JASCO

El microscopio por espectroscopia de infrarrojos de transformada de Fourier es un dispositivo
que permite el andlisis de la composicion quimica de los elementos encontrados con el
microscopio Olympus. Se hace uso de la radiacion infrarroja (IR) que permite identificar cada
material en funcién de su forma de interaccion con diferentes longitudes de onda de la region
de infrarrojos del espectro electromagnético, permitiendo determinar el tipo de material del que
estan formados los elementos encontrados con el microscopio Optico. A continuacion, se

muestra una imagen del equipo en la Figura 6.
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Figura 6: Espectrofotometro de Infrarrojo JASCO (FTIR + microscopio)

Es necesario, para el correcto funcionamiento del equipo, el uso de nitrégeno liquido que nos
permite estabilizar la medida. El nitrogeno liquido es un gas licuado criogénico con una

temperatura de ebullicion de -196 °C y densidad 0,808 kg/l, ambos referidos a 1 atm.

Los principales riesgos del uso del nitrogeno liquido son: quemaduras frias, congelacion,
hipotermia, presurizacion y explosion, deficiencia de oxigeno y asfixia. El manejo de este
liquido criogénico se hard con responsabilidad y seguridad haciendo uso de guantes de

seguridad. [7] En la Figura 7 se reproduce una imagen del deposito.
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Figura 7: Deposito de nitrogeno liquido y guantes de proteccion

2.1.3 ESPECTROFOTOMETRO SPECTROQUANT PROVE 100 | 300 | 600

El espectrofotometro Spectroquant Prove 100 es un instrumento que permite medir la intensidad
de luz absorbida después de pasar a través de una disolucion de muestra tras ser iluminada
mediante el uso de una ldmpara de deuterio en el rango de la region visible (longitudes de onda
entre 320-1100 nm). En este proyecto se usa para medir la absorbancia total a través del tiempo
de un sustrato de referencia, usdndose para la determinacion de la actividad enzimadtica la
variacion de la absorbancia medida a causa de su hidrélisis mediada por las enzimas. Para cada
medida es necesario eliminar el efecto de la absorbancia basal, realizando antes de tomar los

ensayos un blanco. A continuacion, puede verse una imagen del equipo, en la Figura 8.
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Figura 8: Espectrofotometro Spectroquant Prove

2.1.4 BALANZA ANALITICA XS205 DU

La balanza analitica XS205 DU es un equipo utilizado en el laboratorio para el pesaje de
sustancias. Se utilizard durante el proyecto para el pesaje de la cantidad de enzima requerida
para los ensayos, tanto los ensayos de la definicion de la actividad catalitica como los de
degradacion del PET que requieren hacer uso de unidades tanto de mg o de pg. En la Figura 9

se observa la balanza que se usa en los ensayos.
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Figura 9:Balanza XS205 DU

2.1.5 AGUA ULTRAPURA

Se hace uso del dispensador de agua purificada tipo I Direct-Q SUV para obtener el agua pura
necesaria para la preparacion los tampones de los medios y preparar todas las diluciones
empleadas en los ensayos de este proyecto. A continuacion, se muestra la purificadora de agua

empleada en la Figura 10.
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Figura 10: Purificador de agua Direct-Q SUV

2.1.6 CAMPANA DE EXTRACCION

Para la manipulacion de elementos toxicos como el HCI, se hace uso de una campana de
extraccion, para proteger al usuario de inhalar gases peligrosos. En la Figura 11 se muestra la

campana de extraccion empleada en este trabajo.

Figura 11: Campana de extraccion

2.1.7 ESTUFA

Para la eliminacion del agua después de la etapa del filtrado, tal como se describe en el apartado
2.2 de técnicas empleadas, es necesario una etapa de secado para los filtros. Se muestra en la

Figura 12, la estufa utilizada.
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Figura 12: Estufa de laboratorio

2.1.8 INCUBADORA ORBITAL SKI4

La incubadora orbital SKI4 es un dispositivo que combina las funciones de agitacion y de

control de temperatura en un solo equipo. A continuacion, se muestra una imagen del equipo

en la Figura 13.

Figura 13: Incubadora orbital SKI 4

2.1.9 MORTERO DE LABORATORIO Y PLACAS PETRI

Se haré uso para la preparacion de las muestras sintéticas de un mortero de laboratorio, que se

emplea para triturar y pulverizar el PET y de esta forma obtener MP sobre los que se realiza el

ensayo.
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Para minimizar la exposicion de las muestras a elementos externos, cada vez que las muestras
no se estén analizando en los microscopios mencionados previamente, se colocaran en placas

Petri que son recipientes de vidrio con una tapa que los cubre, como se ilustra en Figura 14.

Figura 14: Mortero de laboratorio y placas Petri

2.2 METODOS UTILIZADOS

2.2.1 TECNICA DE FILTRACION A VACIO

La filtracion a vacio es una operacion basica, donde una mezcla solido-liquido atraviesa un
material poroso que retiene los solidos de la mezcla original en base a su retencion por tamaio

a través de un medio poroso. [8]

Se hace uso, en los ensayos de este trabajo, de filtros de nitrato de celulosa con un tamafo de
poro de 0,45 um. Con el objeto de generar una diferencia de presion entre las dos caras del
filtro, se dispuso de un matraz kitasato conectado a una linea de vacio. Antes de la realizacion
del efecto filtrado es necesario agitarlo correctamente para facilitar la homogeneizacion de la

muestra que se tome de la disolucion madre.
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2.2.2 TECNICAS ESPECTROFOTOMETRICAS

Este conjunto de técnicas se basa en la capacidad de las moléculas de absorber radiaciones
dentro del rango de espectro ultravioleta (UV)-visible en funcion de la interaccion de la energia
asociada a los fotones y las transiciones electronicas que permita la estructura de cada molécula.
Esta técnica también permite determinar y caracterizar las biomoléculas, debido a que la
eficiencia con la que absorbe las distintas longitudes de onda depende tanto de la estructura
atobmica como las condiciones del medio (pH, constante dieléctrica, temperatura, fuerza

i6nica)[9].

2.2.2.1 Regiones ultravioleta y visible

Como se ha indicado, en espectrofotometria de absorbancia se utilizan la region ultravioleta

(195-400 nm) y la visible (400-780 nm)[9]:

e Region UV: regién de alta energia donde se alcanzan la maxima absorbancia
compuestos con dobles enlaces aislados, triples enlaces, enlaces peptidicos, sistemas
aromaticos, entre otros. Se emplea como fuente de radiacion una ldmpara de deuterio.
Los espectros de UV pueden verse sometidos a desplazamientos debido a la alteracién
de la conformacion electronica de las moléculas ante factores como pH, fuerza i6nica y
la naturaleza del disolvente.

e Region Visible: el color que se aprecia en las soluciones se corresponde a las longitudes
de onda que en que transmiten, no que absorben. La fuente de radiacion visible son

lamparas de tungsteno.

A continuacion, se muestra una tabla con los colores observados en el rango de espectro de la

region visible [10]:
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Tabla 1: Comparacion color absorbido y observado para cada longitud de onda maxima (nm)

Longitud de onda de mixima Color Color
absorbancia (nm) absorbido observado
380420 Violeta Amarillo verdoso
420440 Azul violiceo Amarillo
440470 Azul Maranja
470-500 Verde azulado Rojo
500-520 Verde Puirpura
520-550 Verde amanillento Violeta
550-580 Amanllo Azul violiceo
SE0-620 MNaranja Azul

20-680) Rojo Verde azulado
6E0-T80 Pirpura Verde

Los electrones de las moléculas suelen ocupar el nivel de menor energia, pasando inicamente
a un estado excitado cuando en condiciones apropiadas adquieren energia. El maximo de
absorbancia de una muestra a una determinada longitud de onda de radiacion incidente
corresponderia a una energia igual entre la diferencia entre la energia del estado fundamental y

el excitado.[11]

Los espectros de absorcion de las moléculas se pueden analizar tanto cuantitativa como
cualitativamente. Esto es debido a que la forma del espectro de absorcion se utiliza tanto para
identificar la presencia de un compuesto como la cantidad presente de una determinada
molécula. En la siguiente imagen se muestra un ejemplo de un espectro de absorcion de una

molécula [11]:
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Figura 15: Espectro de absorcion de una molécula

2.2.2.2 Conceptos de transmitancia y absorbancia. La Ley de Lambert-Beer

Antes de continuar con el desarrollo de este apartado es preciso exponer los conceptos de

transmitancia y absorbancia necesarios para la comprension de la Ley de Lambert-Beer. Para

ello se muestra en la siguiente imagen la intensidad de una longitud de onda al atravesar un

medio absorbente [9]:

Figura 16: Intensidad de longitud de onda a través de una muestra

e [,=intensidad incidente. Es la intensidad de una determinada longitud de onda de luz que

incide sobre el medio absorbente.

e [,= intensidad absorbida. Es la cantidad de intensidad de la radiacién incidente que se

absorbe en el medio.

e [,= intensidad transmitida. Es la cantidad de intensidad de la radiacién incidente que

atraviesa la muestra sin ser absorbida.

Se cumple la siguiente ecuacion:
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L=L+I (1)

Transmitancia (T): se define como la cantidad de luz transmitida que llega al detector cuando
ya ha atravesado la muestra en relacion con la cantidad de luz que se incidi6 sobre ella[9].

I
%T = —-x100 @

(o]

Absorbancia (A): el concepto de absorbancia indica la cantidad de luz absorbida por la muestra

[9].

1 I
A= logT =—logT = —logl—t ®)
o

. La relacién entre la cantidad de energia absorbida y la cantidad de materia viene establecida
por las leyes de Lambert-Beer. La ley de Lambert establece que “la cantidad de luz absorbida
por un medio es independiente de la intensidad de la radiacion y dependiente del espesor de la
muestra y las caracteristicas de esta”. La Ley de Beer establece que “la cantidad de radiacion
absorbida es proporcional al nimero de moléculas que se encuentran en el recorrido de la

luz” [11]

Unificando ambas leyes se determina que la absorbancia de la radiacion incidente es
proporcional a la trayectoria de la radiacion a través de la solucion preparada y a la
concentracion en este medio del componente que produce la absorbancia [12]. La ley de
Lambert-Beer se puede expresar mediante la ecuacion:

(4)

IO
A=10g7=a*b*c

e a=absortividad, es una constante de proporcionalidad que indica como de eficaz es una
sustancia para absorber luz. Es una propiedad intensiva de la materia. Sus unidades son:
[+ g~ « cm™1. En este proyecto se utiliza la absortividad molar, definida mas adelante.

e b =trayectoria de la radiacion a través de la muestra, se utiliza como unidad los cm.
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e ¢ = concentracion (g/1)

La absortividad pasa entonces a denominarse absortividad molar expresandose con € (I *
mol~1 * cm™1) cuando la concentracion esté en mol/L y b en cm. La ecuacion de la absorbancia

se transforma en:

A=¢gxbxc (5)

2.2.2.3 Recta de calibrado

La Ley de Lambert-Beer permite la obtencion de las concentraciones de las muestras analizadas
a partir de una recta de calibrado. Esta se consigue midiendo las absorbancias de muestras de
disoluciones patrén, con concentraciones conocidas del compuesto a analizar. Serd necesario
calibrar y configurar el espectrofotometro para seleccionar la longitud de onda de la region del
espectro caracteristico del compuesto que se desea determinar, correspondiente a su maximo
de absorcion [12]. Para que sea valida la Ley de Lambert-Beer en esas concentraciones del
sustrato a analizar, la relacién absorbancia-concentracion debe ser una recta lineal

formulandose de la siguiente forma:
A=m=C+b (6)

e m= pendiente de la recta, corresponderia a “€ *b” (trayectoria de radiacion)
e b= ordenada en el origen (idealmente es 0), en la realidad sera distinto de 0 por diversos

factores (falta de uniformidad, desviacion instrumental...)

En la siguiente imagen se muestra la relacion lineal entre las absorbancias y las distintas

concentraciones del sustrato [12]:
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A " Recta de calibrado
PN A —
I
Al ____ !
1 : ]
&) ran & C

A absorbancias: C concentraciones

Figura 17: Relacion lineal absorbancia-concentracion

En la imagen mostrada a continuacion se puede observar que el tramo x-y corresponde al
intervalo de concentraciones donde los valores de absorbancia varian linealmente con respecto

a la concentracion, cumpliéndose por tanto la Ley de Lambert-Beer [13]:

-¥ poncantracon

Figura 18: Curva de calibracion absorbancia-concentracion

2.2.3 ESTRATEGIAS DE SUBMUESTREO EN MICROESPECTROSCOPIA

Para el estudio morfoldgico y la identificacion espectrofotométrica de los MP presenten en los
filtros, se hace uso del microscopio OLYMPUS DSX 1000 y el espectrofotometro de Infrarrojo
JASCO, respectivamente. Dado que el numero de particulas a analizar en las muestras es tan
elevado, se hace inviable que se analice el 100% de la totalidad del area del filtro, siendo
necesario encontrar otras estrategias que permitan obtener un resultado confiable dentro del

margen de error reduciendo la cantidad de particulas a analizar.

En este Proyecto se usaran las estrategias de submuestreo indicadas en el documento cientifico
“Assessment of Subsampling Strategies in Microspectroscopy of Environmental Microplastic
Samples” [14], donde se mencionan dos maneras para medir solo una fraccion de la muestra y

extrapolar los datos:
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1. Submuestreo antes de la filtracion: solo una fraccion de la muestra total se filtra,
requiriendo que esté totalmente homogeneizada para evitar errores.
ii.  Submuestreo durante del analisis: la muestra completa se filtra, pero solo se realizara

una medicion de una parte del filtro.

En este trabajo se llevara a cabo la segunda forma de muestreo, el cual sirve para cualquier
técnica de medicion y andlisis de MP (FTIR, espectroscopia Raman,...). A continuacion, se
muestran los 4 tipos de disefios para el analisis de datos que se desarrollan en el documento
“Assessment of Subsampling Strategies in Microspectroscopy of Environmental Microplastic

Samples” [14].

25 mm

@0
Bk

Figura 19: Distribucion de las areas de medicion en un filtro circular, siguiendo diferentes disposiciones: (4)
Extendiendose sobre un cuarto del filtro. (B) Formando una cruz. (C) Siguiendo una espiral. (D) Colocacion
aleatoria.

Las conclusiones a las que se llegan en el documento respecto del uso de cada uno de los 4 tipos

de estrategias son las siguientes:

e Ninguna de las estrategias de submuestreo indicadas previamente ha superado a las
demas. El error del submuestreo depende del porcentaje de filtro medido en todos los
casos analizados.

e El error de medida supera el 50% si solo se mide el 5% del filtro. Para la obtencion de

un error inferior al 20% se deberé analizar la mitad del filtro para cualquier método
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analizado previamente, aunque si se desea obtener recuentos exactos de MP, se
recomienda analizar toda la muestra.
e Mejorar la concentracion de MP antes del analisis mejora la precision. Para ello se

realizan técnicas de separacion o de concentracion.

Para facilitar una correcta comparacion entre los ensayos realizados en este proyecto, se usara
la estrategia de analizar un 25% del filtro. Esto se debe a que las concentraciones definidas en
los ensayos son lo suficientemente elevadas para que haya una buena presion a la hora de tomar

datos.
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Capitulo 3. ESTADO DE LA CUESTION

3.1 DEFINICION Y TIPOS DE MICROPLASTICOS

Antes de continuar con el desarrollo y planteamiento de los ensayos, es necesario definir el
concepto de MP, los tipos y las distintas clasificaciones que tienen. Un MP es cualquier
fragmento de matriz polimérica, con forma regular o irregular y con un tamafio comprendido
entre 1 um a 5 mm. Existen referencias bibliograficas que incluyen a los MP de tamafio 0,1
uma 1 um en la clasificacién de pequenos MP, pero en este trabajo se ha excluido toda particula
sintética polimérica con un tamafio inferior al 1um. En la siguiente tabla se recopilan las

distintas categorias de los MP dependiendo del tamafio [15][16]:

Tabla 2: Tamarios de los pldsticos y su denominacion

Categoria Diametro

Nanoplasticos <0,1 ym

Microplasticos Pequefios | 0,1 um — 1 mm

Microplasticos Grandes 1 —-5,00 mm

Aparte de la clasificacion que tienen los plasticos teniendo en cuenta su tamaino, también son
clasificados en funcion de su forma (pellets, fibras y fragmentos) y de su origen (primarios y
secundarios). Principalmente se usara la que depende del origen, un tipo de clasificacion mas

utilizado y el cual se presenta a continuacion:

e Microplasticos primarios: son los MP liberados directamente al medio ambiente. Se
estima que un 15-31% de los MP que se encuentran de ambiente marino son primarios.
Dentro de esta categoria entrarian [4, 17]:

» Lavado de textiles sintéticos: se origina en los hogares o en las lavanderias
industriales, donde en la etapa del lavado ocurre un desprendimiento de fibras de

poliester, polietileno, acrilico o elastano las cuales llegaran a las aguas residuales.
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Se estima que un 34,8% de los MP primarios proceden de estos tratamientos de
lavado.

» Erosion de los neumaticos: se debe a la abrasion de los neumaticos durante su uso,
los cuales se degradaran y sus particulas seran transportadas por el viento y lluvia
hasta su destino final. Representan el 28% de los MP que llegan a los océanos.

» Polvo de ciudad: esta conformado por diversas fuentes de origen entre los que
estarian: abrasion de objetos (utensilios de cocina sintéticos, suelas de calzado),
abrasion de infraestructuras (revestimiento de edificios, césped artificial). Se estima
que en torno a un 24% de los MP primarios que llegan al mar son de este tipo.

» Marcas viales: debido a la abrasion realizada por los vehiculos, las marcas viales
(pintura, cinta de polimeros preformados, termoplastico, etc) van degradandose,
desprendiéndose particulas al medioambiente. Esta Gltima categoria solo conforma
el 7% de las particulas primarias que llegan a los océanos.

