UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara

VICTOR HUGO DE OLIVEIRA CAVALCANTI

Estudo da degradacgao de PET (polietileno tereftalato) via catalise enzimatica

Araraquara
2024



VICTOR HUGO DE OLIVEIRA CAVALCANTI

Estudo da degradacao de PET (polietileno tereftalato) via catalise enzimatica

Dissertagdo apresentada a Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituto de
Quimica, Araraquara, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica.

Area de Concentragdo: Quimica Organica

Orientador(a): Profa. Dra. Cintia Duarte de
Freitas Milagre

Araraquara
2024



Cavalcanti, Victor Hugo de Oliveira

C376e Estudo da degradacéo de PET (polietileno tereftalato) via catalise
enzimatica / Victor Hugo de Oliveira Cavalcanti. -- Araraquara, 2024
84 p. il

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Instituto de Quimica, Araraquara
Orientadora: Cintia Duarte de Freitas Milagre

1. Plasticos. 2. Biodegradacéao. 3. Biocatalise. 4. Quimica Verde. 5.
Enzimas. I. Titulo.

Sistema de geracédo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Mediante a emergéncia da necessidade de reduzir os danos gerados pela ma gestao
dos plasticos no meio ambiente, este trabalho teve como proposta estudar, alinhando-
se aos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel de 2030, a reciclagem do PET via

biocatalise como estratégia para o fechamento do ciclo da economia circular do PET.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

In view of the emerging need to reduce problems caused by the inadequate plastic
waste management in the environment, this work focuses on the study, in alignment
with the 2030 Sustainable Development Goals, of PET recycling through biocatalysis,

as strategy for closing the circular economy cycle of PET.
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RESUMO

Os plasticos estao totalmente atrelados ao nosso cotidiano em razao da sua
massiva expansao na metade do século XX. Esse processo ocorreu devido as suas
caracteristicas como baixo custo, leveza, transparéncia, estabilidade e maleabilidade,
os tornando desejaveis para diversas aplicagdes. No entanto, sua alta resisténcia a
degradacao na natureza e sua produgado continua, equivalente a 400 milhdes de
toneladas ao ano, fazem com que o acumulo de seus residuos sejam prejudiciais ao
meio ambiente. No que diz respeito aos plasticos a base de polietileno tereftalato
(PET), os gerenciamentos de seus residuos mais utilizados sao aterros sanitarios,
incineracgao e reciclagem, mas esses nao sao recomendaveis, pelos gastos atrelados,
impacto ambiental gerado e baixa qualidade de PET reciclado. Destes métodos, a
reciclagem via biocatalise € considerada promissora do ponto de vista ambiental e
econdmico. Este método pode ser realizado pelas enzimas degradadoras de PET, que
catalisam a hidrolise de ésteres. Entretanto, este método necessita de mais estudos
para aumentar sua eficiéncia e, consequentemente, substituir os processos de
reciclagens existentes. A vista disso, este trabalho teve como objetivo: produzir
enzimas para o estudo de um processo biocatalitico para degradagao de PET. O
substrato, filme de PET amorfo, foi adquirido comercialmente, com as principais
propriedades determinadas por DSC, sendo 1,11 % cristalino e com temperatura de
transicao vitrea de 72,62 °C. As enzimas utilizadas foram variantes da cutinase Leaf-
Branch Compost Cutinase (LCC): ssLCC, LCC-F243T; LCC-H218SF243T, ssLCC-
H218SF243T, em extratos enzimaticos brutos e purificados, das quais foram
produzidas e estudadas quanto sua atividade enzimatica com o monémero do PET,
bis(2-hidroxietil) tereftalato, e sua capacidade de degradagdo do substrato PET. O
melhor resultado obtido foi utilizando a variante enzimatica LCC-F243T purificada a
55°C, possibilitando realizar comparagdées com a literatura quanto a biodegradagao
do PET, e quantificar seus produtos por HPLC. Como conclusao, foi possivel observar
a degradacgao de 74% do PET amorfo em 90 horas de reagdao em condi¢cdes brandas,
tendo énfase no estudo da formacao dos seus produtos que apresentou seletividade
para a formacao de TPA.

