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1. RESUMEN

La contaminacion plastica, especialmente por tereftalato de polietilieno (PET),
representa uno de los principales desafios ambientales del siglo XXI. Frente a las limitaciones
de los métodos tradicionales de reciclaje, la biorremediacion mediante microorganismos
surge como una alternativa sostenible. Ideonella sakaiensis, una bacteria gramnegativa
descubierta en 2016, ha demostrado la capacidad de degradar PET mediante un sistema
enzimatico compuesto por PETasa y MHETasa. Esta monografia analiza los fundamentos
cientificos de la biodegradacion del PET, las evidencias experimentales del potencial
degradador de /. sakaiensis y los desafios técnicos, ecoldgicos y regulatorios que enfrenta su
aplicacion a gran escala. Ademas, se revisan estrategias emergentes como la ingenieria de
enzimas termoestables, el uso de herramientas de edicion genética como PlastiCRISPR y la
integracion de consorcios microbianos. Si bien existen limitaciones, I. sakaiensis se perfila
como un agente clave para el desarrollo de tecnologias de reciclaje biotecnolégico, con
potencial de contribuir a una economia circular y a la mitigacion del impacto ambiental del

plastico.

Palabras clave: biorremediacion, enzimas PETasa y MHETasa, Ideonella sakaiensis,

PET, reciclaje biotecnolégico.



2. ABSTRACT

Plastic pollution, particularly from polyethylene terephthalate (PET), is one of the
greatest environmental challenges of the 21st century. In response to the limitations of
traditional recycling methods, bioremediation using microorganisms has emerged as a
sustainable alternative. Ideonella sakaiensis, a gram-negative bacterium discovered in 2016,
has shown the ability to degrade PET through an enzymatic system composed of PETase and
MHETase. This monograph examines the scientific basis of PET biodegradation, experimental
evidence of I. sakaiensis’ degradative potencial, and the technical, ecological, and regulatory
challenges tha hinder its large-scale application. It also reviews emerging strategies such as
thermostable enzyme engineering, gene-editing platforms like PlastiCRISPR, and the
integration of synergistic microbial consortia. Despite its limitations, /. sakaiensis stands out
as a key candidate for the development of biotechnological recycling strategies, with the

potential to contribute to a circular economy and mitigate the environmental impacts of plastic.

Keywords: bioremediation, Ideonella sakaiensis, PET, PETase and MHETase

enzymes, biotechnological recycling.



3. INTRODUCCION

El plastico ha revolucionado el ultimo siglo gracias a su durabilidad, versatilidad y bajo
costo de produccion, lo que ha incentivado su uso masivo en la industria global (Vazquez,
2019). Sin embargo, este mismo éxito ha derivado en una crisis ambiental creciente: se
estima que anualmente se desechan alrededor 381 millones de toneladas de plastico, una
cifra que podria alcanzar los 500 millones en 2030 si no se adoptan medidas correctivas
urgentes (Penilla & Koot, 2020). A pesar multiples iniciativas de reciclaje solo el 14 % del
plastico producido logra reincorporarse a nuevos productos (Valente Santos & Guevara
Garcia, 2019). Esta ineficiencia en el manejo de residuos ha ocasionado una acumulacién
critica de desechos plasticos, que impacta especialmente a los ecosistemas marinos y
contribuye al cambio climatico a través de la emisién de gases de efecto invernadero durante

su degradacion (Boom & Lopez, 2023; Castafeta et al., 2020).

A esto se suma la creciente preocupacién por los microplasticos, fragmentos muy
pequefos, usualmente menores a 5 mm que provienen de la descomposicion de plasticos
mas grandes, los cuales han sido hallados en agua potable, alimentos e incluso tejidos
humanos, lo que plantea riesgos potenciales para la salud publica y la seguridad alimentaria

(Smith et al., 2018).

Las actuales estrategias de reciclaje, como el reciclaje mecanico y quimico, han
mostrado limitaciones significativas para contrarrestar los efectos del plastico sobre el medio
ambiente (Pérez, 2024). Esto se debe, en parte, a que la mayoria de los modelos productivos
siguen respondiendo a un esquema de economia lineal de "tomar, hacer y desechar", lo que
favorece la acumulacion continua de residuos (ONU, 2021). Es en este panorama, la
biodegradacion de plasticos mediante microorganismos ha emergido como una alternativa

prometedora. No obstante, esta estrategia enfrenta retos importantes, como la baja eficiencia



de degradacion, la limitada estabilidad de las enzimas involucradas y los desafios asociados

a su implementacion a gran escala (Martinez et al., 2022).