MP secundarios: son que se originan por la degradacion de objetos plasticos de mayor

tamano, la cual es debida a la exposicion de elementos externos como la accion del sol

o al propio uso del material. El principal punto de partida de estas particulas seria la

degradacion de bolsas de pléstico y redes de pesca. Por su origen es dificil hallar una

trazabilidad para este tipo de MP y por ese motivo los estudios se enfocan mas en
cuantificar los MP primarios. Se estima que entre un 69-81% de los MP que se

encuentran de ambiente marino son secundarios[4, 17].
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3.2 DEFINICION Y ELIMINACION/TRATAMIENTO DEL PET

El PET es un material sintético termoplastico con las propiedades de ser un buen aislante de
gases, tener resistencia mecanica, transparencia y brillo. Estas propiedades propiciaron que se
realizaran investigaciones para modificar los grados de cristalizacion del PET para su uso en el
moldeo para la fabricacion de envases, empaquetados o recipientes [18]. A continuacidn, se

muestra la estructura quimica del PET [18]:

I I
+O—{CH2}2—O—C‘©7C+
H

Figura 20: Estructura quimica del PET

En la actualidad el PET se produce por dos métodos: 1) transesterificacion del tereftalato de
dimetilo con etilenglicol (EG) y 2) por esterificacion directa del acido tereftalico (TPA) con
EG. Lo que se forma en ambos métodos sera el tereftalato de bis (2-hidroxietileno) (BHET)
siendo considerado el monomero del PET. El siguiente paso sera la condensacion del BHET en
presencia de tridxido de antimonio como catalizador. El poliéster fundido serd extruido o
transformado en fibras y convertido en granulos para ser conservado hasta su uso final [19]. En
las Figuras 21 y 22 se recogen las reacciones quimicas de los procesos de obtencion del PET

[19]:
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COOCH,
@ ‘+  2HO-CH,-CH,-OH -2 CH,0H

- ehilenghenl (EG)
| COOCH -CH,-OH
COOCH, :

terefTakato de dumetilo | =

o
GOOH / COOCH -CH,-OH
+ 2 HO-CH,-CH,-OH % tereftalato de bis( 2-hidroxietleno )
EG BHET

COOH

dcido terefidhco

Figura 21: Sintesis comercial del BHET

0 0
Ho—cuz—m[z—o—u @—H—o—cm—cm—m{ —

0 0
—l—o—g@u—o—cm—m{z—;— + 2 HO-CHy-CHy-OH

polietilen tereftalato etilenglicol

Figura 22: Condensacion del BHET para formar PET

3.2.1 TRATAMIENTOS CONVENCIONALES DE RESIDUOS PET

En la actualidad la mayoria de los residuos plasticos son eliminados con tratamientos fisicos o
térmicos, tales como su disposicion en vertederos o mediante incineracidon, o con tratamientos
quimicos que se basan en la conversion del PET en productos de menor peso molecular. Estos
métodos de eliminacion de residuos presentan diversas desventajas ambientales por la
liberaciéon de contaminantes nocivos, favoreciendo el cambio climdtico y la creacion de

subproductos toxicos que afectan a la salud [3].

Debido a los impactos ambientales previamente mencionados, se estd usando el reciclaje
mecanico; una alternativa sostenible que no genera MP durante el proceso, pero que resulta

muy ineficiente y puede generar productos mal reciclados debido a la aparicion de tensiones
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mecanicas en los procesos de molienda, extrusion, etc.... Por este motivo se estan buscando en
la actualidad nuevos métodos de degradacion de los plasticos haciendo uso de un método

enzimatico, aunque todavia estd en investigacion [3].

A continuacion, se muestran los distintos tratamientos para los residuos de plastico [3]:

Incineracion y vertedero

Hidrolisis con acidos fuertes,
metanolisis y glicolisis

Residuos PET

Tratamientos Clasificacién, molienda,
Mecanicos pelletizado/ extrusion y moldeo.
Tratamientos Utiliza hidrolasas del PET tales
L. ——— | como la cutinasa, lipasa, PETasa,
Enzimaticos esterasa, etc.

Figura 23: Tipos de tratamientos para residuos PET

En los siguientes subapartados se describen en mayor profundidad los tratamientos quimicos y
mecanicos mencionados previamente. El empleo de vertederos no ha sido desarrollado en este
capitulo debido a que es un método de disposicion final de los residuos en general, no ofrece

nada innovador desde un punto de vista técnico y es un método ampliamente conocido.

3.2.1.1 Tratamiento de recuperacion de calor (incineracion)

La incineracion es un método que permite obtener en forma de calor la energia almacenada en
los residuos plasticos mediante el uso de reactores especiales, los incineradores, donde los
productos son sometidos a procesos de combustion obteniendo como resultado didoxido de

carbono (CO,) y agua (H,0). El calor que se obtiene en forma de vapor de agua servird para la
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generacion de electricidad haciendo uso de turbinas. La desventaja de este tratamiento de
gestion de residuos plasticos es la generacion de gases contaminantes a la atmosfera tales como
monoxido de carbono (CO) y dioxinas, pudiéndose llegar a liberar al medio ambiente metales

pesados[20].

3.2.1.2 Tratamientos quimicos

Tal y como se ha indicado previamente, los tratamientos quimicos de los residuos se basan en
la generacion de productos de menor peso molecular. Para realizar este tratamiento se han
desarrollado diversos procesos donde el PET se deshace o se despolimeriza para obtener
productos intermedios como los poliglicoles, mondmeros uniformes o el material inicial con el
que fue hecho el PET, los cuales se volverian a utilizar favoreciendo la economia circular. Estos

procesos son los siguientes:

e Hidrdlisis: mediante la reaccion de hidrolisis (reaccion quimica del agua con una
sustancia), se trata el PET a altas temperaturas en presencia de catalizadores
produciéndose TPA y EG. Hay distintos tipos de hidrolisis dependiendo del pH: acida,
neutra y alcalina. Aunque el interés por este método de reciclaje del PET esta creciendo,
presenta la desventaja de la dificultad de purificar posteriormente el acido tereftalico.
[18, 19]

En la Figura 24 se muestra el esquema de la reaccion de hidrolisis del PET [18]:

o o 0 o
I i 1l I
HO-[C-()-C-0-CHy-CHy-O}-H ~ HyO ——» HO-C-{{)-C-OH ~ HO-CHy-CH,-OH
PET TPA EG

Figura 24: Reaccion de despolimerizacion del PET con hidrolisis

e Metandlisis: el PET es despolimerizado con metanol a altas temperaturas (180-280°C)
y a presiones de 2-4 MPa. Se emplean catalizadores de transesterificacion como acetato
de cinc, acetato de magnesio, etc. Este método presenta los inconvenientes de necesitar
catalizadores, altas presiones, creacion de oligdmeros (moléculas formadas por la union
de pocos monomeros que indican que una reaccion es incompleta) y la dificultad de

separar productos del EG[19].
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A continuacion, se muestra el esquema de la reaccion de metandlisis del PET [19]:

i f
HOCH;CH;O{C-@*C—O~CHZ—CH2—O —H + 2CH,OH ——=
PET
i i
n CH;—O-COL':—O-CH_‘ + (n+1) HO—CH/—CH;~OH
EG
DMT

Figura 25: Reaccion de metandlisis del PET

e Glicodlisis: para la glicolisis del PET, se hace uso de etilenglicol, dietilenglicol,
propilenglicol o dipropilenglicol. La reaccion glicolisis se realiza durante 8 horas a 200
°C reaccionando el PET en presencia de un catalizador (aminas, alcoxidos o sales de
metal de 4cido acético) y el glicol, bajo una purga constante de nitrégeno para inhibir la
degradacion de los polioles que se obtienen. Este tratamiento permite obtener el
monomero del PET y puede realizarse en la misma planta de produccion para
incorporarlo a una cadena de produccion. La principal desventaja de este método es la
dificultad de separar los oligdmeros formados.[18, 19]

En la Figura 26 se muestra el esquema de la reaccion [19].

0 4] <M1 1}
i i o~ I P
[t c-o—m,—cu,—-o%— e HO-CH-CHZO-C C—0=CH-CHOH
FET

BHET

Figura 26: Despolimerizacion del PET con etilenglicol

3.2.1.3 Reciclado mecanico

El reciclado mecanico es un proceso fisico donde los residuos plasticos (independientemente
de su origen) son recuperados para su posterior reutilizacion. Se aplican tratamientos de presion
y de calor para obtener las formas iniciales u otras distintas. Este proceso de reciclaje se puede

repetir varias veces, aunque los plasticos pierden un 5-10% de sus propiedades mecanicas,

41



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAIT)

C O M | |_ |_ A S MASTER UNIVERSITARIO EN INGENIERIA INDUSTRIAL
UNIVERSIDAD PONTIFICIA
[ icar icabe | ESTADO DE LA CUESTION

siendo necesario utilizar aditivos para recuperarlas[21]. Solo se aplican a termoplasticos (PE,

PP, PET, PVC) al ser reciclables por naturaleza, se ablandan con el calor y se endurecen con el

frio permitiendo el reciclado mediante procesos de fusiéon y moldeo. Principalmente hay dos

tipos de residuos plasticos que se estan tratando con este tipo de reciclaje[21]:

1.

Residuos plésticos procedentes de los procesos de fabricacion (scrap): este tipo de
plastico es facil de reciclar ya que esta limpio y es homogéneo en su composicion.

Residuos plasticos que proceden de los Residuos Soélidos Urbanos (RSU) que pueden
presentarse como: residuos plasticos de tipo simple (ya separados y clasificados entre si
los de distintas clases), residuos plasticos mixtos (los diferentes tipos de plasticos estan

mezclados entre si) y residuos plasticos mixtos combinados con otros residuos.

Los tipos de procesos pueden cambiar dependiendo de la maquinaria que se esté usando. A

continuacion, se indican las diversas etapas tipicas de una empresa recicladora de plastico [21]:

Clasificacion: se utilizan procesos de separacion automatica, haciendo uso de bandas
transportadoras y dispositivos con sensores térmicos o espectroscopios de infrarrojos.
La clasificacion se podra hacer en funcion de tipo de polimero, su color, su doblado o
su transparencia, entre otros.

Cortado y molido del plastico en pequefios trozos: los materiales plasticos ya
clasificados seran sometidos a una reduccion de tamafio para facilitar su uso en la etapa
de la molienda.

Molienda: los plasticos cortados se veran sometidos a un proceso de reduccion de
tamafo en un molino, transformandose en plésticos de 1cm de tamaiio.

Lavado: los residuos que quedan en el plastico molido son retirados (restos organicos,
tierra, etc.). Se utiliza agua, detergente industrial y sosa caustica durante esta etapa.
Secado: los restos de plastico se secan para retirar los restos de humedad. En esta etapa
se utilizan un secador rotatorio de aire caliente o el calor del sol.

Aglomerado: en esta etapa se incrementa la densidad de los residuos plasticos que se
estan tratando. Se utiliza el calor de friccion de las cuchillas giratorias que hay en la

maquina para obtener las temperaturas necesarias para la semiplastificacion.
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e Pelletizado/extrusion: haciendo uso de un tornillo de extrusién se consigue la
fluidizacidon del material pléstico gracias al calor obtenido por la friccion del material
dentro del tornillo y de las bandas de calor suplementarias a la maquina. En esta etapa
también se retiran los contaminantes volatiles y se anaden aditivos para recuperar las
propiedades mecanicas.

e Procesos de moldeo: los productos obtenidos en la extrusion se transformaran en

productos finales.

3.2.2 TRATAMIENTOS BIOLOGICOS

A raiz de la creciente generacion de residuos plésticos, se han buscado alternativas mas
eficientes y respetuosas con el medio ambiente que las mencionadas en los apartados anteriores.
Se ha descubierto que ciertos microorganismos expresan determinados genes para un tipo de
enzimas hidroliticas capaces de romper los enlaces éster que unen los monomeros del PET. La
estrategia mas habitual para identificar estos microorganismos es tomando muestras de zonas
ricas en desechos plasticos y cultivarlos en zonas con alta presencia del plastico que se desea
degradar. El crecimiento de los organismos definira su capacidad degradativa. En los tltimos
afios las muestras estan siendo analizadas dependiendo de su metagenoma (conjunto de genes
de los microorganismos de un ecosistema determinado) [22]. A continuacion, se muestra una

tabla de distintos organismos degradadores de los plasticos [22].:

Tabla 3: Microorganismos degradadores de los pldsticos

Microorganismos Plastico
Ideonella sakaensis PET
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Thermobifida fusca PET, PHA, PCL,
PL
Aspergillus nidulans PET, PCL, PL,
PBS
Pseudomonas sutzeri PP
Alicycliphilus BO1 PU
Cochliobolus sp. PVC
Rhodococcus ruber PS

Como en este proyecto se han realizado los ensayos en muestras PET, se profundizara en las

enzimas capaces de romper los enlaces que conforman este tipo de plastico.

3.2.2.1 Descripcion de las enzimas hidroliticas del PET

Actualmente se han identificado bien 24 diferentes enzimas hidroliticas del PET (PHE) que
pertenecen a lipasas, cutinasas y esterasas todas ellas de la clase EC 3.1 que se caracteriza por
actuar sobre enlaces éster. Estas enzimas suelen presentar uno o dos puentes de disulfuros
(importantes en la integridad y estabilidad de la enzima), mismo dominio catalitico conservado
(triada catalitica conformada por una serina, histidina y un residuo cargado negativamente que
puede ser un aspartato o glutamato, los cuales funcionan juntos en el sitio activo rompiendo el
enlace éster) y un plegamiento tipico alfa/beta (estructura tridimensional distintiva de las

enzimas) [23].

Cuando se hace reaccionar al PET en presencia de una hidrolasa, los productos que se obtienen
son el EG y TPA siendo ambos monomeros que no afectan al medioambiente y adicionalmente
se producen también BHET y mono-(2-hidroxietilo) (MHET), que son unos productos de
hidrolisis transitorios, que son moléculas intermedias que aparecen durante la ruptura del
polimero, pero no son los productos finales, por tanto, con la accion enzimatica continua se
seguiran hidrolizando [23]. En la imagen siguiente se muestra los productos de degradacion del

PET [23]:
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Figura 27:Estructura quimica del PET y sus productos de degradacion

La degradacion del PET por las enzimas puede aplicarse en la biorremediacion de terrenos
contaminados por los plasticos, gracias a la capacidad de las enzimas de hidrolizar PET por su
solubilidad en el agua facilitando que los microorganismos presentes en el medio asimilen los
monomeros como fuentes de carbono. Este tipo de enzimas presentan las siguientes
caracteristicas comunes: sitio activo estrecho que reconoce macromoléculas aromaticas y

afinidad por materiales hidrofobicos en la region activa [23].
Los principales tipos de enzimas hidroliticas son:

e Lipasas: las enzimas lipasas (EC 3.1.1.3) catalizan la hidrdlisis de enlaces éster, aunque
su actividad es baja por la presencia de una cadena de polipéptidos (cadenas de
aminoacidos unidos entre si) en el sitio activo manteniéndolo protegido e inactivo. Para
la activacion de la enzima es necesario la presencia de una interfaz insoluble y una fase
acuosa para que haya una activacion interfacial. Actualmente estan siendo investigadas
y la informacion sobre su potencial para degradar poliésteres es muy poca.

e Cutinasas: las enzimas de tipo cutinasa (EC 3.1.1.74) son producidas por
microorganismos saprofitos (aquellos que se alimentan de materia organica en
descomposicion). Presentan una triada catalitica Ser-Hisp-Asp y un puente de disulfuro

que estabiliza la estructura. Estas enzimas catalizan la ruptura de los enlaces éster de la
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cutina para ser usados como fuente de carbono, ademas de poder hidrolizar una gran
variedad de poliésteres sintéticos (en los que se encuentra el PET) puesto que el centro
activo de la enzima puede acomodar compuestos de alto peso molecular. Este tipo de
enzimas presentan una alta eficiencia en condiciones de reaccion suaves para producir
TPA a partir de la degradacion del PET.

e Carboxil esterasas: las enzimas carboxil esterasas (EC 3.1.1.1) son un subtipo de clase
de enzima de las esterasas con una triada catalitica Ser-His-Glu. Estas enzimas tienen
una amplia especificidad del sustrato por su sitio activo abierto y por su bolsillo de unién
distintivo que permite la unidén con un amplio rango de sustratos. Estas enzimas se
caracterizan por hidrolizar acil gliceroles de cadena corta y solubles en el agua.

e PETasay MHETasa: Las enzimas PETasa (EC 3.1.1.101) y laMHETasa (EC 3.1.1.102)
son enzimas producidas por Ideonella sakaiensis las cuales trabajan en conjunto para
degradar al PET. La PETasa muestra una gran actividad para hidrolizar el sustrato a
temperatura ambiente debido al sitio de union elongado que presenta, el cual se divide
en dos subsitios. En el primero, los enlaces éster son rotos en el sitio de escision y en el
segundo se proporciona un espacio para que se den interacciones hidrofobicas
permitiendo que el polimero se adhiera mejor a la enzima; ademas existe la presencia
de dos puentes de disulfuro que otorgan estabilidad térmica a la enzima. La PETasa
hidrolizaré el PET obteniendo como productos principales MHET y TPA. La segunda
etapa de la degradacion del PET por estas enzimas consiste en la accion de la MHETasa
en la conversion del MHET produciendo los productos TPA' 'Y EG obteniendo de esta

forma las materias primas de los plasticos [23][24]

3.2.2.2 Economia Circular

El uso de las enzimas hidroliticas entronca con el modelo sostenible de la economia circular
para el PET. Se ha demostrado que tener un biorreactor enzimatico compuesto por hidrolasas
de PET y carboxil esterasas propicia el reciclaje por este método enzimatico. Estas enzimas
pueden hidrolizar la parte amorfa del PET en sus monomeros TPA y EG, los cuales pueden ser

recuperados mediante precipitacion y destilacion para ser utilizados nuevamente en la sintesis
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del PET. La desventaja de estos procesos es el alto nivel de energia que se requiere siendo poco

viables. [23]

Actualmente en el ambito industrial, las empresas Carbios y Novozymes estan impulsando el
despliegue a gran escala de la tecnologia enzimatica sobre el PET. Estdn promoviendo la
construccion de una planta de reciclaje en la region de Longlaville, Francia. La apertura de esta
planta se espera en el afio 2025, cuya capacidad de procesamiento serd de 50.000 toneladas de
residuos al afio, siendo la primera planta en el mundo que integre la tecnologia para realizar el

reciclado biolégico del PET[25].
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3.3 ENZIMAS, ACTIVIDAD ENZIMATICA Y NOMENCLATURA

3.3.1 ENZIMAS

Dia a dia, en los seres vivos tienen lugar una gran variedad de reacciones bioquimicas
(reacciones metabolicas), que necesitan de la presencia de enzimas para desarrollarse a una
velocidad adecuada. Las enzimas se podrian definir como un conjunto variado y especializado
de proteinas, que catalizaran dichas reacciones mejorando su velocidad su velocidad catalitica.

[26].

Las enzimas presentan las siguientes propiedades que las convierten en buenos

catalizadores[27]:

e Son eficientes: muchas reacciones enzimdticas ocurren alrededor de 108 a 101°mas
rapido que las reacciones sin catalizar.

e Son especificas respecto a la reaccion catalitica como al sustrato.

e (atalizan un amplio rango de reacciones: como se vera a continuacion, en los tipos de
enzimas, estas pueden catalizar reacciones redox, hidrdlisis, polimerizacion,
transferencia de grupos...

e Lacélularegula alaenzima: las enzimas estan sujetas a un control genético que controla
la cantidad de enzimas que se producen seguin las necesidades que se presenten. La

actividad de la enzima también esta regulada por la célula.

Cada enzima tiene una region denominada centro o sitio activo, que es una entidad
tridimensional donde se cumple la especificidad y la accion catalizadora de la proteina y donde
se situaran las moléculas que seran modificadas (sustrato). Las interacciones entre el sitio activo
y el sustrato se deben a enlaces de naturaleza débil por lo tanto a mayor numero de enlaces,

mayor serd la capacidad de discriminar entre dos sustratos similares.