Palavras-chave; plasticos; biodegradacdo de PET, biocatalise; quimica verde;

cutinases.



ABSTRACT

Plastics are totally integrated in our daily lives because of their massive
expansion mid-20th century. This process occurred due to characteristics such as low
cost, lightness, transparency, stability and malleability, making them desirable in
various applications. However, their high resistance to degradation in nature and their
continuous production, amounting to 400 million tons a year, cause an accumulation
of residues which is harmful for the environment. Regarding polyethylene-
terephthalate-based plastics (PET), the most employed waste management methods
are landfills, incineration and recycling, which are not commendable considering costs,
environmental impact and low quality of the recycled PET. Of those methods, recycling
through biocatalysis is considered to be promising from the environmental and
economical point of view. This method can be carried out through PET-degrading
enzymes, which catalyze the hydrolysis of esters. This method, however, requires
further study to increase its efficiency and, consequently, replace existing recycling
processes. In light of this, the aim of this work is to produce enzymes for studying a
biocatalytic process for PET degradation. The substrate, an amorphous PET film, was
commercially obtained, its main properties determined by DSC, displaying 1,11%
crystallinity and a glass transition temperature of 72.62 °C. The enzymes utilized were
variants of Leaf-Branch Compost Cutinase (LCC): ssLCC, LCC-F243T;, LCC-
H218SF243T, ssLCC-H218SF243T, in a brute and purified enzyme extracts, having
been produced and studied their enzymatic activity with the PET monomer Bis(2-
Hydroxyethyl) terephthalate, and their ability to degrade the PET-substrate. The best
result was achieved with the LCC-F243T enzyme purified at 55°C, allowing
comparisons with the literature on PET biodegradation and quantification of its
products through HPCL. In conclusion, it was possible to observe the degradation of
74% of the amorphous PET in a 90-hour reaction under mild conditions, in which the
enzyme showed selectivity for TPA conversion, showcased through the monitoring
method developed through HPLC.

Key words: plastics; PET biodegradation; biocatalysis; green chemistry; cutinases.
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1. INTRODUGAO

1.1. Plasticos

Os polimeros — macromoléculas formadas por ligagdes covalentes entre
unidades quimicas regularmente repetidas ao longa de sua cadeia — sdo usados,
atualmente, em quase todas as diversas areas do cotidiano. Em especifico os
termoplasticos — polimeros que necessitam de calor para torna-los moldaveis —,
comumente chamados de plasticos, tém destaque quanto a sua utilizagdo (Mano e
Mendes, 1999).

Desde a sua primeira sintese em 1862 por Alexander Parkes, e com sua
concretizacdo no mercado, no setor de alimentos e bebidas na década de 1950, os
plasticos se tornaram commodities devido a suas caracteristicas de baixo custo,
leveza, transparéncia, estabilidade a estresse térmico, quimico e mecanico e de sua
maleabilidade (Millican e Agarwal, 2021).

A utilizagao dos plasticos permitiu o desenvolvimento de diversas pesquisas
e tecnologias das quais a sociedade se encontra dependente, como na
microeletrénica, segurancga alimentar e hidrica, saude e seguranca da populagao.
Esse material pode ser diretamente aplicado aos setores de construgao, elétrica,
aplicagdes eletronicas e de transporte, pois oferece versatilidade e reducgdes
econdmicas quando comparado com outros tipos de materiais (Klemes, Fan e Jiang,
2020).

Durante a pandemia do COVID-19 o plastico foi um aliado importante para a
diminuicdo dos casos e para o tratamento da doenca, através do uso de mascaras
descartaveis, protetor facial, luvas, embalagens de produtos, sacolas, seringas,
autotestes e outros objetos (Yuan et al, 2021). Ainda que tenha sido util no contexto
pandémico, esse uso exacerbado foi nocivo, devido ao aumento significativo do valor
de produgéo de plasticos, se tornando um ponto fora da curva e totalmente prejudicial
quando observado na perspectiva de residuos gerados neste mesmo intervalo de
tempo (Rai et al., 2023).

