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Introduccién. Los residuos de plasticos se acumulan
en diversos ecosistemas, provocando un severo
problema en el medio ambiente. Uno de los plasticos
mas utilizados en la industria de alimentos es poli
(etilen tereftalato) (PET) constituido por etilenglicol y
acido tereftdlico. Los procesos quimicos y
termomecanicos son las estrategias principales para
reciclarlo. Actualmente se emplea la biocatalisis como
una alternativa. Existe una variante empleando una
variante de cutinasa que puede despolimerizar PET
amorfo hasta un 90% (1). Otras enzimas que degradan
el PET deben mejorarse para lograr resultados
similares, especificamente la actividad hacia PET
semicristalino y la termoestabilidad (2). El sistema
cutinolitico de Aspergillus nidulans incluye a la enzima
ANCUT1 (3), que ha demostrado que degrada el PET
por pérdida de peso y disminucidén de la cristalinidad.
Sin embargo, el rendimiento de monémeros es bajo y
requiere un tiempo de reaccién prolongado. El objetivo
de este trabajo es mejorar la actividad de ANCUT1 por
creacion de variantes. Se realizé un estudio in silico
para analizar la interaccion de la enzima con un
oligomero de PET y se identificaron los residuos que
estan implicados en la unioén del sustrato y la eficiencia
catalitica. Los resultados deberian conducir al
desarrollo de biocatalizadores con una actividad mayor
que la enzima silvestre.

Metodologia. Rodriguez-Sotres (2021) construy6 un
modelo 3D de la ANCUT1 utilizando AlphaFold 2.0. Se
validd y se minimizé el modelo. Se estudid la
interaccién del ligando (3PET) mediante
acomplamiento molecular con AutoDock Vina,
dinamica molecular (DM) con Gromacs 5.1.4 para la
enzima libre y con el ligando. Se calcul6 la entropia
usando mecanica molecular y métodos semiempiricos
QM (SQM) de MOPAC, para calcular la entalpia y
determinar el AG de union. Se seleccionaron los
residuos de interés y se hizo mutagénesis sitio dirigidas
para producir las enzimas recombinantes en E. coli.

Resultados. El 3PET interacciona con 19 residuos de
la hedidura que soporta el sitio activo de la ANCUT1.
Cada anillo aromatico se encuentra en un subsitio de
union (Fig. 1). L171 y N73 son residuos que pertenecen
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al punto de reconocimiento (PR) del sitio activo,
durante la DM estos residuos estan en contacto todo el
tiempo con el 3PET. Se observé una conformacion
cerrada del PR. Esto condujo a evaluar DM con iones
(Na, Ca y Mg) que tienen un efecto en la actividad y la
termoestabilidad (4). Se observd una conformacion
abierta en presencia de Mg y sitios de union para este
ion. Esto correlaciona con otro trabajo que se presenta
durante el congreso (5). Una doble mutante (LN) podria
permitir una conformacion abierta que se reflejaria con
un incremento en la actividad enzimatica. Por otro lado,
se obtuvieron colonias positivas después de la
mutagénesis sitio dirigidas que estdn en proceso de
comprobacion.

representa residuos hidrofilicos y rojo residuos hidrofébicos), (A)
conformacién cerrada de ANCUT1, (B) conformacion abierta de
ANCUT1, (C) doble mutante de ANCUT1, (D-F) posibles sitios de
unién a Mg?*.

Conclusiones. Hay 3 sitios de union potenciales para
Mg que modifican la conformacion de abierta a cerrada
en el PR de la ANCUT1 y la interaccion con el 3PET.
La LN mejora la interaccion con el 3PET sin la
presencia de iones. Hasta el momento desconocemos
si los iones tienen solo un efecto en la actividad
enzimética, en la termoestabilidad o en ambos
parametros. Se requieren mas experimentos para
comprobar los resultados in silico.
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