Dentro del centro activo y para facilitar la actividad catalitica se pueden incluir también
coenzimas (moléculas organicas derivadas de vitaminas tales NAD*, NADH*...) y cofactores

(moléculas inorganicas tales como iones metéalicos Na‘t, Fe?t, Mg?*, ...)).
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3.3.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las reacciones, independientemente de si son catalizadas o no, siguen las leyes de la
termodindmica, en especial el parametro de la energia libre de Gibbs (AG) (también
denominado entalpia libre), es un potencial termodinamico que da las condiciones de equilibrio
y de espontaneidad para una reaccién quimica. Para que ocurra la transformaciéon de una
molécula de un sustrato a una molécula de un producto el cambio de energia libre de Gibbs sera

negativo, por tanto, se dard una reaccidon espontanea.[26]

En las reacciones quimicas, para la necesaria conversion del sustrato en producto es necesaria
una situacion energética intermedia entre la situacion de partida (reactivos) y la final
(productos), denominada estado de transicion. El estado de transicion se define como el estado
activado en el que una parte de la poblacion de moléculas de los reactivos poseen la energia
suficiente para que haya una probabilidad de que se rompan o se establezcan enlaces para la

formacion de los productos.[26]

La diferencia entre la energia del estado de transicion y el nivel de energia inicial, denominada
energia de activacion es la energia necesaria para llevar las moléculas de un mol de sustancia

en una temperatura dada.[26]
Para que tenga lugar una reaccion enzimatica se deben cumplir las siguientes condiciones [28]:

1. Que los sustratos colisionen.
2. Que la colision tenga la orientacion indicada.

3. Que los sustratos tengan la energia suficiente para que ocurra la reaccion.

El esquema de una reaccion enzimatica es el siguiente:
E+S oES o«E+P

e FE=enzima
e S=sustrato

e P=producto
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A continuacion, se muestra una grafica de la energia de activacion necesaria para la

transformacion de un sustrato a un producto en reacciones con o sin enzima [29]:

Energia libre

N

Estado de transicién

Sin enzima

Energia de
activacion
sin la
Energia de enzima
activacion

Con enzima con la enzima N2

Energia total
liberada durante
la reaccion

Sustratos
e} CaH; 95 70,

Productos
CO,+H,0

~
.’ /
Curso de la reaccion

Figura 28: Grdfica de energia libre para reacciones con o sin enzima

Como indicacion final, la presencia de la enzima solo modifica la velocidad de reaccion del

proceso, pero no el equilibrio de esta, la cual sigue las leyes de la termodindmica.

Actualmente hay varios modelos propuestos para explicar la accion enzimatica. Los principales

modelos son:

Modelo de la llave-cerradura (Fischer, 1894): este modelo indica que la forma del centro
activo y del sustrato son complementarias, con el ejemplo de una llave encajando en
una cerradura. Este modelo presenta las desventajas de que no siempre es correcto
(aunque es valido para muchos casos) ya que no explica como las enzimas pueden
adaptarse a los sustratos ligeramente diferentes cambiando su forma ni como se produce
la reaccion de forma eficiente. [30] A continuacion se muestra en la siguiente figura el

modelo de Fischer llave-cerradura [31]:
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Figura 29: Modelo de Fischer llave-cerradura donde se representa la enzima (E), el sustrato (S) y los productos

de la reaccion formados (P1y P2)

e Modelo del ajuste inducido (Koshland, 1958): el sitio activo adopta la forma ideal
cuando estd en presencia del sustrato. Se produce un cambio conformacional con la
union del sustrato y el centro activo permitiendo la formacion de interacciones
adicionales entre la enzima y el estado de transicion, dando lugar al producto. También
es conocido como el modelo del encaje inducido. [30] Se muestra en la siguiente imagen

el modelo de Koschland del ajuste inducido [31]:

confo

T
e

Figura 30: Modelo de Koshland del ajuste inducido donde se representa la enzima (E), el sustrato (S) y los
productos de la reaccion formados (P1y P2)

3.3.3 NOMENCLATURA ENZIMATICA

La nomenclatura sistemdtica para nombrar a las enzimas se basa en la propuesta de los

bioquimicos Malcom Dixon y Edwin Webb, quienes asentaron las bases de la catalogacion
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realizada por la Enzyme Comission de la International Union of Biochemistry and Molecular

Biology (IUBMB). Sigue tres principios generales [28]:

e Nombres de la enzima finalizados con el sufijo -asa y referidos a la actividad enzimatica.

e (Clasificacion segun la reaccion que catalizan.

e La accion enzimatica, sustrato y cosustrato son la base en la que se clasificaran las

enzimas usando para su definicion 4 nimeros. Se seguird la siguiente nomenclatura EC

(Enzyme Comission) X.X.X.X.

A continuacién, se analiza cada uno de los puntos que conforman la nomenclatura (EC

X.X.X.X):

= El primer numero de los 4 digitos se refiere a la accion de la enzima:

>

Oxido-reductasas: catalizan reacciones de oxidorreduccion. En este tipo de
reacciones las enzimas catalizan la transferencia de electrones desde una molécula
que dona (agente reductor) a otra aceptora (agente oxidante), la cual suele ser
principalmente el oxigeno. Las subclases principales son: deshidrogenasa, reductasa
y oxidasa.

Transferasas: con la ruptura de moléculas se transfieren grupos quimicos de una
molécula a otra. Catalizan la transferencia de grupos metilo, aldehido o glucosilo.
Hidrolasas: catalizan mediante hidrélisis la ruptura de enlaces C-O, C-N, C-C, C-S.
Liasas: catalizan reacciones no hidroliticas con ruptura de enlaces C-O, C-N, C-C,
C-S, ... dando lugar a dobles enlaces, anillos o reacciones inversas.

Isomerasas: catalizan cambios estructurales o geométricos dentro de una misma
molécula. Convierten un isémero en otro.

Ligasas: catalizan la formacion de uniones entre dos moléculas tipo C-C haciendo
uso de energia que obtienen de la hidrolisis del ATP (adenosin trifosfato). Este tipo
de enzimas también son denominadas sintetasas.

Translocasas: en 2018 se afiadi6 la séptima clasificacion para las enzimas que

catalizan el movimiento de iones o moléculas a través de membranas o su separacion
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= El segundo niimero indica la subclase. Ej: 1.1 (Actuando sobre el grupo CH-OH de donantes)

dentro de ellas. Algunas de ellas incluyen la reaccion de la hidrdlisis del ATP, pero

no es su funcidn primaria. [32]

= F] tercer nimero indica el sustrato o cosustrato.

= E] cuarto numero indica el nimero de serie de la enzima dentro de cada subclase.

Se muestra a continuacion una tabla resumen con la clasificacion de las clases de enzima con

ejemplos [33].

Tabla 4: Tabla de clasificacion de enzimas con ejemplos

Nombre Reaccion Catalizada
Clase i Oxidorreductasas AH:>+B=A +BH:
Clase ii Transferasas AX+B=BX+A
Clase iii | Hidrolasas A-B + H.O = AH + BOH
Clase iv | Liasas A=B+X-Y=A-B
|
XY
Clase v Isomerasas A=B
Clase vi | Ligasas A +B+ NTP =A-B + NDP + P (or NMP + PP)
Clase vii | Translocasas AX+BJ|[=A+X+ |B

Se aporta a continuacion el enlace web a la base de datos EXPASY elaborada segun las
recomendaciones de nomenclatura del [UBMB, donde se puede encontrar toda la informacion

relacionada con la nomenclatura de las enzimas, describiendo cada tipo de enzima

caracterizada[34].
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3.4 CINETICA DE LAS REACCIONES ENZIMATICAS

La cinética enzimatica es la ciencia que estudia la velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas y los factores que le afectan. La aplicacion principal de esta disciplina es predecir la
velocidad de actuacion de las enzimas. La velocidad de catélisis se puede determinar mediante
el seguimiento de cualquiera de las especies implicadas en la reaccion, ya sean sustratos o
productos de esta. En este proyecto se ha optado por el estudio de la velocidad a la que

desaparece el sustrato.

La actividad catalitica de las enzimas se mide en condiciones estindares, con concentracion
saturante y temperatura de 37 °C. En la actualidad se usa la Unidad (U, cantidad de enzima que
cataliza la formacion de 1 uM de sustrato por minuto) y el katal (kat, cantidad de enzima que
cataliza 1 mol de sustrato por segundo), aunque se suele usar la U, al ser kat una unidad de

mayor orden de magnitud.

El principal modelo para el estudio de las reacciones enzimaticas es el Modelo de Michaelis-
Menten, que recibe este nombre por los cientificos Leonor Michaelis y Maud Menten quienes,
en el ano 1913, disefiaron el modelo de la accion enzimatica que explica el comportamiento

hiperbdlico de la velocidad con respecto a la concentracion del sustrato.

3.4.1 MODELO MICHAELIS-MENTEN
El mecanismo Michaelis-Menten sigue el siguiente esquema:
E+S oES -E+P
La expresion habitual de la ecuacion Michaelis-Menten es la siguiente:

vmax * [S] (7)

" K+ 5]

K,,= Constante de Michaelis. Representa la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de
reaccion enzimatica es la mitad de la v,,,,. Es una constante que estd en funcion del pH,

temperatura e indica afinidad de la enzima por el sustrato.
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» Si K, aumenta, [ES] disminuye y la enzima presenta poca afinidad.
» Si K,,, disminuye el complejo es muy estable, [ES] aumenta y la enzima presenta una
gran afinidad.

Umax— Velocidad méaxima. Representa el numero de moléculas de sustrato que pueden
convertirse en producto por unidad de tiempo y por sitio activo de la enzima. Depende de la [E]
inicial.
S= Concentracion del sustrato.
A continuacion, se muestra una grafica con la velocidad de reaccion-concentracion de sustrato,

segun los parametros de la cinética enzimatica [26]:
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Figura 31: Grdfica velocidad de reaccion-concentracion de sustrato

Al existir una concentracion de sustrato saturante, la reaccidon alcanza rapidamente un estado
estacionario donde el complejo sustrato-enzima [ES] se mantiene constante.

Para estimar los valores de K,y Vjnqx S€ pueden emplear los ajustes de minimos cuadrados
basados en las linealizaciones (se transforma la ecuacion mediante el reordenamiento de sus
términos para la representacion de una grafica lineal) de la ecuacion de Michaelis-Menten.

En este trabajo se ha empleado la linealizacion por el método Lineweaver-Burk de la ecuacion

de Michaelis-Menten, para ello aplicard la formula de las dobles inversas:
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1_fn 18] (8)
v Umax Umax

3.4.2 FACTORES EXTERNOS QUE INFLUYEN EN LA ACTIVIDAD CATALITICA DE

LAS ENZIMAS

Los principales factores externos que influyen en la actividad, es el efecto pH y el efecto de la

temperatura.

En relacion con el pH, tanto el pH 6ptimo como el intervalo de funcionamiento es diferente
para cada enzima: Cuando el pH del medio cambia se produce una alteracion en el estado de
ionizacion de los grupos del centro activo. Las enzimas pueden tener dos tipos de curvas pH

[35]:

» Curva de la actividad enzimatica en maximo, necesitan un control mas riguroso de pH
del medio en el que actuard la enzima. Cualquier cambio en el pH influye rapidamente
en un decrecimiento de la actividad enzimatica.

» Curva de la actividad enzimatica donde la enzima mantiene su actividad por encima del

75% alrededor del pH 6ptimo.

A continuacion, se presenta una imagen de un posible ejemplo de una curva pH [35]:
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Figura 32: Ejemplo del efecto del pH en la velocidad de reaccion

Con respecto a la temperatura, cada enzima tiene una temperatura 6ptima de funcionamiento
y un aumento o disminucion de la temperatura causa la ralentizacion de la actividad enzimatica.
A temperaturas altas hay mas moléculas del sustrato que adquieren suficiente energia para
reaccionar, aunque la disminucion de la velocidad se produce por la desnaturalizacion de la

enzima a altas temperaturas (la mayoria de las enzimas serian a partir de 60-70 °C).

La curva de temperatura suele ser proporcionada por los fabricantes. En la Figura 33 se muestra

un ejemplo de una posible curva de temperatura [35]:
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Figura 33: Ejemplo del efecto de la temperatura en la velocidad de reaccion
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Capitulo 4. DEFINICION DEL TRABAJO

4.1 JUSTIFICACION

La presencia de los MP en el medioambiente presenta una tendencia creciente. Esto se debe no
solo al aumento de la demanda del plastico por sus excelentes propiedades y a la acumulacion
de residuos plésticos, sino también a que los actuales métodos de reciclaje de dichos residuos
son bastante ineficientes o dan lugar a la generacion de subproductos altamente contaminantes.
Tal y como se ha indicado en el Capitulo 3, los métodos de eliminacion/gestion de los residuos,
como los vertederos o la valorizacion energética, tienen un impacto ambiental muy

significativo.

Debido a ello, se ha despertado un gran interés por el nuevo método de biodegradacion. Este
busca la degradacion enzimatica del PET, ofreciendo una nueva alternativa ecologica con gran
potencial de degradacion que aln se encuentra en etapas tempranas de desarrollo, aunque las
perspectivas futuras de este método son bastante alentadoras. Actualmente se estan realizando
estudios e investigando diversas enzimas tales como las producidas por la Ideonella sakaiensis
como la PETasa y MHETasa que no estan siendo comercializadas, limitando en gran medida el
avance de investigacion. Por tanto, este proyecto permitird mostrar un analisis de este nuevo

proceso enzimatico, haciendo uso de enzimas comercializadas facilmente accesibles.

Es esperable que este proyecto sea el punto de partida para futuras investigaciones para las
enzimas comerciales que se hayan investigado a lo largo de este trabajo, ademas de que se
mostrara el proceso de preparacion de los distintos ensayos y se realizard la definicion de los
pardmetros necesarios para obtencion de resultados analiticos, pudiendo asentar las bases para

la investigacion de mas enzimas comercializadas.
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4.2 OBJETIVOS DEL PROYECTO

En este TFM se han establecido los siguientes objetivos:

1. Investigar algunas enzimas comerciales que puedan servir para la degradacion de los
MP. Para ello se hara un estudio de las propiedades de dichas enzimas ademas de validar en el
laboratorio su eficacia para romper los enlaces. Paralelamente, se hara un estudio de las bases

de datos de dichas enzimas, asi como las paginas comerciales donde poder obtenerlas.

2. Llevar a cabo los estudios pertinentes para contrastar algunas de las enzimas hidrolasas
que actualmente estan comercializdndose, viendo su eficiencia en la destruccion de los enlaces
quimicos que conforman los MP haciendo uso del modelo cinético-enzimatico de Michaelis-
Menten. Se compararan el desempefio de las enzimas en la degradacion de MP, ademas de
indicar conclusiones para futuras investigaciones en el uso enzimatico de la degradacion de

MP.

3. Describir técnicamente el uso necesario de maquinas, técnicas y herramientas de
laboratorio que permitan conservar en buenas condiciones a las enzimas hidrolasas, aplicar
dichas enzimas a las muestras de agua y ver su eficiencia, asi como la creacion de los medios
en los que se realizaran los ensayos. También se aprendera a usar los distintos softwares que
permitiran evaluar los resultados de la aplicacion de diferentes técnicas instrumentales dirigidas

a analizar la destruccion de los MP.

4. Realizar el andlisis y estimacion desde el punto de vista economico a escala de
laboratorio, del uso y tratamiento de las enzimas comercializadas en los procesos de eliminacion
de los microcontaminantes en cada una de las distintas muestras de agua que se hayan tomado.
Se tendra en cuenta en esta estimacion, el precio de los distintos elementos, herramientas y

tecnologias que forman parte de los procesos de degradacion enzimatica en el laboratorio.
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4.3 OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE

En el afo 2015 las Naciones Unidas establecieron un acuerdo con 17 objetivos de desarrollo
sostenible (ODS, mostrados en la Figura 35), con el propdsito de establecer pautas para la
sociedad para erradicar la pobreza, proteger el planeta y promover la paz y la prosperidad en
toda la poblacion antes del afio 2030. Este trabajo Fin de Master trata de abordar varios de estos

objetivos, los cuales se comentaran a continuacion.[36].
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Figura 34: Objetivos de Desarrollo Sostenible

4.3.1 ODS 3- SALUD Y BIENESTAR

Tal y como se comento en los capitulos anteriores, la demanda del pléstico esta generando que
los residuos plasticos estén aumentando, propiciando que actualmente haya una alta
concentracion de estos microcontaminantes en los ecosistemas marinos y, debido a las
relaciones troficas, también en los ecosistemas terrestres. Las personas estan experimentando
un incremento de concentraciones de estos contaminantes mediante la ingesta de alimentos
contaminados favoreciendo la aparicion de enfermedades tales como cancer, o dafios al sistema
reproductivo y digestivo, entre otros[37]. Con este trabajo se espera poder analizar la eficacia
de nuevos métodos para la reduccion de los MP, asi como abrir nuevas lineas de investigacion

de tratamiento de MP con enzimas comercializadas y asentar las bases de futuros trabajos.
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4.3.2 ODS 6-AGUA LIMPIA Y SANEAMIENTO

Observando la efectividad de las distintas enzimas en los ensayos preparados y realizados en el
laboratorio para romper los enlaces del plastico, se podra facilitar la reduccion de este tipo de
contaminantes tanto en las masas de agua continentales como marinas. De esta forma, se podra
ver con qué proceso enzimatico se puede facilitar la correcta eliminacion de los MP en las
estaciones de tratamiento de agua potable (ETAP), en las estaciones depuradoras de agua
residual (EDAR) y en las desalinizadoras, adecuando la reduccion del contaminante en las

aguas para consumo humano, asi como las aguas regeneradas y depuradas.

4.3.3 ODS 9-INDUSTRIA, INNOVACION E INFRAESTRUCTURAS

La realizacion de este TFM apoya la investigacion futura de un método eficiente para eliminar
microcontaminantes de las aguas residuales en la industria (ARI) o en las aguas que pasan en
las estaciones de depuracion de aguas residuales (EDAR) con aguas residuales urbanas (ARU)
antes de su vuelta a los cauces hidricos. Asi se permitira implementar oficialmente el proceso
que se aplica para la eliminacion de los MP a los procesos de limpieza de vertidos industriales.
Asimismo, la presencia de estos contaminantes podria permitir su futura exigencia de
eliminacion como normativa en los valores limite emitidos. Actualmente, esta eliminacion de
MP no es exigida por los documentos de referencia de mejores técnicas disponibles (BREF)

para la eliminacion de contaminantes en los vertidos de cada actividad industrial[38].

4.3.4 ODS 13-ACCION POR EL CLIMA

Debido a las excelentes propiedades de los plasticos tales como peso ligero, resistencia al calor,
etc., estos materiales estan siendo usados en un amplio rango de productos, haciendo que para
el afio 2050 se espere que sean emitidos a la atmosfera (mediante su produccion e incineracion
de residuos) 2,8 gigatoneladas de (O, anuales. Esta cantidad de emisiones seria
aproximadamente la misma que la emitida por 615 plantas de carbon de SO0MW [4]. Con este
proyecto se espera que se ayude a reducir las emisiones de CO, por la quema de residuos
plasticos y se propone una nueva forma de tratamiento donde su destruccion se realiza mediante

métodos respetuosos con el medioambiente.
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4.3.5 ODS 14-VIDA SUBMARINA

Los MP en ambientes acudticos se pueden encontrar en diversos entornos, acumulandose
principalmente en las areas costeras[5]. Actualmente se estima la presencia de 51.000 millones
de particulas contaminantes de plastico en el mar [4]. Esta alta presencia esta afectando a la
vida marina, favoreciendo los efectos contaminantes de bioacumulacion y biomagnificacion a
lo largo de la cadena trofica. Este proyecto permitird ver un método de degradacion de los
plésticos a sustancias no contaminantes, reduciendo de esta forma su presencia en el medio

acuoso.