Deve-se destacar que o plastico devido as suas propriedades citadas
anteriormente é altamente resistente a decomposicdo e na natureza leva cerca de
1000 anos para ser degradado, o que permite altos niveis de acumulagédo quando

comparado a outros residuos (Ritchie e Roser, 2018). Este acumulo também esta



18

associado ao uso deste material de forma indiscriminada e da sua continua producéo,
juntamente com sua ma gestdo de descarte no meio ambiente, gerando diversos

riscos para Os Seres Vivos.

1.1.1. Producgéo e gestao dos plasticos

Em relagéo a produgéo, cerca de 9,2 bilhdes de toneladas de plasticos foram
produzidas entre 1950 e 2017, o que representa uma meédia de 400 milhdes de
toneladas por ano, com estimativa de aumento nessa produgéo para 2030, atingindo
550 milhdes de toneladas (Atlas do plastico, 2021).

Como abordado anteriormente, durante a pandemia do COVID-19, a
producdo de plasticos foi intensificada mediante as necessidades da saude e
seguranga da populacdo. Somente durante os primeiros 7 meses de pandemia foi
registrada uma produc&o equivalente a 530 milhdes de toneladas, tornando-se um
ponto fora da curva das proje¢des de produgao de plastico, quando comparado com
o cenario previsto para 2030 (Rai et al., 2023).

Considerando os paises que produziram lixo plastico em 2019 (Figura 1), o
Brasil se encontra em 4° lugar com 11,3 milhdes de toneladas descartadas ao ano
(Atlas do plastico, 2021; Kaza et al., 2018).

Figura 1 — Maiores produtores de residuos plasticos do mundo em 2019.
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Fonte: Adaptado FAPESP. Disponivel em https://revistapesquisa.fapesp.br/planeta-plastico/
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De acordo com o estudo estatistico sobre poluicdo plastica de Geyer et al.
(2017), em relagao aos valores totais de plastico produzido no mundo, somente 9%
foi reciclado. Analisando as formas atuais de produgéo e procedimentos de gestédo de
residuo em uma projegao para 2050 (Figura 2) nota-se uma producgédo total de 34
bilhdes de toneladas de plasticos primarios, fibras e aditivos, enquanto para residuos
espera-se 12 bilhdes de toneladas descartados em aterros sanitarios/meio ambiente,
além de um aumento, significativamente baixo, da reciclagem para 26% em relagéo

ao valor estimado da produgao.

Figura 2 — Projecao da produgéao de plasticos para 2050.
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Fonte: Traduzido de Geyer et al (2017).

Em relacdo aos diversos destinos dos residuos plasticos, de acordo com o
relatorio do Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) realizado
em 2021, os plasticos representam 85% dos residuos que chegam aos oceanos e
espera-se que a poluigao plastica neste meio dobre até 2040 (UNEP, 2021). Sendo os
oceanos responsaveis pela absor¢gdo de um quarto das emissdes antropogénicas dos
gases de efeito estufa, a interferéncia de microplasticos no bombeamento biolégico
de carbono reduz a absorcdo de didéxido de carbono e fixacdo do carbono pelos
fitoplanctons, que por sua vez reduzem o transporte do carbono na cadeia alimentar

dos zooplanctons (Atlas do plastico, 2021; Araujo et al.,2020).
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Esta ma gestdo de plasticos gerando acumulo afeta o comportamento do
ecossistema, prejudicando as formas de vida existentes. A ingestao de plasticos,
microplasticos e constituintes toxicos liberados durante sua decomposicao parcial por
animais, provoca alteragées em suas atividades fisiolégicas e em alguns casos a
mortalidade por bloqueios em seus sistemas digestivo e respiratorio (Araujo et
al.,2020).

1.1.2. Tipos de plasticos

Além de se diferenciarem pela sua composicao e estrutura, os plasticos
podem ser classificados quanto a sua origem e biodegradabilidade. Estima-se que
90% dos plasticos sao derivados de petroleo e ndo sdo biodegradaveis, sendo estes
o polietileno tereftalato (PET ou PETE), polietiieno de alta densidade (PEAD),
policloreto de vinila (PVC), polietileno de baixa densidade (PEBD), polipropileno (PP),
poliestireno (PS) entre outros (Klemes, Fan e Jiang, 2020).