En 2016, se reporté un hallazgo prometedor en el campo de la biorremediacion: la
identificacion de Ideonella sakaiensis, una bacteria gramnegativa capaz de degradar el
tereftalato de polietileno (PET), uno de los plasticos mas resistentes y ampliamente utilizados
(Prostak, 2016; Tanasupawat et al., 2016). Esta capacidad se debe a dos enzimas clave,
PETasa y MHETasa, que catalizan la descomposicién del PET en monémeros basicos, que
la bacteria puede asimilar como fuente de carbono y energia (Pérez, 2020). Si bien este
descubrimiento abre nuevas perspectivas para el tratamiento biolégico de residuos plasticos,
su aplicacién a gran escala aun presenta limitaciones, como la lenta tasa de degradacién del
PET y la inestabilidad de las enzimas en condiciones ambientales diversas (Gonzalez et al.,

2023).

Frente a esta problematica, la presente investigacion se propuso evaluar el potencial
de I. sakaiensis como agente de biorremediacion del PET, mediante el analisis de sus
mecanismos de degradacion, su eficiencia en distintos entornos y los factores que
condicionan su aplicabilidad. En este marco, surgen preguntas fundamentales: ; Cuales son
las principales limitaciones para utilizar /. sakaiensis en la biodegradacion del PET? ¢Qué
variables ambientales influyen en su desempefio? Esta investigacion es pertinente desde una
perspectiva ambiental, dado que la acumulacion de plasticos representa una amenaza
creciente para la biodiversidad y la salud global. Desde el punto de vista econdmico, explotar
la viabilidad biotecnologica de esta bacteria podria aportar soluciones mas sostenibles y

eficientes para la gestion de residuos plasticos.

Desde una perspectiva biotecnolégica, profundizar en los mecanismos y condiciones
Optimas que favorecen la actividad degradadora de /. sakaiensis podria impulsar el desarrollo
de tecnologias innovadoras para el reciclaje biolégico. Su aplicacion practica permitiria
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transformar los actuales modelos de gestién de residuos en diversas industrias. Sectores
como el alimentario, farmacéutico y textil podrian integrar esta tecnologia para promover
esquemas de economia circular y reducir el impacto ambiental asociado a la produccién y
desecho de plasticos (Lopez & Ramirez, 2023). Por ejemplo, las empresas de alimentos, que
emplean envases PET podrian incorporar procesos biotecnolégicos en sus plantas de
reciclaje, mientras que en el sector salud, la biodegradacién de envases médicos de un solo

uso podria optimizar la gestion de residuos hospitalarios y de laboratorio.

En sintesis, esta investigacién buscé aportar al conocimiento sobre las capacidades y
limitaciones de I. sakaiensis en la biodegradaciéon del PET, estableciendo fundamentos
cientificos para su posible aplicacién en contextos industriales y ambientales. Mas alla de su
valor biotecnoldgico, el estudio exploré también sus implicaciones econdmicas y sociales, en
consonancia con la necesidad de transitar hacia modelos de produccién y consumo mas

sostenibles.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de ldeonella sakaiensis como agente de biorremediacion del
plastico PET, analizando sus mecanismos de degradacion y su viabilidad para aplicaciones

ambientales.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Caracterizar los mecanismos enzimaticos de degradacion del PET por Ideonella
sakaiensis, con énfasis en la actividad de PETasa y MHETasa.

4.2.2 Revisar estudios sobre la eficiencia de I. sakaiensis en la degradaciéon de PET
en distintos ambientes y condiciones experimentales.

4.2.3 Analizar las limitaciones y desafios en la aplicacién de I. sakaiensis como

estrategia biotecnoldgica para la biorremediacion de plasticos.
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5. DESARROLLO TEORICO

5.1. FUNDAMENTOS CIENTIFICOS DE LA BIORREMEDIACION DEL PET: EL
CASO DE IDEONELLA SAKAIENSIS

La biorremediacion es una estrategia ambiental que emplea organismos vivos,
principalmente microorganismos como bacterias y hongos, para transformar, reducir o
eliminar contaminantes presentes en suelos, aguas y atmosferas contaminadas. Esta
tecnologia que se considera limpia, eficaz y sostenible, ya que aprovecha el metabolismo
natural de los organismos para convertir compuestos téxicos en productos menos dafinos o

inocuos (Kensa, 2011).