4.3.6 ODS 15-VIDA DE ECOSISTEMAS TERRESTRES

Este objetivo estd directamente relacionado con el ODS 6 y el ODS 14. La investigacion de la
degradacion de los MP en este proyecto facilitara una reduccion del efecto contaminante de la
bioacumulacion y biomagnificacion mencionados previamente. Esto es debido a que la
degradacion del PET hara descender el nivel de contaminacion en los primeros circulos de la
cadena alimentaria favoreciendo una reaccion en cadena que afectara a toda la cadena trofica,

minimizando el impacto en los ecosistemas terrestres.
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5.1

Capitulo 5. SISTEMA/MODELO DESARROLLADO

RESUMEN DE LA METODOLOGIA DEL PROYECTO

Para la realizacion de este proyecto se utiliza el método experimental deductivo en 3 fases

principales. La 1? fase es de investigacion mientras que la 2* y la 3? son fases experimentales:

Fase de investigacion y seleccion de enzimas: se hard un estudio bibliografico para
comprender el funcionamiento y qué tipos de enzimas pueden servir para el objetivo de
este proyecto. En esta fase se hard uso principalmente de articulos y publicaciones
cientificas y bases de datos como Uniprot.org [39] o Expasy.org [34] para estudiar las
caracteristicas de dichas enzimas, centrandose sobre todo en las enzimas comerciales
disponibles. De esta manera, combinando la informacién disponible en bibliografia y
las correspondientes bases de datos, se estudiardn las caracteristicas de diferentes
enzimas candidatas, asi como sus condiciones de operacion Optimas en cuanto a pH 'y
temperatura.

Fase de definicion de actividad enzimatica: seleccionadas las enzimas, se analizan los
parametros de la cinética de la reaccidon enzimatica, haciendo uso del modelo Michaelis-
Menten y de la Ley de Lambert-Beer explicados en el capitulo 2 apartado 2.2.2
“Técnicas Espectrofotométricas” y en el capitulo 3 apartado 3.4 "Cinética de las
Reacciones Enzimaticas”. Para ello se utiliza un sustrato de referencia, el paranitrofenol
butirato, con el que se prepara un patron; y haciendo uso del espectrofotometro
Spectroquant PROVE 100, se analiza la disminucion de la concentracion de dicho
sustrato a través de las absorbancias medidas en unos tiempos dados y a las temperaturas
optimas de las enzimas para los distintos ensayos definidos. Para mantener y controlar
la temperatura se hace uso de la Incubadora Orbital SKI 4, que ademas facilita la mezcla
sustrato-enzima. En estos ensayos se usan las disoluciones buffer disolucién salina
tamponada (PBS) y Tris(hidroximetil)-aminometano con 4cido clorhidrico (Tris-HCI)

fijando el mismo valor de pH para su posterior comparacion.
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e Fase de desarrollo de ensayos de MP: finalizada la obtencion de los pardmetros de la
actividad enzimatica, se elegira cual es el medio adecuado para realizar los ensayos con
el PET y las temperaturas optimas de las enzimas. Se analizan los reservorios sintéticos
de agua y de medio Tris-HCI (al comprobarse analiticamente tras la fase 2 que este
medio es el mas idoneo para los ensayos, capitulo 7, apartados 7.2 “Actividad
Enzimatica Lipasa Calc B” y 7.3 “Actividad Enzimatica Cutinasa 2P”), que se han
preparado previamente en el laboratorio para tener conocimiento de la concentracion de
particulas, fijando los valores de alta concentracion y baja concentracion de MP. Se
realizan los ensayos haciendo tanto los controles negativos para obtener una referencia
base, como los ensayos con las enzimas a sus temperaturas optimas. Al igual que en la
fase 2, se utiliza en los ensayos la Incubadora Orbital SKI 4. Para el analisis de las
muestras se utiliza el Microscopio DSX1000 y el Microscopio FTIR para analizar el

tamafio, la morfologia y la composicion de las particulas encontradas.

Una vez realizados los ensayos, se recopilan y se analizan los resultados comprobando si

verdaderamente hay una clara reduccion de presencia de los MP.

En los siguientes apartados se profundiza en el disefio y la realizacion de las 3 fases principales

indicadas previamente.
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5.2 SELECCION DE ENZIMAS Y DEL SUSTRATO MODELO

En este apartado se profundiza en el disefio de las condiciones de ensayo para la evaluacion de
las hidrolisis de PET, asi como el sustrato de referencia necesario para evaluar la actividad

enzimatica en ausencia de PET.

5.2.1 SELECCION DE ENZIMAS

Como se resumi6 en el Capitulo 3 3.2.2 “Tratamientos Bioldgicos”, el codigo asociado, segun
la ITUBMB, a las enzimas hidrolasas capaces de romper los enlaces esteres se encuentran dentro
de la clase EC 3.1 de la clasificacion enzimatica. Para este proyecto se ha trabajado con dos
tipos de enzimas (lipasas y cutinasas) que pueden cumplir con el objetivo de reducir la cantidad
de MP de PET en el ambiente. El estudio se centra en la optimizacion de las temperaturas de
operacion, asi como el pH que deberan tener las disoluciones buffer para maximizar la actividad

de la enzima.

5.2.1.1 Lipasa B

Del conjunto de enzimas que conforman las lipasas (EC 3.1.1.3), la lipasa B, procedente de la
Candida antartica, se esta utilizando para catalizar diversas reacciones como: hidrolisis,
esterificacion, amonolisis y la formacion de enlaces C-C. Esto se debe a las excelentes
propiedades cataliticas tales como una alta selectividad, estabilidad tanto frente a disolventes
organicos como a ante amplios intervalos de temperatura y enantioselectividad (preferencia de
una reaccion quimica para formar un enantiomero sobre su imagen especular). Actualmente se
esta utilizando esta enzima en las industrias farmacéuticas, quimicas, alimentacion y

produccion de energia [40] [41].

A continuacion, se indican en dos graficas la dependencia de la actividad enzimaética de la

temperatura y el pH [41]:
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Figura 35: Actividad enzimatica de la Calc B dependiendo de la temperatura (4) y el pH (B)

5.2.1.2 Cutinasa 2P

La cutinasa 2P (EC 3.1.1.74) procede del organismo hongo Arxula adeninivorans el cual estd
siendo ampliamente utilizado para biotecnologia industrial. Esta enzima también denominada
ACUT?2 [42], presenta actividad enzimatica sobre cutinas naturales, poliésteres sintéticos
biodegradables y sustratos modelo como el paranitrofenol butirato. El rango de actividad
enzimatica para esta enzima es bastante elevado, teniendo rangos de funcionamientos del pH

desde 3,5 a 8 y rangos de temperatura de 5 a 60 °C. [42]

A continuacion, se muestran en las Figuras 36 y 37 la influencia de la temperatura y el pH,

respectivamente, sobre la actividad de esta enzima[43].
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Figura 36: Actividad enzimatica de la cutinasa 2P dependiendo del pH y del medio.
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Figura 37: Actividad enzimdtica de la cutinasa 2P dependiendo de la temperatura.

5.2.2 SELECCION DE SUSTRATO DE REFERENCIA

Una vez seleccionadas y estudiadas las enzimas, es necesario definir su actividad catalitica.
Para ello se hace uso de sustratos de referencia como los paranitrofenoles (pNP), los cuales
pueden clasificarse de diversas formas tales como: paranitrofenol butirato, paranitrofenol

propionato, paranitrofenol palmirato, etc. Hay estudios que muestran como la absorbancia del
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paranitrofenol depende del pH y la temperatura [44]. A niveles bajos de pH, el pNP absorbe
principalmente a 317 nm debido a un aumento de su forma protonada, y a niveles de pH 10
(formas mas aniénicas) o de temperaturas elevadas absorbe a 410 nm. [44] A continuacidn, se

muestra una reaccion de hidrélisis del pNP ester [44]:

OH

‘\-0‘
0 o

lipase catalyzed hydrolysis .
)J\ + H,0

. R oH
R (4} lipase catalyzed synthesys

NO,

PNP ester Water Carboxilic acid pPNP

Figura 38: Hidrdlisis del compuesto pNP ester para formar pNP

En este proyecto se ha optado por estudiar la disminucion del sustrato paranitrofenol butirato
(pNPB) en vez de estudiar la formacioén de producto pNP haciendo que sea necesario estudiar
a qué longitud de onda se muestra la absorbancia maxima. Este analisis se desarrolla en el
Capitulo 5, apartado 5.3.1 “Calibracion del Espectrofotometro Spectroquant”. Ambos métodos

de estudio son igualmente véalidos y permiten caracterizar la cinética enzimatica.
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5.3 DISENO DE LOS ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

5.3.1 OBTENCION DEL ESPECTRO DEL PNP-BUTIRATO

En este apartado se define con qué longitud de onda se analizan las muestras de los ensayos de
actividad enzimatica con el sustrato paranitrofenol butirato (pNPB). Para ello se usa el
espectrofotometro Spectroquant PROVE 100 mostrado en el Capitulo 2, a fin de obtener el
espectro de absorcion de dicho compuesto, registrando absorbancia a lo largo de un

determinado intervalo de longitudes de onda.

Se realiza el registro del espectro del mencionado compuesto utilizando una disolucién de
concentracion 0,4 mM empleando como disolvente tanto Tris-HCI como PBS. El resultado de
este estudio permitira conocer la longitud de onda idonea para las mediciones que se realizaran
durante los ensayos. El espectro se obtiene a temperatura ambiente debido a que las muestras
tomadas en los distintos ensayos se medirdn a dicha temperatura y para facilitar la posterior

comparacion.

Se muestran las graficas de las dos diluciones, con las absorbancias medidas para cada longitud

de onda en las Figuras 39 y 40, respectivamente.
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Figura 39: Absorbancia-longitud de onda para una concentracion-0.4 de pNPB en medio PBS
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Figura 40: Absorbancia-longitud de onda para una concentracion-0.4 de pNPB en medio Tris-HCI

Los resultados muestran que la maxima absorbancia que ofrece el compuesto empleado se
presenta en el rango de longitud de onda de 398-407 nm. En coherencia con lo anterior, para
este trabajo se ha escogido como longitud de onda en la que se analizan las muestras 405 nm.
Adicionalmente, se analiza también las absorbancias a una longitud onda inferior (380 nm) para

verificar que se sigue la misma tendencia.
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5.3.2 DESARROLLO DE ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

5.3.2.1 Seleccion de disoluciones buffer y de compuestos

Las disoluciones buffer, amortiguadoras o tampones son sistemas encargados de evitar grandes
variaciones de pH. Generalmente son soluciones de acidos débiles y de sus bases conjugadas o
de bases débiles y sus acidos conjugados, los cuales pueden resistir a la adicion tanto de acidos
como de bases [45]. En este proyecto se han elegido las disoluciones buffer tris (hidroximetil)-
aminometano (Tris) y disolucion salina tamponada (PBS) para realizar una comparativa de la

accion enzimatica dependiendo del medio.

e Disolucion Tris-HCI: cuyo soluto es la sal hidrocloruro de Tris (hidroximetil)-
aminometano, es un compuesto organico que actua como buen regulador y estabilizador
fiable del pH muy empleado en los dmbitos de la bioquimica de proteinas, biologia
molecular y enzimologia. Esta disolucion se prepara disolviendo pellets de Tris Base en
agua purificada y ajustando el pH resultante mediante la adicion de acidos.

¢ Disolucion salina tamponada: es una disolucion compuesta por cloruro de sodio, cloruro
de potasio, dihidrogenofosfato de potasio e hidrogenofosfato de disodio permitiendo

obtener valores de pH en torno 7-7,4.

5.3.3 PREPARACION DE DISOLUCIONES BUFFER Y COMPUESTOS

Para la modificacion del pH inicial de las disoluciones, se utiliza los compuestos de acido
clorhidrico (HCIl) y de hidroxido de sodio (NaOH) para reducir o incrementar el pH
respectivamente. En los ensayos llevados a cabo se preparan lotes de 100 mL cada vez que es

necesario su uso.

5.3.3.1 Preparacion de 100 mL de HCI

Se dispone de 4cido clorhidrico 37% cuya masa molar es 36,46 g/mol, y una densidad de 1,19
kg/L. Para preparar 100 mL de una disoluciéon 1M se puede calcular el niimero de moles

necesario segun la expresion (9).

72



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAIT)

C O M | |_ |_ A S MASTER UNIVERSITARIO EN INGENIER{A INDUSTRIAL
UNIVERSIDAD PONTIFICIA
LAl icabe SISTEMA/MODELO DESARROLLADO
X mol 9
1M = )]
100 mL
X =0,1mol

Para disponer de dicha cantidad de moles se requiere la siguiente masa:

0,1 mol * 36,46 —2— = 3,65 g (10)
mol

Dado que la pureza del producto es de 37%, para tener 3,65 g es necesario pesar 9,85 g.

Teniendo en cuenta la densidad, se puede obtener el volumen necesario de producto

g (11)

0,84 * 10~3mL * 9,85 —828mL
T MR T000 g m

Se afiaden los mL calculados de HCI a un matraz con 50 mL de agua destilada, y se enrasa hasta
alcanzar los 100 mL de disolucion. Una vez que preparada la muestra, se deposita el contenido
en un frasco de cristal (previamente limpiado y descontaminado) y se recubre de Parafilm para

evitar la evaporacion y la contaminacion externa.

5.3.3.2 Preparacion de 100 mL de NaOH

Se dispone de hidroxido de sodio cuya masa molar es 40,00 g/mol. Para preparar 100 mL de
una disolucion 1 M NaOH se realiza el calculo andlogo al mostrado en la ecuacion 9

consiguiendo el resultado X = 0,1 mol.

Si se busca calcular la masa necesaria para concentracion indicada se hace el siguiente célculo:

0,1 mol * 40— =4 ¢ (12)
mol

Se afiaden los 4 g calculados de NaOH a un matraz con 50 mL de agua destilada y se enrasa
hasta los 100 mL de disolucion. Una vez preparada la muestra, se deposita el contenido en un
frasco de cristal (previamente limpiado y descontaminado), se recubre de Parafilm el tapon para

evitar la evaporacion y la contaminacion externa.
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5.3.3.3 Preparacion de 200 mL de PBS

Se disuelve una tableta de PBS comercial en un recipiente con aproximadamente 50 mL de
agua pura, se homogeniza y se lleva a un matriz aforado de 200 mL enrasando con agua hasta

dicho volumen.

Con el pH-metro se mide el pH de la disolucion (pH 7,6) para poder realizar una comparacion
posterior con el otro medio de disolucion. Finalmente, se deposita el contenido en un frasco de
cristal (previamente limpiado y descontaminado), se recubre de Parafilm el tapon para evitar la

evaporacion y la contaminacion externa y se conserva en la nevera.

5.3.3.4 Preparacion de 200 mL de Tris-HCI 0,1 M

Se dispone de Base Tris, que est4d en formato de pellets, de masa molar 121,14 g/mol. En los

siguientes calculos se muestra la masa necesaria de Base Tris para preparar la disolucion:

0,2L*01M = 0,02 mol

121g
0,02 mol * =242¢g
mol

Se transfieren los 2,42 g en un recipiente con aproximadamente 50 mL de agua pura, se
homogeniza la mezcla y se transfiere a un matraz aforado de 200 mL, enrasando con agua hasta
dicho volumen. El pH de la disolucion se ajust6 a 7,60 mediante la adicion de HCl de 1 M. La
evolucion del pH del medio Tris dependiendo de la cantidad de HCI afiadido se puede ver en la

siguiente grafica:
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Figura 41:Evolucion del pH respecto a los HCI afiadidos a la Solucion de Tris

Una vez alcanzado el pH requerido se distribuye el contenido resultante en 2 frascos de vidrio
de 100 mL cada uno, se cubre la tapa con Parafilm para evitar la contaminacion y la evaporacion

del producto siendo finalmente depositados los frascos en la nevera.

5.3.3.5 Preparacion del sustrato pNPB

Se utiliza la distribuidora Sigma Aldrich para la obtencidn del paranitrofenol butirato con una
masa molecular de 209 g/mol y densidad de 1.19 g/mL. La concentracion de paranitrofenol
empleada en este proyecto se define en el Capitulo 5 5.3.4 “Disefio de los ensayos” y 5.3.5
“Diseno de los Patrones”, donde las concentraciones de pNPB estan entre el rango de 0,05-0,5
mM. Para lograr estas concentraciones se ha fijado el valor de concentracion de la disolucion
madre a 12 mM en 10 mL, permitiendo, mediante esta concentracion inicial, poder realizar

diluciones en todas las concentraciones definidas.

Primero se obtendrd el numero de moles requeridos a partir de la concentracién objetivo
(ecuacion 15). Con los moles se obtiene la masa necesaria usando la masa molar (ecuacion 16).

Como el soluto es un liquido se usa la densidad para obtener el volumen a pipetear (ecuacion
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17), posteriormente enrasandolo al volumen total de 10 mL para obtener dicha concentracion

inicial.

12mM = 0,01L = 0,12 mol (15)
g 1mol (16)
0,12 [ %209 = 0,025g = 25
mmoe = mol * 1000 mmol g Mg
0,025 g (17)

229 _ 0,021 mL =21 pL
110 g/mp ~ 02t m H

De esta forma se obtiene una disolucién de pNPB a 12 mM en un volumen de 10 mL

5.3.4 DISENO DE LOS ENSAYOS

Los ensayos que se realizan en este proyecto se clasifican dependiendo de la enzima empleada
(lipasa o cutinasa), asi como del medio de disolucion (Tris-HCI o PBS). Para cada ensayo se
fija el pH de ambas diluciones y la concentracion de pNPB y se varia la cantidad de enzima a
afadir. Las temperaturas de ensayo se corresponden con las Optimas para ambas enzimas. El
pH del medio de ensayo se ha fijado en 7.6, al ser un valor donde se consigue una buena
actividad enzimatica en ambas enzimas. El valor de concentracion de pNPB escogido esta de

acuerdo con la bibliografia consultada. (0,4 mM de sustrato paranitrofenol [46].

La duracion de los ensayos se ha fijado en 60 min. A lo largo de los mismos se toman muestras
a diferentes tiempos (9 tomas de la muestra + 1 toma previa antes de afadir la enzima e iniciar
el ensayo) de las que se mide absorbancia. El volumen de muestra es 250 puL sobre los cuales
se afladen 750 puL de agente de NaOH con el objetivo de desnaturalizar la enzima y parar la

reaccion a los tiempos deseados.