Dentre os demais plasticos sdo possiveis citar os plasticos derivados de
petréleo com aditivo biodegradavel para facilitar a degradacado deste material e por
fim, os bioplasticos que sédo biodegradaveis como por exemplo o acido polilatico (PLA)
e polihidroxialcanoatos (PHA) (Klemes, Fan e Jiang, 2020).

Produtos comercializados a base de termoplasticos sao divididos pelo codigo
de identificacdo de resina (RIC), criado pela de Sociedade Industrial de Plasticos em
1988, estando atualmente sob controle da Sociedade Americana de Testes e Materiais
(ASTM). Este sistema de identificagao, que auxilia a reciclagem, € composto por um
cédigo de 1 a 7 (Figura 3), sendo os numeros de 1 a 6 atribuidos aos plasticos mais
utilizados como material principal do produto analisado, e o 7 para todos os outros
polimeros ou misturas (ASTM, 2020). De acordo com a norma ASTM D7611/D7611M-
21, para conter o codigo RIC o material plastico deve ser composto majoritariamente
pelo seu polimero, podendo conter até 10% de outros polimeros. (Lopes, 2024).

Além disso, na figura vé-se a producédo e lixo gerados em milhdes de
toneladas no ano de 2015 assim como os produtos mais comuns para cada tipo de
resina (Atlas do plastico, 2021).



Figura 3 — Tipo de plasticos pela identificacdo RIC em relagao a producao/lixo gerado 2015
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1.2. Polietileno tereftalato (PET)

Dentre os diversos produtos plasticos, destacam-se nesta pesquisa os
plasticos a base de polietileno tereftalato (PET) — resina semicristalina com estrutura
de poliésteres heterogéneos aromaticos, incolor, higroscépica e resistente a
desgastes e tragcbes — sintetizado através da policondensagdo (Esquema 1) dos
mondmeros acido tereftalico (TPA) e etilenoglicol (EG) ou pela transesterificagcado do
dimetil tereftalato (DMT) com EG (Koshti, Mheta e Samarth, 2018). Tais reagentes s&o
oriundos de produtos do petroleo, material ndo renovavel, mais especifico, do etileno
e do para-xileno, que passam por uma série de processos oxidativos e de purificagao

para chegar aos reagentes precursores do PET.

Esquema 1 — Rotas de reagdes de obtencado de PET a partir de TPA, EG e DMT.
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Devido a sua estrutura e suas propriedades, o PET é amplamente utilizado
nas industrias de fibras téxteis, embalagens por inje¢ao a sopro, flmes biorientados e
polimeros de engenharia. No Brasil, esta aplicagdo iniciou-se no segmento téxtil,
porém atualmente o maior uso deste material se encontra em embalagem para

bebidas carbonatadas e agua (Paoli, Spinacé e Romao, 2009).

1.2.1. Destinos do PET

Sendo responsavel por cerca de 32 milhées de toneladas de residuos da
producao total em 2015, somente 28,4% do PET é reciclado em fibras, chapas, filmes
e garrafas, e o restante é descartado, sendo destinado para aterros sanitarios ou
levado para incineragao (Taniguchi et al., 2019).

O PET destinado a aterros sanitarios continua contribuindo para a poluigao no
meio ambiente, pois sua interagdo com os demais residuos, devido as suas
propriedades hidrofdbicas, permite a adsor¢cdo de poluentes em sua estrutura, como
elementos potencialmente toxicos e POPs (Poluentes organicos persistentes), sendo
inseridos na cadeia alimentar quando ingeridos pelos animais (Araujo et al.,2020).
Além disso devido a sua principal forma de utilizagao ser como garrafa, nota-se que a
porcentagem de plasticos, em volume, € maior em relagdo a sua massa sendo uma
problematica quanto a ocupacgao de espaco (Benyathiar et al., 2022).

No caso de o destino ser a incineracéo, € evitada a utilizacdo dos espacos
dos aterros sanitarios, e ainda é possivel gerar energia mediante sua combustdo. No
entanto o plastico € um problema climatico, sendo responsavel pela produgao de 1,7
bilhdes de toneladas de gas carbbnico equivalente (GtCO2e), 11% relativo ao PET, e
estudos estimam para 2050 um aumento nas emissdes equivalentes a 15% do
orcamento global de carbono para que a Terra permaneca abaixo de 1,5 graus
(Cabernard et al., 2022; UNEP, 2021).

