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Introduccion. El tereftalato de polietileno (PET) es
utilizado en la fabricacién de fibras textiles sintéticas y
botellas de plastico!. Al término de su vida util, este
producto termina en el medio ambiente pudiéndose
fragmentar hasta etilenglicol y acido tereftalico TPA2,
Siendo este ultimo considerado un xenoestrégeno?.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar
enzimas de microorganismos que intervienen en la
mineralizacion del PET como las citocromo P450 y
expresar una de ellas en E. coli.

Metodologia. Se realizaron andlisis bioinformaticos en
los genomas de bacterias y hongos, para identificar
genes anotados de enzimas probables para la
degradacion de TPA. Se evalu6 la degradacion de TPA*
y la cinética de produccién de enzimas oxigenasas por
Aspergillus, utilizando TPA al 0.5 %p/v. Se determino la
actividad reductasa® y proteina®. Se seleccioné el gen
phacA de Aspergillus para la expresion heterdloga en
E. coli utilizando el vector de expresion pET-22b(+).
Las clonas positivaspor PCR de colonia se cultivaron
en LB con induccion para la expresion de PHACA con
IPTG. Por ultimo, serealizé la cinética de produccion de
enzimas oxigenasas determinando actividad reductasa
y proteina. Asimismo, se obtuvo un modelo estructural
para la enzima recombinante en el programa Robetta
con el algoritmo RoseTTAFold.

Resultados. Se encontré anotado el gen phacA conun

100% de identidad en las bases de datos que
contenian su genoma, se determiné una degradacion
de TPA de 56 % para A. nidulans a las 168 horas y
67.4 % para A. terreus a las 120 horas. Se obtuvo
una actividad de 29.54 pkatal/mL a las 48 horas y
23.83 pkatal/mL a las 120 horas. La cinética de
produccion de la enzima mostro la méximaactividad a
las 5 horas de la induccion (33.15 pkatal/mL) (Fig. 1).

Fig. 1. Cinética de PHACA en E. coli BL21. Fig. 2 Modelo PHACA.
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El modelo estructural obtenido, se valid6 obteniendo un
QMEANDisco Global 0.58 + 0.05, puntuacion
MolProbity 2.82 y Ramachandran favorable de 97.38
%. La estructura obtenida presenta la topologia de una
Fenilacetato 2-hidroxilasa enzima citocromo P450
monooxigenasa (Fig. 2).

Conclusiones.

Se plante6 una ruta metabdlica probable para la
despolimerizacion y mineralizacion de PET a partir de
la informacion obtenida en la literatura.

El andlisis bioinformatico permitid la identificacion de
enzimas dioxigenasas en diferentes géneros de
bacterias que llevan a cabo la mineralizacion del TPA.
No se encontraron genes de enzimas para la
mineralizacion de TPA en los genomas de hongos
Aspergillus y Alternaria. Sin embargo, si seidentificaron
genes que codifican para enzimas Citocromo P450
que degradan compuestos aromaticos.

Se comprobd que los hongos del género Aspergillus
tuvieron capacidad para crecer en presencia de TPA,
presentando actividad enzimatica.

Se expreso en E. coli el gen phacA que codifica una
citocromo P450 monooxigenasa en A. nidulans que
esta implicada en la mineralizacion de compuestos
aromaticos.
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