El proceso de biorremediacion se fundamenta en la capacidad metabdlica de ciertos
microorganismos para transformar o mineralizar sustancias toxicas, entre ellas hidrocarburos,
pesticidas, metales pesados y plasticos sintéticos. Segun Atlas y Bartha (1998), esta
capacidad puede manifestarse de forma natural, biorremediacion intrinseca, o puede
potenciarse mediante estrategias como la bioestimulacién (adicion de nutrientes) y la

bioaumentacion (introduccion de cepas especializadas).

Entre los contaminantes plasticos mas persistentes se encuentra el tereftalato de
polietileno (PET), un polimero termoplastico ampliamente utilizado en la fabricacién de
envases alimentarios, textiles y botellas desechables. Su produccién anual supera los 82
millones de toneladas, lo que lo convierte en uno de los plasticos mas producidos a nivel
global (Geyer et al.,, 2017). La elevada resistencia del PET a la degradacion quimica y
bioldgica ha contribuido a su acumulacion en ecosistemas terrestres y acuaticos, generando
impactos ambientales significativos, como la formacion de microplasticos, la liberacion de
aditivos téxicos y el dafio fisico a los organismos (Jambeck et al., 2015). En condiciones

naturales, el PET puede permanecer intacto durante décadas o incluso siglos, debido a la
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escasa disponibilidad de microorganismos capaces de romper sus enlaces éster, asi como a

la falta de condiciones ambientales propicias para su degradacién (Webb et al., 2013).

Aunque el PET es tedricamente reciclable, las tasas globales de reciclaje siguen
siendo muy bajas. Segun Geyer et al. (2017), menos del 10 % del plastico producido se recicla
y gran parte del PET termina en vertederos o disperso en el medio ambiente. En Estados
Unidos, la tasa de reciclaje de botellas de PET alcanzo el 33 % en 2023, la cifra mas alta
desde 1996. Sin embargo, a nivel global, solo alrededor del 7% del PET es reciclado en un

ciclo cerrado de botella a botella (NAPCOR, 2023).

Ante la creciente acumulacién de residuos plasticos, se han propuesto diversas
estrategias de mitigacion. Entre estas, la biorremediacion se presenta como una opcion
sostenible, al recurrir a microorganismos capaces de degradar compuestos recalcitrantes.
Aunque ampliamente utilizada en el tratamiento de hidrocarburos y metales pesados, la
aplicacion de biorremediacion al plastico plantea mayores desafios debido a la estabilidad

quimica de estos materiales (Montes et al., 2022).

La biodegradacion del PET depende principalmente de la accion de enzimas
microbianas capaces de romper sus enlaces éster, altamente estables. La eficiencia del
proceso esta influida por factores como la disponibilidad de nutrientes, la concentracion de

oxigeno, la temperatura, el pH y la bioaccesibilidad del sustrato (Gadd, 2010).

Un avance notable en este campo fue el aislamiento de Ideonella sakaiensis en 2016,
cerca de una planta de reciclaje de PET en Sakai, Japon. Esta bacteria gramnegativa, aerobia
estricta, con morfologia bacilar, oxidasa y catalasa positiva, pertenece al filo Proteobacteria,
clase Betaproteobacteria, orden Burkholderiales y familia Comamonadaceae. Lo que la
distingue es su capacidad singular para utilizar el PET como fuente exclusiva de carbono y
energia, lo que la convierte en un modelo prometedor para aplicaciones biotecnoldgicas.

13



La degradacion del PET por I. sakaiensis se basa en un sistema enzimatico secuencial
compuesto por dos hidrolasas: PETasa y MHETasa. La PETasa actua sobre la superficie del
polimero, rompiendo los enlaces éster y generando productos intermediarios como MHET
(mono(2-hidroxietil) tereftalato) y, en menor medida, BHET (bis(2-hidroxietil) tereftalato).
Posteriormente, la MHETasa cataliza la hidrélisis de MHET a acido tereftalico (TPA) y
etilenglicol (EG), compuestos que pueden ser metabolizados por la bacteria (Austin et al.,

2018).