Los tiempos que se han fijado para los ensayos estan diseniados para tener en cuenta el efecto
de saturacion enzimatica, asi como por la disminucion de sustrato disponible, priorizando la
toma de muestreos en los primeros 15 minutos del ensayo (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 30,
60 min). Este efecto de estabilizacion de la actividad enzimética se ha demostrado que ocurre a

lo largo del proyecto, recopildndose en el Capitulo 7 apartados 7.2 y 7.3.
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Para finalizar la reaccion y antes de comenzar el analisis, es necesario desnaturalizar la enzima
cambiando el pH del medio de reaccion. Para este cometido se hace uso de los compuestos HCI
y NaOH los cuales acidifican o basifican el medio de dilucion. Se hace uso, tal y como se ha
comentado previamente de un porcentaje 75% compuesto acidificante/basificante y 25 % de la
muestra analizada, para tener la certeza que el pH del medio ha cambiado lo suficiente como

para desnaturalizar la enzima.

Se comprueba que al afiadir 750 uL de HCI o de NaOH las muestras de Tris-HCl se diluyen
perdiendo parcial o totalmente la coloracion mientras que la muestras de PBS al aplicarse el
NaOH adquieren una alta coloracion. Se realiza una comparacion, tal y como se refleja en la
Figura 42 (dilucion en 750 L. de HCI o NaOH), donde se ve que la dilucion PBS solo muestra
coloracion al aplicarse un cambio a medio bésico y el Tris-HCl muestra coloracion tanto cuando

no se aplica dilucién o con el uso de NaOH.

T TR

Figura 42: Comparacion de colores del medio Tris-HCl(arriba) y PBS (abajo) unicamente con concentracion-
0.4 de pNP-B (medio), ante la adicion de HCI (izquierda) y NaOH (derecha)
Para corroborar que el uso de HCl impide una correcta medicion de absorbancia en las
diluciones buffer seleccionadas, se realiza un ensayo con la disolucion buffer Tris-HCl al ser el
unico de los dos medios en presentar a pH neutro (pH~= 7,6) algo de coloracion. El ensayo tiene
las mismas proporciones que se utilizan en el ensayo de actividad enzimatica: 75% del

compuesto desnaturalizador de la enzima 'y 25% de muestra a analizar. Se comprueba que para
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una concentracion de 0,4 de pNPB en medio TRIS-HCI, la absorbancia medida es 0 cuando se

afiade una alta cantidad de HCI.

Los resultados demuestran que tanto la disolucién Tris-HCI como el PBS tienen el mismo
comportamiento cuando el pH se acidifica: la coloraciéon en ambos medios se pierde,

imposibilitindose su analisis en el espectrofotdmetro en el rango de espectro visible.

Por ultimo, el volumen del ensayo se ha fijado a 6 mL, porque permite realizar todas las tomas
de 0,25 mL necesarias a lo largo del tiempo de ensayo y la toma de muestras adicionales si

fueran requeridas.

5.3.4.1 Preparacion del ensayo con lipasa B

Para determinar la actividad enzimatica de la lipasa B sobre el sustrato pNPB, tanto la
concentracion como el volumen del ensayo se fijan en 0,4 mM y 6 mL, respectivamente. Para
obtener esos valores se hacen los siguientes calculos para cada uno de los 3 elementos

principales del ensayo:

» Sustrato pNP-Butirato

Se parte del compuesto madre preparado con una concentracion principal de 12 mM, y se realiza
una dilucion de 6 mL para obtener la concentracion 0.4 mM. El volumen necesario para preparar

esta disolucion es de 200 uL de concentracion 12 mM:
V, * 12 mM = 6mL * 0,4 mM
V, =0,2mL = 200 pL
» Enzima Lipasa B

La actividad enzimatica de la lipasa B es 9 U/mg, segtn la pagina del fabricante[47]. Primero
se calcula la cantidad de micromoles que hay en el ensayo a partir de la concentracion y el
volumen (ecuacion 20), con los moles se calcula la U necesaria para que haya una reaccion en
el tiempo fijado de 60 minutos que dura el ensayo (ecuacion 21) y por ultimo se calcula la masa

necesaria para obtener la actividad enzimatica buscada (ecuacion 22).
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2
0,0004 M x 1000 L =2,4%10"%mol = 2,4 ymol (20)
2,4 umol 21
= L =0,04U @l
60 min
0,04U - 22
= 0,004 mg = 4,4 ug (22)
9 m_g
Se hace uso de la balanza analitica donde se pesa una cantidad de enzima aproximadamente de
1000 pg la cual se disuelve en 4 mL de medio PBS obteniéndose una concentracion de 0,25
ng/ uL.
La cantidad de pL para la obtencion de esa cantidad de masa de enzima es:
4,4 ug (23)
———— = 17,6 uL
0,25 pug/ uL :
» Medio del ensayo
Se preparan los ensayos para las cantidades simples y dobles de enzima:
(Simple concentracion de enzima) 6000 — 200 — 17,6 (24)
= 57824 puL
(Doble concentraciéon de enzima) 6000 — 200 — 35,2 (25)
= 5764,2 uL

5.3.4.2 Preparacion del ensayo de la cutinasa 2P

Para el ensayo de la cutinasa 2P sobre el sustrato pNPB, tanto la concentracion (0,4 mM) como
el volumen (6mL) deberan ser los mismos valores que los del ensayo de la lipasa B para poder
realizar la posterior comparacion. Se muestran, a continuacion, los siguientes calculos para cada

uno de los 3 elementos principales del ensayo:
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» Sustrato pNP-Butirato

Se realizan los mismos célculos que los realizados en las ecuaciones (18) y (19) obteniendo el

mismo resultado que en el ensayo de la lipasa B de 200 pL.

> Enzima Cutinasa 2P

La actividad enzimatica de la cutinasa 2P es 20 U/mg, segun la pagina del fabricante [43]. Al
igual que se hizo para el ensayo con la lipasa B, primero se calcula la cantidad de micromoles
que hay en el ensayo a partir de la concentracion y el volumen (ecuacion 26). Con los moles se
puede obtener la U necesaria para que haya una reaccion enzimatica en los 60 minutos que dura
el ensayo (ecuacion 27) y por ultimo se calcula la masa necesaria para obtener la actividad

enzimatica buscada (ecuacion 28):

26)
4 M L=24x10"° =24 (
0,000 * 1000 4 %107 °mol 4 umol
2,4 umol 2
=2 004U @7
60 min
0,04U 28
T 0,002mg = 2 pg (28)
20 —
myg
Se pesa una cantidad de enzima aproximadamente de 1000 pg la cual se disuelve en 4 mL de
medio PBS obteniéndose una concentracion de 0,25 pg/ pL.
La cantidad de pL para la obtencion de esa cantidad de masa de enzima es:
2 1g (29)

—— 2 =8uL
0,25 pug/ uL :

e Medio del ensayo

Se prepara los ensayos para las cantidades simples y dobles de enzima:
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(Simple concentracion de enzima) 6000 — 200 — 8 = 5792 uL (30)
(Doble concentracioén de enzima) 6000 — 200 — 16 = 5784 uL (31)

5.3.5 DISENO DE LOS PATRONES

Para analizar la disminucion de la concentracion del pNPB en los ensayos de las disoluciones
Tris y PBS, se disefian dos baterias de 8 patrones para cada disolucion buffer respectivamente.
Las concentraciones de este sustrato en los patrones abarcan todo el rango de concentraciones
necesarias para estudiar la caida de la concentracion del pNPB tras aplicar la enzima. El rango
elegido abarca desde la concentracion 0 mM hasta la concentracion 0,5 mM de pNPB, teniendo

en cuenta que la concentracion inicial del ensayo este fijado en 0,4 mM.

Las concentraciones se preparan a partir de la concentracion de 12 mM de pNPB preparada en
el apartado 5.3.3.5. Para cada concentracion requerida en el patron se realizan diluciones usando

la siguiente formula:
C1 * V1 = CZ * VZ

Conociendo los parametros: C; = 12 mM(fijado), V, =5mL (fijado) y C,=la

concentracion buscada.

En la Tabla 5 se muestran los volumenes necesarios de la disolucion de 12 mM (V1) y de
disolucion Tris-HCI o PBS (V3), respectivamente, para preparar 5 mL de cada uno de los

patrones previamente descritos.

Tabla 5: Volumenes para la preparacion de los patrones

C (mM) V1 (mL) V3(mL)
0,00 0,000 5,000
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0,05 0,021 4,979
0,08 0,033 4,967
0,10 0,042 4,958
0,20 0,083 4,917
0,30 0,125 4,875
0,40 0,167 4,833
0,50 0,208 4,792

Como se indic6 en el apartado 5.3.4, al afiadir NaOH, tanto la disolucién Tris-HCI como la de
PBS muestran la coloracién necesaria que evidencia la presencia de pNPB para el correcto

empleo de las técnicas de espectrofotometria indicadas en el capitulo 2.

5.3.6 ANALISIS DE LAS MEDIDAS (EJEMPLO LIPASA B DUPLICANDO LA CANTIDAD

DE ENZIMA EN MEDIO TRiS-HCI)

Una vez se realiza la toma de datos de las absorbancias de los ensayos y de las curvas de los
patrones (los datos obtenidos de los ensayos se muestran en los ANEXOS 1, II, III, IV), se
representan los datos de absorbancia frente a tiempo para cada ensayo (estas graficas se
muestran en el Capitulo 7 “Analisis de resultados”). Como ejemplo demostrativo de como se
realiza el proceso se ha escogido el ensayo de la lipasa B con doble cantidad de enzima en
medio Tris-HCI del cual se detallard paso a paso el procedimiento seguido. Se muestra a

continuacion la grafica absorbancia frente a tiempo del ensayo.
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Figura 43: Grafica absorbancia-tiempo de la lipasa B a doble cantidad de enzima en medio Tris-HCI

Para analizar como ha ido disminuyendo la concentracion del sustrato a lo largo del tiempo del
ensayo, se usa las técnicas espectrofotométricas descritas en el capitulo 2 apartado 2.2.2 donde
se explica la ley de Lambert-Beer. Para ello se hace uso de la curva de calibrado explicado en
el apartado 2.2.2.2 donde conocidas las absorbancias a distintas concentraciones se obtiene una
recta lineal conforme a la ley de Lambert-Beer. La recta de regresion lineal (conocidas la
pendiente de la recta y la ordenada en el origen) permite estimar las concentraciones de las
muestras a partir de los valores de absorbancia de las mismas, tal y como se ve en la ecuacion

6.

A continuacion, se muestra la curva patron empleada para analizar los datos absorbancia-
tiempos mostrados en la grafica anterior. En la grafica se muestran las absorbancias obtenidas
para el buffer Tris-HCl+pNPB a 405 nm (azul) y Tris-HCl+pNPB (25%) +NaOH (75%)
(verde).
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Curva Patrén Tris-HCI + pNPB
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Concentracién (mM) pnP-Butirato

Figura 44: Curva patron del Tris-HCI con pNPB

Para obtener las concentraciones del ensayo a partir de los puntos de muestreo se hace uso de
la recta de calibrado de Tris-HCI + pNPB (25%) + NaOH (75%) debido a que las muestras a
estudiar estan en esa proporcion para que ocurra la desnaturalizacion de la enzima. Siguiendo
el ejemplo escogido, se realiza a continuacion el célculo para obtener la cantidad de
concentracion para cada punto de absorbancia analizado durante el ensayo de la lipasa B con

doble cantidad de enzima en disolucion Tris-HCI:

_A—0,0237 (32)
11,0836

Este célculo se realiza para cada uno de los puntos de muestra obtenidos en el ensayo. En la
siguiente figura se recogen los datos obtenidos de concentracion-tiempo del ensayo lipasa B

para doble cantidad de enzima en disolucion Tris-HCI.

84



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAIT)

C O M | |_ |_ A S MASTER UNIVERSITARIO EN INGENIER{A INDUSTRIAL
UNIVERSIDAD PONTIFICIA
LAl icabe SISTEMA/MODELO DESARROLLADO

Concentracion-Tiempo

0,355
s 035 y = -1,86E-05x3 + 5,38E-04x2 - 4,98E-03x + 3,43E-01
£ 0345 . R?=9,18E-01
S 034
(S}
© 0,335 .
+~ e
c @ .., s
g 033 e & °
S 0325 e
o

0,32

0 10 15

Tiempo (min)

Figura 45: Grdfica concentracion-tiempo del ensayo lipasa B en medio Tris-HCI

Una vez se obtienen las concentraciones, se hace uso de las ecuaciones del modelo Michaelis-
Menten explicado en el capitulo 3 apartado 3.4 “Cinética de las reacciones enzimaticas” para
estimar los parametros caracteristicos de las enzimas bajo sus condiciones de operacion
(velocidad maxima y la constante de Michaelis). Dicho modelo, relaciona la velocidad de
reaccion con la concentracion del sustrato como se presenta en la ecuacion 7. El ajuste a una
curva polindmica obtenida en la grafica previa permite, mediante posterior derivacion, obtener
la velocidad de reaccion r la cual se relaciona con la concentracion de sustrato de la siguiente

forma:

—d[S]
dt

r =

Esta formula indica la disminucion del sustrato a través del tiempo debido a la accion
degradadora de la enzima. A continuacidn, se obtienen los datos de la velocidad de reaccion
para cada concentracion del ensayo donde se realiza la derivada de la funcion polindmica en

funcién de la concentracion:
r=—1x(B*(=1,86*107°>*C?)+ 2 (538*10"** C! — 4,98 x 1073)))

Para cada concentracion obtenida en el ensayo se obtiene la velocidad de reaccion asociada,
permitiendo continuar con la linealizaciébn de las dobles inversas de Lineaweaver-Burk,

explicado en el capitulo 3 apartado 3.4.1, y obtener los pardmetros de la cinética enzimatica
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(Vmaxy Km) tal y como se define en la ecuacion 8. En las gréaficas siguientes se representan los

resultados obtenidos de r-concentracion y la grafica inversa de r-inversa de la concentracion.

r-concentracion

0,012
0,01 y =0,309x - 2E-05 °
S 0,008
-— ’ o .
€
S 0,006 @
£ *%
— 0,004
0,002
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04
[S] (mM)

Figura 46: Velocidad de reaccion frente a la concentracion del ensayo lipasa B en medio Tris-HCI

Inversa de Velocidad-Inversa de
Concentracidn
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y =3,2339x + 2,4588 .
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0 20 40 60 80
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Figura 47: Inversa de la velocidad de reaccion frente a la inversa de concentracion del ensayo lipasa B en

medio Tris-HCI

Para el caso que se esta definiendo en este apartado se realizan los siguientes calculos:

L (35)
Umax = 5 2zes = 0,406 mM /min~?!

K = Vmax * 3,233 = 1,31min™?
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Todos los graficos previos junto con los célculos para la obtencion de la cinética enzimatica se

muestran para cada ensayo realizado en el capitulo 7 “Analisis de resultados”.
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5.4 [ENSAYOS DE DEGRADACION DEL PET

5.4.1 PREPARACION DE MUESTRAS SINTETICAS

El trabajo se centra en el estudio de PET debido a que, tal y como se ha indicado en el Capitulo
1 “Introduccion”, es uno de los plasticos que mas se usa en la actualidad y sobre todo en los

envases y las botellas de agua. En la Figura 48 se muestra la botella empleada.

Tal y como se vio en los ensayos de analisis de la actividad enzimatica, el medio Tris-HCl
(capitulo 7 apartado 7.2), fue el mas idoéneo para conseguir una eficiente reaccion catalitica

enzimatica.

Figura 48: Botella de plastico usada para la obtencion del PET

Se han preparado dos reservorios sintéticos para analizar el impacto de las enzimas
directamente sobre los MP sin que la aparicion de elementos externos afecte al rendimiento. El
primer reservorio estd compuesto por agua purificada y PET, y el segundo reservorio estd

compuesto de Tris-HCl + PET.

Para la obtencion de las muestras sintéticas se han realizado los siguientes pasos:
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e Se realiza la limpieza del mortero, botella de plastico y de todas las herramientas de
corte necesarias para romper el plastico, con el objeto de quitar todas las posibles
impurezas.

e Se aplican cortes con las tijeras y cuteres, para obtener fragmentos de plastico con un
tamafio inferior a 5 mm. Se ha priorizado la cara de la botella de plastico que tenia
ausencia de pegatinas para minimizar la aparicion de elementos que no son PET.

e Se vierten los fragmentos de plastico en el cuenco del mortero y haciendo uso de
nitrégeno liquido, se fragiliza los plasticos para su posterior trituracién a un tamafio
inferior a las 100 um. Se recomienda en esta fase hacer uso de gafas protectoras por el
posible impacto de PET que salta.

e Se echan los MP obtenidos en 500 mL de agua pura. Se hace el mismo procedimiento
para la mezcla de 150 mL de Tris-HCI.

e Se realiza un filtrado de ambos reservorios sintéticos mediante el uso de unas gasas
estériles de primeros auxilios, obteniendo finalmente las reservas de Agua Pura y Tris-
HCI con una concentracion indeterminada de MP.

e Los envases con las muestras filtradas son sellados con Parafilm para evitar la

evaporacion y contaminacion externa y son almacenados en la nevera.

En la Figura 49 se muestran los reservorios sintéticos H-O + PET y Tris-HCI + PET en botellas

de vidrio.
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Figura 49: Botellas de la muestra de H:O + PET y Tris-HCI + PET

5.4.2 ANALISIS DE MUESTRAS SINTETICAS

Una vez preparada las muestras sintéticas que se van a emplear en los ensayos para la
degradacion de MP, se calcula las concentraciones de particulas que hay en ambos reservorios
preparados artificialmente. De esta forma se puede determinar y controlar la cantidad de MP
requeridos en cada uno de los experimentos, realizando las diluciones necesarias y filtrando las

mismas.

Para la determinar la concentracion de MP se hace uso del microscopio Olympus DSX1000,
que permite analizar la forma de las particulas que se pueden encontrar (MP, sales, restos de
filtro...) asi como observar la cantidad de elementos que hay en un cuadrante dado analizado
de filtro, y el microscopio FTIR, que permite asegurar que los elementos encontrados son restos

de PET, descartando sales o restos de celulosa.

Se observd que los reservorios sintéticos presentaban una alta concentracion de MP, siendo
necesario usar una de las estrategias de submuestreo analizadas en el Capitulo 2. Se ha optado
por la estrategia de submuestreo de analizar un 25% del filtro. Para asegurar una correcta

comparacion se aplicaré a todas las muestras a analizar.

A continuacion, se muestra una imagen de las coordenadas que se utilizan en los andlisis de los

filtros para poder situar los elementos encontrados:
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Figura 50: Patron de referencia para los filtros

Seguidamente se exponen dos tablas como ejemplo con datos de particulas medidas y
analizadas de los reservorios sintéticos. Con este andlisis se ha determina la forma de los tipos
de MP que apareceran en los ensayos con enzimas. En la tabla se recoge la forma, el color, las
dimensiones de la particula, las coordenadas del filtro donde se ubica la particula y el polimero
a que corresponde la sefial analizada por IR en transmitancia. El tipo de polimero se obtiene
mediante una comparacion con la biblioteca de espectros de polimeros y el espectro obtenido

al analizar el MP.

Principalmente las particulas encontradas en los reservorios sintéticos fueron particulas PET,
celulosa y cupra. Las particulas PET son las obtenidas, en la preparacion de los MP de los
reservorios sintéticos. Las particulas de celulosa y cupra proceden del filtro de celulosa del

purificador del agua.