Desde el punto de vista estructural, la PETasa presenta un plegamiento tipico a/B-
hidrolasa, similar a la de las cutinasas. Sin embargo, mutaciones especificas en su sitio activo,
como S238F y W159H, amplian el canal de acceso al sustrato y mejoran la interaccién con
superficies hidrofébicas, lo que incrementa su eficiencia en la despolimerizacion, incluso de
PET cristalino. En comparacion, la cutinasa de Thermobifida fusca exhibe una menor
eficiencia debido a un sitio activo mas estrecho y una menor afinidad por superficies plasticas

rigidas (Austin et al., 2018).

En Ideonella sakaiensis, la capacidad de degradar PET esta mediada por los genes
isIA e isIB, que codifican para las enzimas PETasa y MHETasa, respectivamente. Estos genes
no se encuentran organizados en un mismo operdon. El gen islA posee un promotor
independiente cuya expresion es inducida por la presencia de TPA y no esta bajo el control
de la proteina MRP, una proteina represora de la familia Lacl. Por el contrario, isIB se
encuentra integrado en un operon junto a otros genes involucrados en la ruta metabdlica del
TPA y su expresion esta regulada por la MRP. En ausencia de TPA, la MRP se une a laregion
promotora e inhibe la transcripcion de dicho operdn. Sin embargo, cuando el TPA esta
presente, la MRP se disocia, permitiendo la transcripcion de los genes necesarios para el

metabolismo del sustrato. Este sistema de regulacion dual permite a I. sakaiensis modular su
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respuesta genética de manera eficiente, ajustandola a la disponibilidad de PET en el entorno

(Tanaka et al., 2024).

Una vez liberados los productos principales de la degradacion del PET por la PETasa,
el TPA y el EG son transportados activamente al citoplasma mediante transportadores
especificos, posiblemente transportadores del tipo ABC o MFS en el caso del TPA, mientras
que el EG podria ingresar por difusion facilitada (Sadler & Wallace, 2021). Una vez en el
interior celular, el EG se oxida a acetaldehido y posteriormente a acetil-CoA, que se incorpora
al ciclo de Krebs. EI TPA, por su parte, es degradado por una via catabdlica aromatica iniciada
por la tereftalato 1,2-dioxigenasa, cuya accién culmina en la generacion de succinil-CoA vy

acetil-CoA (Knott et al., 2020; Palm et al., 2019).

Segun Yoshida et al. (2016), I. sakaiensis puede degradar laminas de PET con una
eficiencia de hasta 75 % en seis semanas, bajo condiciones controladas a 30 °C.
Mejoramientos genéticos de la PETasa han incrementado su eficiencia catalitica en
aproximadamente un 20 % (Taniguchi et al., 2019). La actividad de estas enzimas depende
de factores como la temperatura (6ptima entre 30 y 37 °C), pH neutro o ligeramente alcalino
(7.0-8.5) y la presencia de nutrientes esenciales. Asimismo, la formacion de biopeliculas

sobre el PET favorece la adhesion y accion enzimatica (Taniguchi et al., 2019).

No obstante, la eficiencia observada en laboratorio no siempre se replica en
condiciones ambientales reales, donde muiltiples factores como fluctuaciones térmicas,
presencia de contaminantes inhibitorios y competencia microbiana pueden limitar la accion
de I. sakaiensis (Danso et al., 2018). Estas limitaciones evidencian la necesidad de evaluar
su comportameinto en ecosistemas naturales y de desarrollar estrategias que optimicen su

aplicacion biotecnolégica como agente de biorremediacion.
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Investigaciones recientes han evidenciado que la combinacion de enzimas hidroliticas,
como las PETasas, con oxidorreductasas tales como las laccasas y peroxidasas, potencia
significativamente la degradacion de polimeros plasticos de alta resistencia, incluidos el PET,
el polietileno (PE) y el poliuretano (PU). Mediante técnicas de ingenieria enzimatica dirigida,
se han obtenido variantes con mayor afinidad por polimeros cristalinos, asi como una mayor
estabilidad catalitica en condiciones industriales. Paralelamente, se han explorado
estrategias sinérgicas basadas en consorcios microbianos, que integran rutas oxidativas y
mecanismos hidroliticos en sistemas acoplados, con el objetivo de lograr una biodegradacién

mas eficiente y completa (Han et al., 2024).

5.2. EVIDENCIAS EXPERIMENTALES DEL POTENCIAL DEGRADADOR DE
IDEONELLA SAKAIENSIS

La capacidad de Ideonella sakaiensis para degradar PET ha sido confirmada en
diversos estudios experimentales realizados en condiciones controladas, lo que la posiciona
como un modelo emergente en el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas para
biorremediacion de plasticos. El estudio pionero de Yoshida et al. (2016) evidencié que esta
bacteria puede degradar hasta un 75 % laminas de PET en seis semanas a 30 °C. La
eficiencia de la degradacion del PET por las enzimas PETasa y MhHETasa de I. sakaiensis
depende de multiples factores fisicoquimicos y fisiolégicos, entre ellos la temperatura, el pH,
la disponibilidad de nutrientes, el tipo y la cristalinidad del sustrato plastico, asi como la
capacidad de la bacteria para adherirse a la superficie del polimero mediante la formacion de

biopeliculas.

Taniguchi et al. (2019) reportaron que las condiciones 6ptimas para la actividad
catalitica de la PETasa y la MHETasa se encuentran entre 30 y 37 °C y un rango de pH de

7.0 a 8.5, lo que asegura la estabilidad estructural y funcional de las enzimas. Ademas, se ha
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evidenciado que exposiciones prolongadas al sustrato incrementan la eficiencia del proceso,

permitiendo una conversion mas completa del polimero en sus monémeros.

La capacidad de /. sakaiensis para formar biopeliculas sobre la superficie del PET
constituye un mecanismo clave para la optimizaciéon de la degradacion, al favorecer una
mayor proximidad entre las enzimas y el sustrato, lo que incrementa la eficiencia de la
hidrélisis (Danso et al., 2018). No obstante, la mayoria de estos hallazgos provienen de
ensayos realizados en condiciones de laboratorio, que difieren significativamente de las
condiciones ambientales reales. En dichos contextos, factores como la presencia de
contaminantes inhibidores, la competencia con otras especies microbianas, la fluctuacién
térmica y las limitaciones en la disponibilidad de oxigeno representan barreras que pueden

reducir sustancialmente la eficacia observada in vitro.

Frente a las limitaciones asociadas a los ambientes no controlados, se han propuesto
diversas estrategias biotecnoldgicas para mejorar el desempeno degradador de /. sakaiensis.
Entre estas se incluyen la ingenieria genética para incrementar la expresion de las enzimas
PETasa y MHETasa, el empleo de tecnologias de encapsulacién celular que preservan la
viabilidad y funcionalidad bacteriana, y el desarrollo de consorcios microbianos sinérgicos, en

los que diferentes especies colaboran en la descomposicién del PET (Montes et al., 2022).

Diversos estudios han demostrado que los consorcios sintéticos que integran a
Ideonella sakaiensis con bacterias como Pseudomonas putida o Comamonas spp. pueden
mejorar significativamente la eficiencia de degradacion del PET. Estas especies colaboran en
la asimilacién de los mondmeros liberados, como el TPA 'y el EG, reduciendo su acumulacién
en el entorno y favoreciendo un reciclaje mas eficiente del carbono. Por ejemplo, cepas de P.
putida modificadas genéticamente han sido disefiadas para expresar PETasa y MHETasa,
junto con rutas catabdlicas especificas para el aprovechamiento del TPA como fuente de
carbono. Ademas, estas bacterias son capaces de formar biopeliculas sobre superficies
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plasticas, lo que incrementa la adherencia al sustrato y acelera su degradacion (Tiso et al.,

2021).

Paralelamente, se han logrado avances sustanciales en la ingenieria estructural de la
PETasa de /. sakaiensis con el objetivo de aumentar su termoestabilidad y eficiencia catalitica
para su uso en entornos industriales. Mediante estrategias como la mutagénesis dirigida, la
evolucién racional y el disefio asistido por computadora, se han generado variantes
mejoradas, tales como la ThermoPETasa, la DuraPETasa y HotPETasa (Tabla 1). Estas
versiones presentan actividad catalitica eficiente en un rango término ampliado (40-70 °C),
superando la limitacion térmica de la enzima silvestre (6ptima a 30 °C) (Liu et al., 2023). Las
mutaciones introducidas en bucles flexibles, regiones superficiales y zonas de interacciéon
interna han incrementado la rigidez estructural de la enzima, mejorandola sin comprometer
su especificidad por los enlaces éster del PET. Asimismo, el uso de herramientas de
prediccion estructural como AlphaFold ha permitido identificar con mayor precisién
mutaciones beneficiosas, lo que ha facilitado el desarrollo de biocatalizadores robustos para
ambientes industriales con alta carga plastica y condiciones fisicoquimicas exigentes (Zhang

et al., 2023).