Para identificar qué tipo de material es el cupra, se hace uso del microscopio FTIR y se
comprueba que el espectro de la molécula que se analiza muestra las mismas caracteristicas que
las de una fibra de celulosa, presentando ademas la misma forma fibrosa. Por tanto, en los
posteriores ensayos y analisis, el polimero cupra ha sido estudiado como una particula de

celulosa.
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Tabla 6: Elementos analizados por infrarrojos de la muestra de H:O Pura + PET

Forma Color L [pm] A[pm2] | Cédigo Tipo de polimero
Fragmento | Transparente 4242,850 F2C-1 64 Poliéster
Fragmento Azul 3047,303 F2C0 Cupra
Fragmento Azul 802,114 F2C0 (2) Celulosa/Cupra
Fragmento | Transparente 900,726 F2C0 (3) Lana
Fragmento | Transparente 4523,599 F3C0 PET

Fibra Rojo 2259,326 F1C0 Celulosa
Fragmento | Transparente 4288,703 F3C0 (2) PET
Fragmento | Transparente 5765,809 F3C0 (3) PET
Fragmento | Transparente 956,774 F3C0 (4) PET

Tabla 7: Elementos analizados por infrarrojos de la muestra de TRIS + PET

Forma Color L [um] A[um2] | Cédigo Tipo de polimero
Fragmento | Transparente 1458,735 F1C0 Celulosa
Fragmento | Transparente 200,298 F1CO0 (2) PET
Fragmento | Transparente 8061,789 F2C0 PET
Fragmento | Transparente 5519,312 F3C-1 Cupra/Celulosa
Fragmento | Transparente 4400,012 F2C0 (2) PET
Fragmento Azul 7352,293 F4C0 Cupra/Celulosa
Fragmento | Transparente 6329,916 F5C-4 PET
Fragmento | Transparente 10005,609 F4C-4 PET
Fragmento | Transparente 3427,279 F3C-1(2) PET

Los MP encontrados en los analisis de los dos reservorios sintéticos presentaron 2 tipos de
morfologias, fibra y fragmento. En las Figuras 51 y 52 se muestran dos ejemplos de dichas

morfologias.
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Figura 51: Fibra de PET procedente de los reservorios sintéticos.

A

100pm

Figura 52: Fragmento de PET procedente de los reservorios sintéticos.

Las concentraciones obtenidas de los reservorios sintéticos se muestran en la grafica siguiente,

presentando unas concentraciones muy elevadas a las que se realizaran en los ensayos.
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Figura 53: Concentracion de MP en los reservorios sintéticos

5.4.3 DESARROLLO DE LOS ENSAYOS EXPERIMENTALES CON PET

Una vez preparadas las concentraciones de las muestras sintéticas que se usan en el laboratorio,
se definen las condiciones y andlisis de los ensayos. Para las condiciones de los ensayos se
estudia la actividad enzimatica de la lipasa B y la cutinasa 2P para las temperaturas de 55 °C'y
37 °C. Estas temperaturas, tal y como se ha indicado en apartados anteriores, son las
temperaturas Optimas de funcionamiento de estas enzimas respectivamente. El medio donde se

realiza los ensayos es el medio Tris-HCL.

5.4.3.1 Definicion de las concentraciones de los reservorios sintéticos

Para la preparacion del sustrato de los ensayos, se analiza si la presencia de mas o menos
sustrato afecta a la actividad de las enzimas. Con este fin se han fijado dos concentraciones
diferentes de MP, alta y baja. Para fijar cuadl seria la concentracion de referencia se ha utilizado
la cantidad de MP PET encontrada durante el estudio del Lago Luruaco en Colombia [48]. En
dicho estudio se indicaba el promedio de particulas de MP en la estacion seca de 0,25 MP*L™1
y en la humeda 1,90 MP*L~1. EI PET aparecia inicamente en forma de fragmento siendo un
35,3% del total de fragmentos de MP los cuales a su vez solo conformaban un 20,8% de las

particulas de MP encontradas dividiéndose en fragmentos y fibras de MP [48]. Haciendo el
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siguiente calculo se obtiene el promedio de MP PET que se encontrd en Colombia tanto en la

estacion seca como en la estacion de lluvias:

e FEstacion de lluvias:

MP MP _ MP (36)
1,9 x 0,208 * 0,353 = 0,1395— = 1,395 * 10~ % —
L mL
e FEstacion seca:
MP MP _.MP (37)
0,25 * 0,208 * 0,353 = 0,01835— = 1,835 * 10> —
L L mlL

Al ser concentraciones muy pequefias las que se encuentran en la naturaleza y para una correcta
evaluacion de los ensayos, se ha aumentado la concentracion MP/mL. La reserva denominada
como concentracion baja tendra aproximadamente 1 MP por cada cuadrado en la cuadricula
estudiada del filtro, mientras que la concentracion alta de PET serd de un orden de magnitud
superior, esperando encontrar alrededor de 10 MP por cuadrado en la cuadricula estudiada del

filtro. El volumen final para ambos medios se ha fijado en 300 mL.

A continuacion, se expone los procedimientos con el objetivo de reducir la concentracion de
los MP que hay en los reservorios sintéticos analizados previamente (390,4 MP/mL en el medio
H-O + PET y 1164 MP/mL en el medio Tris-HCI + PET) asi de esta forma obtener las
concentraciones teodricas iniciales de los ensayos. Para fijar estas cantidades de PET, se ha
contado la cantidad de cuadrados del filtro que se planea analizar para poder fijar las
concentraciones de alta y baja concentracion. Antes de tomar la cantidad requerida de la reserva

sintética original, es necesario agitarla para favorecer la homogeneizacion.
Medio H-0 + PET: los cuadrados de la cuadricula del filtro que se analizan son 132.

» Baja densidad de PET (concentracion 1 particula por cuadrado)

132 particulas
300 mL

Concentracion teorica final: = 0,44 particulas/mL

95



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAIT)

COMILLAS MASTER UNIVERSITARIO EN INGENIER{A INDUSTRIAL
UNIVERSIDAD PONTIFICIA
T YR T T SISTEMA/MODELO DESARROLLADO
MP MP (38)
390,4 —+V = 300mL * 0,44 —
mL mL
V=0,338 mL
» Alta densidad de PET (concentracion de 10 particulas por cuadrado)
Concentracion teorica final: %ﬁulas = 4,4 particulas/mL
MP MP
390,4 — *xV = 300mL * 4,4 — (39)
mL mL
V=338 mL
Medio Tris-HCI1 + PET: los cuadrados de la cuadricula del filtro que se analizan son 136.
» Baja densidad de PET (concentracion de 1 particula por cuadrado)
Concentracion teorica final: %ﬁ;ﬁms = 0,453 particulas/mL
MP MP
1164 —*V = 300mL * 0,453 — (40)
mL mL
V=0,116 mL
» Alta densidad de PET (concentracion de 10 particulas por cuadrado)
Concentracion teorica final: %ﬁulag = 4,53 particulas/mL
MP MP (41)
1164 — « V= 300mL * 4,53 —

mL

V=1,16 mL
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5.4.3.2 Definicion y desarrollo de los ensayos

Para los ensayos de degradacion del PET se ha fijado el volumen total del ensayo de 6 mL, de

los cuales la cantidad de enzima que se afiade es un orden de magnitud inferior, 0,6 mL, siendo

el resto el medio con el PET que se pretende ensayar. Las temperaturas de los ensayos son las

temperaturas Optimas de las enzimas y la velocidad de agitacion es de 200 rpm. Se procede a

continuacion a definir los ensayos que se realizaran para analizar como afecta la enzima a la

degradacion del PET.

Controles Negativos:

2 ensayos con solamente agua destilada en los tubos Falcon, a las temperaturas de 55°
Cy 37° C respectivamente.

2 ensayos de medio H.O + PET (baja concentracion) sin enzima a las condiciones de
55°Cy37°C.

2 ensayos de medio H-O + PET (alta concentracion) sin enzima a las condiciones de 55°
Cy37°C.

2 ensayos con solamente medio Tris-HCl en los tubos Falcon, a las temperaturas de 55°
Cy37°C

2 ensayos de medio Tris-HCI + PET (baja concentracion) sin enzima a las condiciones
de 55°Cy37°C.

2 ensayos de medio Tris-HCI1 + PET (alta concentracion) sin enzima a las condiciones

de 55°Cy37°C.

Ensayos con MP en medio Tris-HCI:

Ensayos a 37° C:

» 2 ensayos con la enzima Lipasa B con alta y baja concentracion de PET.

» 2 ensayos con la enzima Cutinasa 2P con alta y baja concentracion de PET
Ensayos a 55° C:

» 2 ensayos con la enzima Lipasa B con alta y baja concentracion de PET.

» 2 ensayos con la enzima Cutinasa 2P con alta y baja concentracion de PET
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Una vez definidas las cantidades y el nimero de ensayos que se realizardn en esta fase del
proyecto, se fija el tiempo del ensayo a 48 horas. Finalizado el tiempo, se filtra el contenido de
cada ensayo en los filtros de nitrato de celulosa y se secan en estufa a una temperatura de 60 °C
durante 24-48 horas. Finalizado ese tiempo se retira de la estufa y los filtros se colocan en placas

Petri para que alcancen la temperatura del ambiente y no absorban humedad del medio.

5.4.4 PREPARACION Y ANALISIS DE LAS MEDIDAS

El andlisis de las muestras se hard mediante los microscopios Olympus DSX1000 y FTIR. Al
igual que se realizo para el andlisis de los reservorios sintéticos, se ha usado la estrategia de
submuestreo para analizar el 25% del filtro puesto que la concentracion de PET en los ensayos

ha sido elevada.

El microscopio Olympus DSX1000 permite analizar la cantidad y la morfologia de las
particulas encontradas en los analisis, permitiendo conocer sus dimensiones. Se muestra a

continuacion una imagen de las particulas encontradas con el microscopio.

50pm
el

Figura 54: Particulas encontradas con el microscopio Olympus DSX1000

Con el microscopio FTIR se determina el material de las microparticulas. Para minimizar las
interferencias del filtro, se ha realizado una limpieza de los espectros de IR no considerando las
regiones correspondientes a las bandas caracteristicas de la celulosa. De esta manera, se evitan

los problemas de medida debidos a la mayor intensidad de sefial causada por el filtro y la
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generada por las muestras. Una vez realizado este proceso, el software empleado compara el
espectro de IR con los disponibles en su base de datos para finalmente estimar el grado de

semejanza con al espectro obtenido de la muestra.

Tabla 8: Tramos del espectro retirados, correspondientes al filtro de celulosa

Inicio del tramo Fin del tramo
1690 cm™1 1614 cm™t
1315cm™1 1260 cm™1
1160 cm™t 989 cm™1

885 cm™1 815cm™1
721 cm™1 700 cm™?!

Se muestra, a continuacion, dos imagenes procedentes del microscopio FTIR. En la Figura 55,
se muestra una particula de la muestra siendo analizada. En la Figura 56, se observa el analisis
comparativo mediante FTIR, donde se contrasta el espectro de la misma particula analizada con
los espectros del PET y PET metalizado de la biblioteca de espectros del software. Ambos
espectros presentan bandas caracteristicas del PET, como la sefal intensa cerca del 1700
cm ™ asociada al estiramiento del grupo C=0 del grupo éster y las bandas en las regiones 1250-
1000 cm ™. Por tanto, debido a la interaccion con las distintas longitudes de onda de la region

IR, la particula presenta indicios de ser un PET.
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Figura 55: Particula PET encontrada en el ensayo
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Figura 56: Comparacion de espectros de la particula hallada en el analisis

100



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAIT)

C O M | |_ |_ A S MASTER UNIVERSITARIO EN INGENIER{A INDUSTRIAL
UNIVERSIDAD PONTIFICIA
[__ical__icape | PLANIFICACION Y ESTIMACION ECONOMICA

Capitulo 6. PLANIFICACION Y ESTIMACION ECONOMICA

En este capitulo se muestran los costes necesarios para realizar a escala de laboratorio todos los
ensayos pertinentes a la degradacion enzimatica de los MP, el coste de los dispositivos
empleados, asi como los costes de las herramientas necesarias para la medicion evolutiva de la

degradacion.

6.1 PRESUPUESTO DE LOS DISPOSITIVOS EMPLEADOS

Tabla 9: Coste de los equipos empleados

Nombre Precio individual € | Unidades Precio Total €

Microscopio OLYMPUS DSX

1000 60.000,00 1 60.000,00

Espectrofotometro de Infrarrojo

JASCO (FTIR + microscopio) 101.200,75 1 101.200,75

Espectrofotometro Spectroquant

PROVE 100 6.944.16 1 6.944,16

Balanza analitica Mettler Toledo

XS205 10.354,40 1 10.354,40

Purificador de agua MERCK

Direct-Q 13.860,00 1 13.860,00

Campana de extraccion 5.447,95 1 5.447.95

Estufa de laboratorio 1.399,00 1 1.399,00

Incubadora orbital SKI 4 4.354,79 1 4.354,79

pH-metro GLP 21 1.125,00 1 1.125,00
204.686,05
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6.2 PRESUPUESTO DE HERRAMIENTAS DE LABORATORIO,

COMPUESTOS Y ENZIMAS

Se emplea una cantidad de 10 tubos Eppendorf por cada ensayo. Como el total de los ensayos

son 16, el total de tubos Eppendorfes de 160 tubos.

Respecto a los tubos Falcon utilizados en este proyecto, para el desarrollo de todos los
experimentos se ha requerido un total de 118. Pero la cantidad de tubos utilizados en este

proyecto es superior al haberse realizado ensayos de prueba y error a lo largo del trabajo.

Tabla 10: Coste de herramientas de laboratorio, compuestos y enzimas

Nombre Precio individual €| Unidades Precio Total €
Mortero de Laboratorio 697,00 1 697,00
Placas Petri 2,55 44 112,20
Tubos FALCON de 15 ml estériles 0,29 118 34,22
Tubos Eppendorf Protein LoBind 0,12 160 19,84
Nitrogeno liquido (carga del
depdsito de 25 1) 310,33 1 310,33
Base Tris (100g) 42,00 1 42,00
Fosfato sédico monobésico (500g) 78,40 1 78,40
Hidrdéxido de Sodio (NaOH) (500g) 83,80 1 83,80
Acido Clorhidrico (HC1)-37% (500
mL) 640,00 1 640,00
Lipasa B Candida antarctica,
recombinante del Aspergillus
oryzae (50 mg) 229,00 1 229,00
Cutinasa 2P (10.000 U) 59,00 1 59,00
4-Nitrofenil Butirato (1g) 120,00 1 120,00
2.425,79

El precio total de los dispositivos, herramientas y componentes necesarios para la realizacion
de este proyecto es de 207.111,84 €. Hay que destacar que el precio obtenido se tiene en cuenta
simplificaciones indicadas previamente, asi como que el precio se basa en procedimientos de

laboratorio sin tener en cuenta la escalabilidad de los precios a escala industrial.
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Capitulo 7. RECOPILACION Y DISCUSION DE

RESULTADOS

En este capitulo se muestran los resultados de los ensayos, conclusiones, comprobando o
rechazando las hipdtesis propuestas en este trabajo. Para una correcta comprension de los
resultados y para facilitar un orden de lectura adecuado, se ha dividido este capitulo en cuatro

partes importantes, teniendo en cuenta el orden cronoldgico de obtencion de los resultados:

e Preparacion de los patrones de referencia.
e Actividad enzimatica de la lipasa Calc B.
e Actividad enzimatica de la Cutinasa 2P.

e Resultados de los ensayos con PET.

7.1 PREPARACION PATRONES DE REFERENCIA

En este apartado se analizan los resultados y observaciones encontradas al aplicar los
patrones de referencia tanto en la dilucion buffer Tris-HCl y PBS. Para tener en cuenta si el
parametro tiempo afecta a los resultados, se realizaron diversos patrones de referencia para

distintos dias. Las curvas de los patrones de ambas disoluciones buffer fueron las siguientes:
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Patron de Referencia 24/48/96h

L6 —@— Absorbancia Pura 24h
o A 405nm
> 1,2
Ko —@— Absorbancia pura 48 h
2 405 nm
508
S 0,6 Absorbancia pura 48 h
(%)
380 nm
g 0,4
0,2 —@— Absorbancia pura 96h 405
0 nm
0 0,5 1 1,5
» . —@— Absorbancia pura 96h 380
Concentraciéon (mM) pNP-Butirato nm
Figura 57: Patron de referencia 24/48/96h del medio Tris-HCI
Patrdon de Referencia 24/48/312h
3,5
3
g
© 2,5 —@— Absorbancia 24h 405 nm
[8)
2
& —@— Absorbancia 48 h 405 nm
215
3 1 Absorbancia 48 h 380 nm
o)
< 0,5 —@— Absorbancia 312 h 405 nm
0 —@— Absorbancia 312 h 380 nm
0 0,5 1 1,5

Concentracion (mM) pnP-Butirato

Figura 58: Patron de referencia 24/48/312h del medio PBS

Tal y como se valor6 previamente en el capitulo 5 (apartado 5.3 “Calibracion del
espectrofotometro Spectroquant”™) la longitud de onda 405 nm es la adecuada para la medicion

de la muestra con el sustrato de referencia pNPB.