Hachisuka et al. (2021) desarrollaron una herramienta de edicidén genética basada en
la recombinacion homologa para generar cepas mutantes de /. sakaiensis deficientes en
PETasa y MHETasa. Esta aproximacion permitio validar de forma funcional el papel esencial

de ambas hidrolasas en la degradacién del PET.
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Tabla 1. Caracteristicas de las variantes de la PETasa (elaboracion propia)

Condiciones optimas

Variante enzimatica Tipo de PET % Degradacion / Tiempo Referencia
Temperatura pH
PETasa silvestre (IsPETase) 30°C 7.0-8.5 Semicristalino 75 % en 6 semanas Yoshida et al., 2016
ThermoPETasa 50°C 8.0 Amorfo (baja 90 % en 48 horas Liu et al., 2023
cristalinidad)

DuraPETasa 37-60°C 8.0 Cristalino 60-70 % en 10 dias Liu et al., 2023
FAST-PETasa 40-50°C 8.0 Molido >80 % en 24 horas Liu et al., 2023
KL36F (PETasa—MHETasa fusionadas) 50°C 8.0 Micronizado >83 % en 24 horas Knott et al., 2020
PETasa en P. putida biofilm 30-37°C 7.0-8.0 Amorfo (baja Fragmentacion visible en 72 horas  Tiso et al., 2021

cristalinidad)
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A diferencia de estudios previos que se limitaron a ensayos de crecimiento bacteriano
o de actividad enzimatica in vitro, el empleo de cepas knock-out permitié una evaluaciéon mas
precisa del aporte especifico de cada enzima. Ademas, esta metodologia abre nuevas
posibilidades para el disefio de cepas modificadas genéticamente con mayor eficiencia

degradativa y adaptadas a condiciones ambientales menos favorables.

Comparativamente, aunque [. sakaiensis es uno de los pocos microorganismos
conocidos capaces de utilizar PET como fuente principal de carbono, existen otras enzimas
microbianas con actividad hidrolitica sobre polimeros plasticos. Por ejemplo, las cutinasas de
Thermobifida fusca y las lipasas de hongos filamentosos han mostrado actividad sobre
sustratos plasticos, aunque generalmente presentan menor especificidad y eficiencia
catalitica (Austin et al., 2018). En contraste, la PETasa de I. sakaiensis exhibe una alta
afinidad por PET semicristalino, atribuida a modificaciones estructurales en su sitio activo, lo
que representa una ventaja significativa para su aplicacion en el tratamiento de residuos

plasticos de alta complejidad estructural.

Burgin et al. (2024) realizaron un analisis estructural detallado del mecanismo
catalitico de la PETasa mediante simulaciones computacionales de tipo QM/MM (Quantum
Mechanics/Molecular Mechanics). Los resultados indicaron que la PETasa actia como una
hidrolasa de serina que cataliza la ruptura del PET en dos pasos: una fase de acilacion, en la
que se forma un intermediario covalente, y una fase de desacilacion, que libera el producto
final. La desacilacion fue identificada como la etapa limitante de la reaccién. El proceso
catalitico depende de una triada de residuos clave: Ser160, His237 y Asp206. Ademas, se
determind que la flexibilidad del residuoTrp185 es crucial para la eficacia enzimatica, pues su
restriccion reduce significativamente la actividad de la enzima. Estos hallazgos constituyen
bases estructurales para el disefio racional de variantes enzimaticas con mayor eficiencia en

la degradacion del PET en aplicaciones ambientales o industriales.
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5.3. VIABILIDAD, LIMITACIONES Y DESAFIOS EN LA APLICACION BIOTECNOLOGICA
DE IDEONELLA SAKAIENSIS

El descubrimiento de Ideonella sakaiensis representa un hito en la biotecnologia
ambiental, al evidenciar la capacidad de un microorganismo para biodegradar el PET, uno de
los polimeros sintéticos mas persistentes y ampliamente distribuidos en el medio ambiente.
Sin embargo, su transicion desde condiciones controladas de laboratorio hacia aplicaciones
reales enfrenta multiples desafios de orden técnico, ecolégico, econémico y regulatorio, que
deben ser resueltos para viabilizar su implementacién efectiva y sostenible en escenarios

industriales o ambientales.