En coherencia con lo observado en la Figura 57, se comprueba que en la dilucion buffer Tris-
HCI preparada con una concentracion de 12 mM, a medida que pasa el tiempo la absorbancia
aumenta, este aumento también afecta a las absorbancias de las disoluciones de las
concentraciones 0,05-0,5 Mm. Este aumento de las absorbancias no se apreci6 en las curvas

patron del buffer PBS realizandose en distintos dias sin apreciarse variacion de absorbancia.
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7.2  ACTIVIDAD ENZIMATICA LIPASA CALC B

En este apartado, enfocado en los ensayos de la lipasa B, se muestra las curvas patréon
preparadas para cada medio buffer, se analiza los resultados, asi como se indican los calculos
realizados para la obtencion de los pardmetros de la cinética enzimatica (V4. Y Ky, ). La forma
de obtencion de las curvas patrén se muestra en el capitulo 5, apartado 5.3.5 Disefio de los
patrones”, mientras que los calculos mostrados para la obtencion de los parametros de la
cinética enzimatica siguen el procedimiento indicado en el capitulo 5, apartado 5.3.6 “Andlisis

de las medidas ejemplo lipasa B duplicando la cantidad de enzima en medio Tris-HCI”.
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7.2.1 PATRONES DE REFERENCIA DE LOS ENSAYOS
7.2.1.1 Patron de referencia disolucion Tris-HCI

Muestra 96 h partiendo de 12 mM a distintas
concentraciones

1,2
1
N1
e
3 0,8
5 —@— Pura 96h 405 nm
206
< —@—Pura 96 h 12 mM 380
0,4 NaOH 96h 12mM 405
0.2 —@— NaOH 96h 380 12mM
0
0 0,2 0,4 0,6

Concentracion (mM) pnP-Butirato

Figura 59: Patron de referencia para la accion enzimatica lipasa B medio Tris-HCI

7.2.1.2 Patron de referencia disolucion PBS

Patron Referencia Medio PBS

3,5
3 —@— Patron PBS 405 nm
T 2,5
© —@— Patrén PBS 380 nm
g,
C
©
‘g 1,5 Patrén PBS + NaOH 405 nm
wv
2 1
—@— Patrén PBS + NaOH 380 nm
0,5
0@ —@— Patrén PBS + NaOH Real 405 nm
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentracion (mM) pnP-Butirato Patrén PBS + NaOH Real 380 nm"

Figura 60: Patron de referencia para la accion enzimatica lipasa B medio PBS
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7.2.2 ENSAYOS DISOLUCION TRIS-HCI

7.2.2.1 Ensayos realizados a 55° C

Ensayo 1 Ensayo 2
Absorbancia/Tiempo Absorbancia/Tiempo
0,5 0,5
® Absorbancia Tiempo 405 nm ® Absorbancia Tiempo 405 nm
0,45 @ Absorbancia-Tiempo 380 nm 0,45 @ ® Absorbancia-Tiempo 380 nm
o © 0 o000 ° °
o ® ©
S 04 Yo S 04
E % [ I ) Y _‘E [
5 0,35 ® 5 035 |90 ee0e ° °
3 Peo, 3
< ° <
03 o0 o a8 03
0,25 0,25
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (min) Tiempo (min)
Figura 61: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de Lipasa B a 55 °C en medio Tris-HCI
Ensayo 1 Ensayo 2
Concentracién/Tiempo Orden 2 Concentracion/Tiempo Orden 2
0355 ¢ 0,355
035 [, y =-3,61E-06x° + 2,04E-04x? - 3,89E-03x + 3,52€-01 0.35 y = -1,86E-05x + 5,38E-04x2 - 4,98E-03x + 3,43E-01
s R? = 9,75E-01 s R? = 9,18E-01
Z0345 | E 0345 :
5 034 ‘-.‘ £ 034
0,335 . S 0,335
+— [} st o
5 033 T VA g 033 Do o °
£0,325 A S € 0,325 °
o . ) ]
O ° o
0,32 0,32
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15

Tiempo (min)

Tiempo (min)

Figura 62: Grdficas concentracion/tiempo de los ensayos de lipasa B a 55 °C en medio Tris-HCI
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Ensayo 1

Inversa de Velocidad-Inversa de
Concentracion

2000
y=7,518x+80,881 ¢ | .
=150 [ e
= e °
£ &
£1000 e
| T
s e °
= 500 [ e ®
Py (]
0
0 50 100 150 200 250
1/[8] (1/mM)

Figura 63: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 1 de lipasa B a 55 °C en medio
Tris-HCl

La grafica presenta en los ejes tanto la inversa de la velocidad como la inversa de la
concentracion, esto permite aplicar la linealizacion de las dobles inversas de Lineaweaver-Burk,
explicado en el capitulo 3 apartado 3.4.1, y obtener los pardmetros de la cinética enzimatica
(Vmaxy Km) tal y como se define en la ecuacion 8. Como ejemplo se ha desarrollado los calculos
para obtener los parametros del ensayo 1 con la enzima lipasa B a 55 °C en medio Tris-HCI.
Este procedimiento se aplica a todos los ensayos realizados en esta fase del proyecto.

En este mismo capitulo, en el apartado “Resumen y andlisis de los resultados de la actividad

enzimatica”, se recopilan los parametros de la cinética enzimatica de todos los ensayos.

y=7,518x + 80,881

(42)

Vmax = goggy = 0012

K,, = 7,518« 0,012 = 0,092 mM (43)
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Ensayo 2

Inversa de Velocidad-Inversa de
Concentracion

250
y =3,2339x + 2,4588
__ 200 e, e
: e
15 |
=S N °
£ 100 R
£
50
0
0 10 20 30 40 50 60 70

1/[S] (1/mM)

Figura 64: Grafica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 2 de lipasa B a 55 °C en medio

7.2.2.2 Ensayos realizados a 37°C

Absorbancia ua

Ensayo 3 Ensayo 4
Absorbancia/Tiempo Absorbancia/Tiempo
05 @ Absorbancia Tiempo 405 nm 0,5 @ Absorbancia Tiempo 405 nm
@ Absorbancia-Tiempo 380 nm g
0,45 0...... ° ° p 045 @ 00 oa o @ Absorbancia-Tiempo 380 nm
¢ S " o"® ° °
0,4 S 04
c
@
2 °
035 60e0e® g0 © ® + G 035 Poe® 00 @ °
) [ J
o [
<
0,3 0,3
0,25 0,25
0 20 40 60 80 0 20 40 60
Tiempo (min) Tiempo (min)

80

Figura 65: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de lipasa B a 37 °C en medio Tris-HCI
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Ensayo 3
Concentracion/Tiempo

0,345
g 034 ¢ y = 2,82E-05x? - 1,28E-03x + 3,38E-01
E R* = 6,93E-01
- 0,335
Ne) y .
S 033 @ ¢-. e
5 -9 @
g 0325 D AT R BRI, ®
Q
5 032
O

0,315

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Ensayo 4
Concentracion/Tiempo Orden 2
0,345
% 0,34 y =-6E-09x3 + 3E-06x2 - 0,0004x + 0,3343
®
g [ )
§ 7 e
S 033 | e ®
b= o el
§ 0325 [ ...
S 032 | e
§ 032 FY
0,315
35 0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 66: Graficas concentracion/tiempo de los ensayos de lipasa B a 37° C en medio Tris-HCI

Ensayo 3 Orden 2
Inversa de Velocidad-Inversa de

3000
2500
2000
1500
1000

500

1/r (min/mM)

Concentracion

y = 21,065x + 99,339

20 40

1/[S] (1/mM)

60 80

Figura 67: Grafica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 3 de lipasa B a 37 °C en medio

Tris-HCI
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Ensayo 4

Inversa de Velocidad-Inversa de
Concentracion

5000
< 4000 y = 63,289x + 684,91 °®
S Q.-
3000 S
= Se 7 o*
£ 2000
= 1000
0
0 20 40 60 80
1/[S] (1/mM)

Figura 68: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 4 de lipasa B a 37 °C en medio

Tris-HCl
7.2.3 ENSAYOS DISOLUCION PBS
7.2.3.1 Ensayos realizados a 55°C
Ensayo 1 Ensayo 2
- Absorbancia/Tiempo e Absorbancia/Tiempo
1,5 1,5 °
1:4 1,4 [ } .... [ ) [ ]
L X 1) ® (]
S 13 00e® o . ° S .5 °
2 ©
2 1,2 e 1,2 ®
S11 0ee $1,0 o000 0 o
3 1 8 1
< <
0,9 @ Absorbancia-Tiempo 405 nm 0,9 @® Absorbancia-Tiempo 405 nm
038 @ Absorbancia-Tiempo 380 nm 0,8 @® Absorbancia-Tiempo 380 nm
0,7 0,7
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (min) Tiempo (min)
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Figura 69: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de lipasa B a 55° C en medio PBS

Concentracion (mM)

0,4
0,39
0,38
0,37
0,36

0,35

Ensayo 1 Ensayo 2
Concentracion/Tiempo Orden 2 Concentracion/Tiempo Orden 2
0,4
s 0.39 ° y = 9,22E-06x? - 9,54E-04x + 3,81E-01
E ’
S 0,38 I
y = 3,28E-06x? - 2,67E-04x + 3,64E-01 ‘S ® .
e bt 1)
= 0,37 .
?0,... ° 3 * T
..‘ ....... [ LT S PSSR A Y o g 036 | e P
(@]
0,35
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 70: Graficas concentracion/tiempo de los ensayos de lipasa B a 55° C en medio PBS
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Figura 71: Grafica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 1 de lipasa B a 55 °C en medio

PBS
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Figura 72: Grafica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 2 de lipasa B a 55 °C en medio

PBS
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7.2.3.2 Ensayos realizados a 37°C

Ensayo 3 Ensayo 4
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Figura 73: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de lipasa B a 37 °C en medio PBS
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Figura 74: Grdficas concentracion/tiempo de los ensayos de lipasa B a 37 °C en medio PBS
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Las graficas concentracion/tiempo mostradas previamente demuestran que la enzima no esta
teniendo efecto en el sustrato no pudiéndose continuar con el estudio para obtener los

parametros de la actividad enzimatica.

7.3  ACTIVIDAD ENZIMATICA CUTINASA 2P

En este apartado, enfocado en los ensayos de la cutinasa 2P, se muestra las curvas patrén
preparadas para cada medio buffer, se analiza los resultados, asi como se indican los calculos
realizados para la obtencion de los parametros de la cinética enzimatica (V4. Y Kin,). La forma
de obtencion de las curvas patrén se muestra en el capitulo 5, apartado 5.3.5 Diseno de los
patrones”, mientras que los céalculos mostrados para la obtencion de los parametros de la
cinética enzimatica siguen el procedimiento indicado en el capitulo 5, apartado 5.3.6 “Andlisis

de las medidas ejemplo lipasa B duplicando la cantidad de enzima en medio Tris-HCI”.
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7.3.1 PATRONES DE REFERENCIA DE LOS ENSAYOS

7.3.1.1 Patron de referencia disolucion Tris-HCI

Patron Referencia Medio Tris-HCI

3,5
.g 3
s —@— Patron Tris-HCl 405 nm
2 2,5
o
8 2
< —@— Patron Tris-HCI 380 nm
L 15
3 1 Patron Tris-HCl + NaOH a 405
o
nm
S 05
0 —@— Patron Tris-HCl + NaOH a 380
nm
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentracidon (mM) pnP-Butirato

Figura 75: Patron de referencia para la accion enzimatica cutinasa 2P medio Tris-HCI

7.3.1.2 Patron de referencia disolucion PBS

Patron Referencia Medio PBS

3,5
—@— Patron PBS 405 nm
o 3
g
8 2,5 —@— Patron PBS 380 nm
S
s 2
< Patron PBS+ NaOH 405 nm
215
s —e— Patron PBS+NaOH 380 nm
£
0,5 —@— Patron PBS +NaOH Real 405
0 nm
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 Patron PBS + NaOH Real 380
Concentraciéon (mM) pnP-Butirato nm

Figura 76: Patron de referencia para la accion enzimdtica cutinasa 2P medio PBS
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7.3.2 ENSAYOS DISOLUCION TRIS-HCI

7.3.2.1 Ensayos realizados a 55° C

Tiempo (min)

Ensayo 1 Ensayo 2
Absorbancia/Tiempo Absorbancia/Tiempo
1,6 1,6
1,4 1,4
S S
=12 e S 12
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S 0000 0o o ° 2 0%eo00 ¢ o ®
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<
0,8 @ Tiempo-Absorbancia 405 nm 08 @ Absorbancia-Tiempo 405 nm
06 @ Tiempo-Absorbancia 380 nm 06 @ Absorbancia-Tiempo 380 nm
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (min) Tiempo (min)
Figura 77: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de cutinasa 2P a 55 °C en medio Tris-HCI
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Figura 78: Graficas concentracion/tiempo de los ensayos de cutinasa 2P a 55 °C en medio Tris-HCI
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Ensayo 1

Inversa de Velocidad-Inversa de
Concentracion
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2500 y =45,787x + 203,4
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Figura 79: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del Ensayo 1 de cutinasa 2P a 55° C en medio
Tris-HCI

La grafica de la figura 79 presenta en los ejes tanto la inversa de la velocidad como la inversa
de la concentracidn, esto permite aplicar la linealizacion de las dobles inversas de Lineaweaver-
Burk, explicado en el capitulo 3 apartado 3.4.1, y obtener los pardmetros de la cinética
enzimatica (Vy,q,y K;n) tal y como se define en la ecuacion 8. Como ejemplo se ha desarrollado
los célculos para obtener los pardmetros del ensayo 1 con la enzima lipasa B a 55 °C en medio
Tris-HCI. Este procedimiento se aplica a todos los ensayos realizados con la enzima cutinasa.

En este mismo capitulo, en el apartado “Resumen y analisis de los resultados de la actividad

enzimatica”, se recopilan los parametros de la cinética enzimatica de todos los ensayos.

y =45,787x + 203,4

mM (44)

- —4916%1073 —

Vmax = 5037 * min
K,, = 45,787 * 4,916 * 10~3 = 0,225 mM (45)
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Ensayo 2
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Concentracion

4500
4000
3500 | VO SOEEEREIREY L

00 g ®
2500 i

2000 ¢
1500
1000

500

1/r (min/mM)

0 20 40 60 80 100
1/[8] (1/mM)

Figura 80: Grafica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 2 de cutinasa 2P a 55 °C en medio

Tris-HCl
7.3.2.2 Ensayos realizados a 37° C
Ensayo 3 Ensayo 4
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Figura 81: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de cutinasa 2P a 37 °C en medio Tris-HCI
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Figura 82: Graficas concentracion/tiempo de los ensayos de cutinasa 2P a 37 °C en medio Tris-HCI
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Figura 83: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 3 de cutinasa 2P a 37 °C en medio

Tris-HCI
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Figura 84: Grafica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 3 de cutinasa 2P a 37° C en medio

Tris-HCI
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7.3.3 ENSAYOS DISOLUCION PBS

7.3.3.1 Ensayos realizados a 55°C

Ensayo 1 Ensayo 2
Absorbancia/Tiempo a Absorbancia/Tiempo
2,4 ’
2,2 2,2
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4 O
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1 1
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' @ Absorbancia-Tiempo 380 nm ' @ Absorbancia-Tiempo 380 nm
0,6 0,6
0 20 .40, 60 80 0 20 .40, 60 80
Tiempo (min) Tiempo (min)
Figura 85: Graficas Absorbancia/Tiempo de los Ensayos de cutinasa 2P a 55 °C en Medio PBS
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Figura 86: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de cutinasa 2P a 55 °C en medio PBS
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Figura 87: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 1 de cutinasa 2P a 55° C en medio

PBS
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Figura 88: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 2 de cutinasa 2P a 55 °C en medio
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7.3.3.2 Ensayos realizados a 37°C

Tiempo (min)

Tiempo (min)
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Figura 89: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de cutinasa 2P a 37 °C en medio PBS
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Figura 90: Grdficas absorbancia/tiempo de los ensayos de cutinasa 2P a 37° C en medio PBS
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Figura 91: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 3 de cutinasa 2P a 37° C en medio

PBS
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Figura 92: Grdfica inversa de velocidad/inversa de concentracion del ensayo 4 de cutinasa 2P a 37° C en medio

PBS
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RESUMEN Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA

En este apartado se recopilan los resultados de los parametros obtenidos de los apartados 7.2 y

7.3. También se comparan los valores obtenidos en los diversos ensayos analizando y

agrupando los diversos resultados.

Tabla 11: Parametros de la cinética enzimatica de los ensayos con una cantidad simple de enzima

Simple concentracion de enzima

Tris-HCI buffer PBS buffer
Temperatura
Lipasa B Cutinasa 2P Lipasa B Cutinasa 2P
vV Max. vV Max. vV Max. vV Max.
(mM/min) | Km (mM) | (mM/min) Km (mM) (mM/min) Km (mM) (mM/min) Km (mM)
55 2C 0,012 0,092 4,916*10°3 0,225 5,000*10°3 0,055 9,020*10* 0,0125
37¢eC 0,003 0,212 6,420%*10* | 1,475*103 - - 3,621*10* 0,0124
Tabla 12: Parametros de la cinética enzimatica de los ensayos con una cantidad doble de enzima
Doble concentracion de enzima
Tris-HCI buffer PBS buffer
Temperatura
Lipasa B Cutinasa 2P Lipasa B Cutinasa 2P
vV max. Km vV max. vV max. vV max.
(mM/min) (mM) (mM/min) |Km (mM)| (mM/min) Km (mM) | (mM/min) |Km (mM)
55°C 0,406 1,315 6,375*%107 0,235 3,700*%107 0,688 4,730%10* 0,115
37°C 0,001 0,092 1,518*107 0,0469 - - 5,163*10* 0,0533

En las tablas 11 y 12 se observa que las velocidades méximas de ambas enzimas son superiores

en los ensayos con el medio buffer Tris-HCI que las que se obtienen en la disolucion PBS,

incluso habiendo casos donde no se ha registrado actividad de la enzima en el sustrato. En
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consecuencia, para la obtencion de la mejor actividad enzimatica para la degradacion del PET,

se opta por solo la utilizacion del buffer Tris-HCI.

Ademas, cuando la cantidad de enzima aumenta, la velocidad de reaccion en los ensayos donde
cada enzima se encuentra a su temperatura Optima también experimenta un incremento,
permitiendo una mejora de la eficacia de la degradacion enzimética a tener en cuenta para los

ensayos con sustrato PET.

7.4 RESULTADOS DE LAS MUESTRAS CON PET

Con los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, se comprueba que el medio Tris-HCl es
el adecuado de cara a maximizar la actividad enzimatica. En este apartado se muestra el analisis
de los MP encontrados tras llevar a cabo los ensayos previamente definidos, analizando y

planteando hipoétesis para futuros trabajos.

El primer paso ha sido la identificacion de las particulas encontradas en los ensayos como PET.
Seglin el analisis empleando microscopia FTIR, y de acuerdo con la base de datos disponibles,
se identifican los espectros obtenidos a partir de los principales fragmentos encontrados como
PET y restos de celulosa. En las imagenes siguientes se muestran los espectros y las imagenes

obtenidos del material PET y de celulosa encontrados en los ensayos.
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Figura 93: En verde el espectro de la particula PET analizada en el FTIR y en azul el espectro del PET

procedente de la biblioteca de la base de datos con el que se hace la comparacion.
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Figura 94: En verde el espectro de una particula de celulosa analizada en el FTIR, en azul y en rojo los

espectros de la celulosa y PET procedentes de la biblioteca del sofiware con los que se hace la comparacion.

Figura 95: Fibra de celulosa en FTIR

Las siguientes tablas recopilan todos los resultados mostrando los porcentajes tanto de
particulas de celulosa como de PET encontrados en las muestras realizadas en los ensayos de

degradacion de MP.

129



COMILLAS

UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAIT)

UNIVERSIDAD PONTIFICIA

MASTER UNIVERSITARIO EN INGENIERIA INDUSTRIAL

RECOPILACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Tabla 13: Porcentaje de celulosa y PET en los ensayos realizados de alta concentracion de PET

Tris-HC1 + PET 55

Tris-HCI + PET 37

Alta concentracion PET | H,O+PET55°C | H,O+PET 37°C °C °C
% Celulosa en ensayos 46,42% 51,00% 46,15% 48,71%
% PET en ensayos 53,58% 49,00% 53,85% 51,29%
Cutinasa 2P 55
Alta concentracion PET °C Cutinasa 2P 37 °C | Lipasa CalB 55 °C | Lipasa CalB 37 °C
% Celulosa en ensayos 40,00% 44,00% 40,00% 46,80%
% PET en ensayos 60,00% 56,00% 60,00% 53,20%

Tabla 14:Porcentaje de celulosa y PET en los ensayos realizados de baja concentracion de PET

Tris-HC1 + PET 55

Tris-HCI + PET 37

Baja concentracion PET | H,O + PET 55 °C | H,O + PET 37 °C °C °C
% Celulosa en ensayos 57,89% 56,62% 61,70% 67,34%
% PET en ensayos 42,11% 43,38% 38,30% 32,66%
Cutinasa 2P 55
Baja concentracion PET °C Cutinasa 2P 37 °C | Lipasa CalB 55 °C | Lipasa CalB 37 °C
% Celulosa en ensayos 50,00% 48,25% 45,23% 55,88%
% PET en ensayos 50,00% 51,75% 54,77% 44,12%

Se observa en las tablas que los porcentajes de PET aumentan en los ensayos donde hay una

adicion de enzimas. Ademas, los ensayos con una concentracion tedrica inicial alta de PET

presentan unos porcentajes superiores a los ensayos con una concentracion inicial mas baja,

siendo acordes los resultados obtenidos con lo tedricamente indicado.

Para el analisis de particulas PET de estos ensayos, se aplican los porcentajes de particulas PET

indicados previamente, a la concentracion total de particulas hallada en las muestras

(celulosa/cupra) + PET), obteniendo la concentracion de particulas PET tras finalizar el ensayo.

Se muestra en las siguientes paginas las graficas con los resultados obtenidos de la

concentracion de particulas PET en los ensayos realizados en esta fase del proyecto.
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Figura 96: Concentracion MP en ensayos de controles negativos H>O
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Figura 97: Concentracion MP en ensayos de controles negativos Tris-HCI
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Figura 98: Concentraciones MP en los ensayos Lipasa B + PET
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Figura 99: Concentraciones MP en los ensayos Cutinasa 2P + PET
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En las siguientes tablas se recogen los resultados de las concentraciones de PET analizados en
los ensayos de degradacion del PET, tanto de los ensayos de los controles negativos, como los
ensayos afnadiendo las enzimas cutinasa y lipasa en las condiciones de estudio fijadas
previamente. La columna de variacion de la concentracion revela como y en qué cantidad se ha
modificado la concentracion en los ensayos donde se afnadieron las enzimas, respecto a los
ensayos de controles negativos, pudiéndose de esta forma comparar el incremento observado

en funcion de la temperatura y de la concentracion de PET inicial afiadida.

Tabla 15:Resumen resultados concentraciones PET en los ensayos de Lipasa B

Medio Tris+ PET Ensayos Variacion Concentraciéon
Temperatura de Concentracion de PET SIN enzima Lipasa Ensayos Lipasa B
ensayo definida (MP/mL) (MP/mL) (MP/mL)
Baja Concentracion PET 11,975 14,413 2,437
37°C Alta concentracion PET 13,335 23,408 10,072
Baja Concentracion PET 12,767 13,145 0,378
55°C Alta concentracion PET 18,309 20,400 2,091

Tabla 16: Resumen resultados concentraciones PET en los ensayos de Cutinasa 2P

Medio Tris+ PET Ensayos Variacion Concentracion
Temperatura de Concentracion de PET SIN enzima Cutinasa Ensayos Cutinasa 2P
ensayo definida (MP/mL) (MP/mL) (MP/mL)
Baja Concentracion PET 11,975 12,420 0,445
37°C Alta concentracion PET 13,335 24,640 11,305
Baja Concentracion PET 12,767 8,333 -4,433
55°C Alta concentracion PET 18,309 19,600 1,291

Los resultados muestran un aumento de la concentracion de los MP en los ensayos donde se
han empleado las dos enzimas (excepto en el caso de la cutinasa) a la temperatura de 55 °C. De
lo que se concluye que la enzima cutinasa no estd actuando en su temperatura 6ptima (37 °C) y

se ha reducida su actividad enzimatica.

A continuacion, se muestran las tablas de frecuencia para los tamanos de las particulas
analizadas en los filtros. Se ha despreciado el tamafio de los fragmentos de resina fluérica y de

las fibras de celulosa, midiendo principalmente los fragmentos de PET
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Figura 100: Tamario de los fragmentos MP encontrados en los medios Tris-HCl a 55 °C
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Figura 101: Tamario de los fragmentos MP encontrados en los ensayos de la lipasa B a 55 °C
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Figura 102: Tamario de los fragmentos MP encontrados en los ensayos de la cutinasa 2P a 55 °C

Se comparan la distribucion de éareas de las Figuras 100-101-102. Se observa que a la
temperatura de 55°C, en los ensayos con la lipasa B (Figura 101) si que aprecia una reduccion
del area de estos, en comparacion con las areas obtenidas del control negativo en Tris-HCl a la
misma temperatura (Figura 102). El area de los MP en los ensayos de lipasa B se acercan a las

4reas de 1500 pm? mientras que sin enzima se obtienen areas de 11500 um?.

En las graficas asociadas a los ensayos en que se emplea la enzima cutinasa a 55 °C, las areas
de las particulas PET no experimentan una reduccion significativa. Esto concuerda con el
resultado de la concentracion de MP obtenida previamente. Los resultados pueden indicar que
a una temperatura de ensayo (55°C en estos ensayos) alejada de la temperatura 6ptima de las

cutinasas (37°C), se pueda desnaturalizar la enzima limitando la actividad de esta, o al menos

inactivarla.

Para determinar como influye la temperatura en la actividad enzimaética, se han realizado los
mismos ensayos con ambas enzimas a una temperatura de 37°C. Los resultados obtenidos se

muestran en las Figuras 103-105.
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Figura 103: Tamario de los fragmentos MP encontrados en los medios Tris-HCl a 37 °C
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Figura 104: Tamario de los fragmentos MP encontrados en los ensayos de la lipasa B a 37 °C
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Figura 105: Tamario de los fragmentos MP encontrados en los ensayos de la cutinasa 2P a 37 °C

Se observa para ambas enzimas a 37 °C, un aumento del nimero de particulas PET y una
reduccién de su area, tanto para el caso de alta o baja concentracion de PET. Esto indica, en
primer lugar, que el rango de temperaturas de funcionamiento de la lipasa B es mas amplio que
el de la enzima cutinasa ya que tanto a 55 como a 37°C muestra una buena degradacion de MP.
En segundo lugar, que la enzima cutinasa si que degrada MP cuando se encuentra a su

temperatura Optima.
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Capitulo 8. CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

En primer lugar, se expondran las conclusiones que se han obtenido a partir de los ensayos de

degradacion enzimatica del PET y, en segundo lugar, posibles ideas para los futuros trabajos

que continuen lo expuesto en este proyecto.

8.1

CONCLUSIONES

De acuerdo a lo comentado en el capitulo 7, apartado 7.1, el factor tiempo afecta a la
medida de absorbancia obtenida en las muestras del buffer Tris-HCl, esto se comprueba
en la Figura 57, donde las curvas patrén realizadas en distintos dias presentaron distintas
absorbancias a la misma concentracion. Por tanto, como conclusion, los patrones de los
ensayos de definicién de la cinética enzimatica en la disolucién Tris-HCI se deben
realizar al mismo tiempo que los ensayos de las enzimas, con ello se elimina el aumento
gradual de la absorbancia en el tiempo debido a la acumulacion de sustrato
paranitrofenol butirato.

Tras realizarse las pruebas de la actividad enzimadtica en las disoluciones Tris-HCI y
PBS, las velocidades maximas de las reacciones enzimaticas de la disolucion buffer
PBS fueron inferiores a las obtenidas en el buffer Tris-HCI (incluso en algunos ensayos
no se captd que hubiera ningun efecto). Esto se debe principalmente a la composicion
de ambas disoluciones, pudiendo afectar a la actividad enzimética las sales que
conforman el medio PBS. Se comprueba que el medio Tris-HCI es el adecuado para un
correcto funcionamiento de las enzimas en su actividad enzimatica. Es posible que los
cationes presentes en este medio afecten a la actividad de la enzima a causa de la fuerza
i6nica del medio.

Las concentraciones de MP de los ensayos se incrementaron respecto a las obtenidas en
los controles negativos, mostrando, en las condiciones de temperatura adecuadas, una
elevada actividad enzimatica de las hidrolasas, capaces de degradar el PET mediante

ruptura de sus enlaces. Esta conclusion también viene respaldada por la reduccion de
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tamafio de las particulas mostrada de la Figura 102 a la 107, donde se puede ver un
desplazamiento de los maximos en los histogramas asociados a los tamafios de
particulas de PET hacia la izquierda. Este aumento de concentracion de MP y
disminucién de tamafo, que en un primer momento podria ser perjudicial por facilitar
su acceso al torrente sanguineo, permitiria el acceso por difusion a otros organismos y
a su sistema metabolico, facilitando la degradacion completa del PET, y obteniendo con
ello los componentes de 4cido tereftalico y etilenglicol, tal y como se coment6 en los
capitulos 1y 3.

e No se encontraron trazas de polipropileno en las pruebas realizadas en este proyecto, lo
que podria indicar que los tubos donde se llevan a cabo las reacciones enzimaticas no
sufren degradacion a las temperaturas optimas de las enzimas, de 37 y 55 °C (se
encontraron principalmente trazas de PET y celulosa en los andlisis de estos). Por lo
tanto, se puede inferir cierta selectividad hacia el tipo de enlaces presentes en el PET.

e Respecto a las estrategias de submuestreo para el andlisis de los filtros de los ensayos,
se recomienda aumentar la concentracion de MP a analizar para que, de esta forma, solo
sea preciso analizar un 25% de la muestra y el margen de error presentado no sea
elevado, sin tener que analizar hasta un 50%.

e FEl uso de enzimas purificadas en vez de organismos vivos ha permitido tener un buen
control de los parametros del ensayo pudiendo aplicar las condiciones Optimas de la
enzima en vez de la del organismo.

e Desde la perspectiva economica este trabajo indica que se han gastado
aproximadamente 207.111,84 € en la realizacion de este proyecto, principalmente de los
dispositivos que se han empleado a lo largo del mismo. A pesar de tener unos costes
elevados, sobre todo debido a los dispositivos que hay que obtener para realizar los
ensayos, se ha podido comprobar en los ensayos que si hay un efecto de las enzimas en
los microplasticos, pudiendo optimizar para futuros ensayos la optimizacion econdmica,
reduciendo los costes estimados de los materiales y fungibles necesarios para la

degradacion de los MP.
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8.2 TRABAJOS FUTUROS

Se presentan a continuacion sugerencias para futuros trabajos, considerando nuevos parametros

de diseno.

En este proyecto solo se ha trabajado con dos medios de disolucion (Tris-HCly PBS), limitando
la cantidad de ensayos que se pueden realizar para las enzimas seleccionadas. Para futuros
trabajos se podré analizar el uso de disoluciones buffer tales como disoluciones de nitrato de
fosforo, nitrato de acetato y nitrato de citrato, disoluciones indicadas por la distribuidora de la

cutinasa 2P para distintos valores de pH.

Solo se han realizado los ensayos de degradacion del PET para las temperaturas Optimas de las
enzimas comerciales fijandose el valor de pH a un valor neutro (7,6). Para futuros trabajos se
podran cambiar las temperaturas de los ensayos abarcando el rango de [30-55 °C] donde hay
actividad enzimatica. También se puede modificar el pH para ver como afecta el cambio de
fuerzas idnicas al funcionamiento de las enzimas. Adicionalmente a la modificacion de estos
dos parametros, también se puede tener en cuenta la adicion de factores externos tales como
salinidad, aditivos del PET u otros contaminantes que puedan inhibir el funcionamiento de las

enzimas.

Respecto a las enzimas, las dos han demostrado tener un buen funcionamiento a sus
temperaturas Optimas. Para futuros proyectos se pueden realizar combinaciones de ambas
enzimas para ver su resultado en la ruptura de particulas PET afiadiendo también cofactores que
permitan aumentar la estabilidad de la actividad enzimatica, especialmente de la cutinasa 2P, y
de esta manera comprobar si hay un efecto de sinergia. Adicionalmente, también se puede
aumentar la concentracion de enzima en los ensayos, para ver si un aumento de este parametro

puede afectar significativamente a la degradacion del PET.

Finalmente, se recomienda hacer ensayos replicados (repitiendo al menos tres veces cada
ensayo) para realizar un adecuado estudio estadistico, evaluando la dispersion en los resultados

obtenidos, para de esta forma obtener una cierta validez.
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ANEXO I DISOLUCION TRIS CON ENZIMA LIPASA B

Tabla 17: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima lipasa B a 55°C en

disolucion Tris

Ensayo con Simple Concentracion enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 0,406 0,335
2,58 0,395 0,329
5,17 0,389 0,32
7,65 0,382 0,315
15,17 0,378 0,311
20,25 0,377 0,31
29,85 0,373 0,307
59,98 0,356 0,294

Tabla 18: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima lipasa B a 55°C en

disolucion Tris

Ensayo con Doble concentracion enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 0,455 0,376
2,60 0,439 0,356
4,75 0,440 0,354
7,65 0,432 0,352
10,17 0,436 0,351
12,58 0,435 0,354
15,10 0,435 0,353
31,05 0,431 0,346
59,17 0,429 0,345

146



UNIVERSIDAD PONTIFICIA COMILLAS
ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA (ICAIT)

C O M | |_ |_ A S MASTER UNIVERSITARIO EN INGENIERIA INDUSTRIAL
UNIVERSIDAD PONTIFICIA
|_ical___icADE | ANEXO I DISOLUCION TRIS CON ENZIMA LiPASA B

Tabla 19: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima lipasa B a 37 °C en

disolucion Tris

Ensayo con Simple Concentracion enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 0,458 0,351
2,63 0,452 0,354
5,25 0,447 0,351
7,67 0,450 0,352
10,08 0,449 0,356
12,80 0,445 0,349
15,08 0,447 0,352
20,22 0,448 0,357
31,02 0,450 0,356
59,92 0,434 0,343

Tabla 20: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima lipasa B a 37 °C en

disolucion Tris

Ensayo con Doble Concentracion enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 0,447 0,357
2,52 0,434 0,345
5,42 0,442 0,341
7,83 0,445 0,350
10,25 0,432 0,337
12,45 0,441 0,347
15,08 0,437 0,345
19,83 0,440 0,347
29,83 0,429 0,345
59,83 0,422 0,327
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ANEXO II DISOLUCION PBS CON ENZIMA LIPASA B

Tabla 21: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima lipasa B a 55°C en

disolucion PBS
Ensayo con Simple Concentracion enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,358 1,113
2,68 1,353 1,108
5,08 1,349 1,099
7,75 1,330 1,062
10,25 1,338 1,069
12,70 1,336 1,068
14,88 1,359 1,077
21,12 1,337 1,085
31,08 1,276 1,035
58,50 1,336 1,093

Tabla 22: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima lipasa B a 55°C en

disolucion PBS

Ensayo con Doble Concentracion de enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm

0,00 1,398 1,122

2,63 1,463 1,174

4,93 1,364 1,097

7,67 1,391 1,122

9,83 1,385 1,115

12,50 1,385 1,111

15,25 1,400 1,110

19,90 1,380 1,111

30,02 1,387 1,103

58,50 1,329 1,061
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Tabla 23: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima lipasa B a 37 °C en

disolucion PBS
Ensayo con Simple Concentracion enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,382 1,126
2,65 1,386 1,118
4,67 1,380 1,12
7,68 1,394 1,129
9,70 1,409 1,139
12,43 1,412 1,139
15,17 1,407 1,138
20,85 1,408 1,138
29,85 1,398 1,135
60,30 1,469 1,186

Tabla 24: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima lipasa B a 37 °C en

disolucion PBS
Ensayo con Doble Concentracion Enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,503 1,222
2,82 1,379 1,111
5,02 1,454 1,176
7,58 1,452 1,159
10,25 1,498 1,200
12,68 1,475 1,183
15,20 1,486 1,197
19,98 1,489 1,204
30,22 1,412 1,146
55,83 1,498 1,204
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ANEXO III DISOLUCION TRIS CON ENZIMA CUTINASA 2P

Tabla 25: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima cutinasa 2P a 55°C en

disolucion Tris

Ensayo con Simple Concentracion de Enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,195 1,012
2,47 1,163 0,975
5,52 1,167 0,985
7,83 1,161 0,976
9,83 1,165 0,979
12,50 1,131 0,942
14,88 1,157 0,965
20,08 1,144 0,951
29,83 1,152 0,938
60,08 1,136 0,943

Tabla 26: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima cutinasa 2P a 55°C en

disolucion Tris

Ensayo con Doble Concentracion de Enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,157 0,946
2,55 1,163 0,963
4,68 1,148 0,949
7,13 1,144 0,946
9,80 1,144 0,942
12,53 1,144 0,943
14,75 1,136 0,934
19,67 1,132 0,929
29,75 1,131 0,929
57,75 1,123 0,922
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Tabla 27: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima cutinasa 2P a 37 °C en

disolucion Tris

Ensayo con Simple Concentracion de Enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,287 1,063
2,72 1,199 0,983
4,77 1,196 0,983
7,38 1,171 0,956
9,92 1,180 0,964
12,47 1,156 0,949
14,75 1,175 0,964
20,08 1,162 0,953
29,48 1,149 0,940
60,08 1,154 0,948

Tabla 28: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima cutinasa 2P a 37 °C en

disolucion Tris

Ensayo con Doble Concentracion de Enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,238 1,014
6,25 1,169 0,956
7,72 1,170 0,957
10,25 1,179 0,963
12,67 1,156 0,945
15,08 1,182 0,961
19,67 1,175 0,956
30,08 1,168 0,953
60,02 1,166 0,952
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ANEXO IV DISOLUCION PBS cON ENZIMA CUTINASA 2P

Tabla 29: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima cutinasa 2P a 55°C en

disolucion PBS
Ensayo con Simple Concentracion enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,991 1,666
2,45 1,922 1,581
5,25 1,976 1,630
7,83 1,978 1,640
10,25 1,956 1,618
13,32 1,945 1,618
15,17 1,958 1,611
20,03 1,948 1,604
29,58 1,944 1,611
60,45 1,904 1,556

Tabla 30: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima cutinasa 2P a 55°C en

disolucion PBS

Ensayo con Doble Concentracion de enzima a 55°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 1,935 1,594
2,40 1,959 1,614
4,67 1,990 1,644
7,33 1,984 1,627
10,25 1,963 1,620
12,23 1,982 1,627
14,75 1,963 1,628
19,83 1,942 1,596
29,50 1,970 1,616
58,00 1,948 1,589
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Tabla 31: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con simple concentracion de enzima cutinasa 2P a 37 °C en

disolucion PBS

Ensayo con Simple Concentracion de Enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm
0,00 2,004 1,606
2,72 1,924 1,547
4,77 1,990 1,610
7,38 1,951 1,576
9,92 1,956 1,589
12,47 1,993 1,617
14,75 2,015 1,625
20,08 1,972 1,592
29,48 1,961 1,596
60,08 1,961 1,583

Tabla 32: Resultados absorbancia-tiempo ensayo con doble concentracion de enzima cutinasa 2P a 37 °C en

disolucion PBS

Ensayo con Doble Concentracion de Enzima a 37°C
Tiempo real (min) Absorbancia 405 nm Absorbancia 380 nm

0,00 1,950 1,580

2,67 1,922 1,553

6,25 1,936 1,557

7,72 1,938 1,557

10,25 1,938 1,546

12,67 1,918 1,534

15,08 1,922 1,536

19,67 1,871 1,510

30,08 1,931 1,552

60,02 1,925 1,553
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