Una de las innovaciones mas prometedoras en el campo de la biodegradacion del
PET es la aplicacion de herramientas de edicion genética avanzada, como el sistema
CRISPR-Cas9, en la mejora funcional de /deonella sakaiensis. En este contexto, la estrategia
denominada PlastiCRISPR combina inteligencia artificial con ingenieria genética para
optimizar enzimas clave como la PETasa y la MHETasa, incrementando su eficiencia
catalitica, estabilidad térmica y adaptabilidad a condiciones ambientales variables (Palit et al.,
2025). Esta plataforma permite disefar variantes enzimaticas con propiedades mejoradas y
facilita la personalizacién de cepas bacterianas para aplicaciones especificas, tanto en
entornos contaminados como sistemas industriales. Asimismo, PlastiCRISPR plantea una
solucion biotecnologica de precision frente a las limitaciones actuales asociadas en la
velocidad de degradacion y resistencia estructural del PET, consolidando su potencial en una

estrategia sostenible para el manejo de residuos plasticos.

Sin embargo, la aplicacién de CRISPR en bacterias ambientales como /. sakaiensis
aun presenta limitaciones técnicas significativas. Entre ellos se incluyen la baja eficiencia en
la transformacién genética, la inestabilidad de las modificaciones en ambientes no
controlados y el riesgo de pérdida funcional por mutaciones o silenciamiento génico (Knott et
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al., 2020). Ademas, existen preocupaciones relacionadas con la bioseguridad, como la
posible transferencia horizontal de genes y los impactos ecolégicos derivados de la liberacion
de organismos modificados (Tiso et al., 2021). También es necesario evaluar posibles efectos
metabdlicos no deseados derivados de la modificacion de rutas enzimaticas clave, asi como
establecer marcos regulatorios que garanticen un uso seguro y ético de estas tecnologias

(Liu et al., 2023).

La ingenieria enzimatica dirigida ha permitido mejorar sustancialmente la actividad
catalitica de la PETasa. Por ejemplo, la variante S238F/W159H muestra una eficiencia
hidrolitica superior a la enzima nativa (Brott et al., 2021). Estas versiones optimizadas ya se
estan evaluando en sistemas piloto que simulan condiciones industriales, incluyendo matrices
con plasticos altamente cristalinos. Asimismo, la coexpresion de PETasa con proteinas
hidrofobicas de superficie ha demostrado eficacia en condiciones de biorreactores simulados,
lo que refuerza su aplicabilidad a escala industrial (Cheng et al., 2022). Ademas, el desarrollo
de enzimas alternativas como DuraPETasa y HotPETasa permite comparar atributos clave
como la termoestabilidad, el rango de pH ¢ptimo y la eficiencia catalitica, elementos
esenciales para su implementacion en procesos continuos o semicontinuos de reciclaje

enzimatico.

Una de las principales imitaciones técnicas es la baja eficiencia de las enzimas
PETasa y MHETasa frente a PET altamente cristalino, como el utilizado en envases y
botellas. Esta resistencia estructural obliga a realizar pretratamientos fisicos o térmicos para
reducir la cristalinidad del polimero y mejorar su accesibilidad enzimatica. Sin embargo, estos
pasos adicionales incrementan los costos de procesamiento y complejizan la implementacién

a escala industrial (Ronkay et al., 2020; Sevilla et al., 2023).

Se ha determinado que la PETasa de [. sakaiensis presenta una eficiencia hasta 30
veces menor sobre PET cristalino que sobre el PET amorfo, lo que limita su aplicacion directa
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en residuos postconsumo (Burgin et al.,, 2024). Para enfrentar este problema, se han
propuesto estrategias como la ingenieria dirigida para mejorar la afinidad de la PETasa por
regiones cristalinas, la combinacion con enzimas auxiliares como laccasas u
oxidorreductasas, y la implementacion de consorcios microbianos sinérgicos que degraden
PET mediante rutas enzimaticas complementarias (Temporiti et al., 2022). En particular,
enfoques que integran evolucion dirigida, redisefio de enzimas auxiliares como
monooxigenasas, y construccion de consorcios con herramientas de biologia sintética,
ofrecen una via prometedora para superar la resistencia del PET cristalino sin necesidad de

pretratamientos costosos (Wongsatit et al., 2024).

Ademas, la produccién masiva de enzimas PETasa y MHETasa enfrenta desafios en
términos de escalabilidad, estabilidad y costos. La implementacion eficiente de estos
procesos requiere condiciones Optimas de operacion, incluyendo control riguroso del pH,
temperatura y concentracion enzimatica. La viabilidad industrial de esta estrategia depende
de la optimizacion de estos factores y de la reduccion significativa de los costos asociados a
la produccion enzimatica (Sevilla et al., 2023). Avances recientes han demostrado que el uso
de sistemas de expresién heterdloga como Pichia pastoris permite producir PETasa en
mayores cantidades y con modificaciones postraduccionales beneficiosas, como la
glicosilacion, que mejoran su termoestabilidad y actividad catalitica. De hecho, versiones
parcialmente desglucosiladas de la PETasa expresadas en P. pastoris han demostrado una
eficiencia optima a 50 °C, logrando la degradacion completa de fragmentos de PET en 2-3

dias, sin necesidad de pretratamientos adicionales (Deng et al., 2023).

Finalmente, la edicion genética de microorganismos como /. sakaiensis plantea
importantes interrogantes regulatorios y bioéticos que deben resolverse antes de su liberacion
en el ambiente o su aplicacion a gran escala. Entre las principales preocupaciones se
encuentra el riesgo de transferencia horizontal de genes a microorganismos nativos, lo que
podria alterar el equilibrio microbiano de los ecosistemas. Por tanto, es necesario establecer
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marcos regulatorios armonizados a nivel internacional, respaldados por estudios de impacto
ambiental y protocolos de bioseguridad que garanticen un uso controlable, trazable vy

éticamente responsable de los organismos genéticamente modificados.
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6. CONCLUSIONES

1. Ideonella sakaiensis representa un avance significativo en la busqueda de soluciones
biotecnoldgicas frente a la contaminacién por PET, al ser una de las pocas bacterias

conocidas capaces de utilizar este polimero como fuente exclusiva de carbono y energia.

2. Las enzimas PETasa y MHETasa, producidas por /. sakaiensis, catalizan la
descomposicién del PET en sus mondmeros constituyentes: acido tereftalico y etilenglicol,
proceso cuya eficiencia depende de condiciones fisicoquimicas como temperatura, pH, grado

de cristalinidad del sustrato y disponibilidad de oxigeno.

3. La eficiencia de /. sakaiensis sobre PET altamente cristalino es limitada, lo que reduce

su aplicabilidad directa en residuos postconsumo sin pretratamientos adicionales.

4. El desarrollo de variantes enzimaticas termoestables y la aplicacion de plataformas
como PlastiCRISPR han permitido mejorar la eficiencia catalitica y ampliar las posibilidades

de uso industrial de esta bacteria.

5. La combinacién de [ sakaiensis con otros microorganismos en Cconsorcios
microbianos sinérgicos y su integracidon en sistemas de co-metabolismo representan

estrategias viables para optimizar la biodegradacion del PET.

6. La produccion y aplicacion de enzimas degradadoras a gran escala enfrentan desafios
técnicos y econdmicos, aunque el uso de sistemas de expresién heteréloga ha mostrado

resultados prometedores en condiciones controladas.

7. La liberacion ambiental de cepas modificadas exige un marco regulatorio claro y

estudios de impacto que garanticen la bioseguridad y el uso responsable de esta tecnologia,
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como para consolidar a /. sakaiensis como un agente clave en estrategias de economia

circular y gestion sostenible de residuos plasticos.
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7. RECOMENDACIONES

1. Fomentar investigaciones aplicadas que evalien el desempefio de Ideonella
sakaiensis en condiciones reales, tanto en ecosistemas naturales como en entornos

industriales, para validar su eficacia fuera del laboratorio.

2. Impulsar el desarrollo de cepas genéticamente modificadas con mayor eficiencia y

adaptabilidad ambientales, mediante herramientas como CRISPR-Cas9 y evolucion dirigida.

3. Establecer marcos regulatorios y de bioseguridad que contemplen la evaluacion ética
y ambiental del uso de organismos modificados, garantizando su trazabilidad, contencion y

minimizando riesgos ecoldgicos.

4. Ampliar estudios sobre sinergias microbianas para disefiar consorcios que incluyan /.
sakaiensis y otras especies como Pseudomonas putida o Comamonas spp., optimizando

rutas metabdlicas y reduciendo la acumulacion de subproductos como el TPA y el EG.

5. Promover el escalamiento industrial de tecnologias basadas en [I. sakaiensis en
sistemas biotecnolégicos integrados que combinen ingenieria enzimatica, encapsulacion
celular y control de parametros fisicoquimicos, priorizando la eficiencia operativa, la

sostenibilidad del proceso y su viabilidad econémica a largo plazo.
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