Ambos os métodos citados geram e dependem de condi¢des inviaveis ao
meio ambiente e a economia da populacdo, como, por exemplo, a necessidade de
espaco e alto custo — no caso dos aterros — e emissdo de gases toxicos e cinzas — no
caso das incineragoes. Desta forma, um dos destinos que pode substituir os anteriores

€ a reciclagem deste material.
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1.2.1.1. Reciclagem do PET

A reciclagem € considerada a melhor forma de gestdo do PET, e, dentre as
metodologias existentes as mais utilizadas s&o: a reciclagem mecanica — composta
pelas etapas de triagem, lavagem, moagem e repassagem na extrusora para a
formagao de novas mercadorias a base de PET; a reciclagem quimica — degradagao
do PET em suas formas monoméricas, oligoméricas e outras formas envolvendo
reagentes e/ou condigbes drasticas; e a reciclagem biolégica — degradacédo do PET
via enzimatica em suas formas monomeéricas e oligoméricas (Koshti, Mheta e Samarth,
2018; Khairul Anuar et al., 2022)

A reciclagem mecénica ainda se divide em mais duas etapas, além das
descritas no paragrafo anterior, sendo relativas a origem do residuo, denominadas de
reciclagem primaria ou re-extrusdo — a qual reutiliza os plasticos rejeitados do
processo de producao, por apresentarem qualidades inferiores, sendo entao triturados
e adicionados novamente na formulacdo do plastico virgem —, e a reciclagem
secundaria — em que o foco se da no plastico pés-consumo (PCR, do inglés “Post-
consumer recycled”). Apos sua extrusdo, o PET, apesar de manter sua natureza
quimica, tem a massa molecular de sua cadeia reduzida devido a sua propriedade
hidroscépica que permite a ocorréncia de hidrélise, sendo assim, é necessaria a
adicdo de mais um procedimento denominado de polimerizagdo no estado sélido
(SSP, do inglés “solid state polymerization”) para a retirada dos produtos indesejaveis
(Koshti, Mheta e Samarth, 2018).

Vale ressaltar que o PET PCR deve passar por processos de analises quanto
ao teor de componentes organicos volateis retirados pelo SSP e de subprodutos como
0 benzeno e o limoneno. O benzeno advém da degradacdo do PVC, devido a
ineficiéncia da separacao do PET/PVC durante a reciclagem, enquanto o limoneno
residual se origina do contato prolongado com refrigerantes ou sucos de frutas
(Benyathiar et al., 2022). No Brasil, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — Anvisa, desde 2020 a porcentagem permitida de PET PCR adicionado em
embalagens de PET virgem é de no maximo 30%.

No caso da reciclagem quimica (Figura 4), esta pode ocorrer via metandlise,
glicolise, hidrélise, amondlise e amindlise, as quais serdo abordadas ao longo deste
topico de forma sucinta acerca de seus métodos, alternativas e eficiéncia/rendimento

de acordo com os estudos de Benyathiar et al., 2022, e de Ghosal e Nayak, 2022.
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Figura 4 — Tipos de reciclagem quimica do PET
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A despolimerizagédo do PET via metandlise ocorre pela adigdo de metanol sob
temperaturas proximas a 300°C sob pressao entre 1 e 4 MPa, formando os produtos
dimetil tereftalato (DMT) e etilenoglicol (EG), podendo ser realizada posteriormente
uma transesterificagdo para obtengéo do bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) ou uma
hidrélise do DMT para obtengédo do TPA e EG. Esta via apresenta uma eficiéncia >99%
sem a presenca de catalisadores. Porém, em presenca de catalisadores como acetato
de zinco, magnésio ou cobalto e didéxido de chumbo, a eficiéncia relatada maxima é
de 98%, com ganho em termos de reducao da temperatura e pressao do processo.

A glicdlise é considerada como o método de reciclagem mais econdmico e
viavel de ser realizado. Neste processo, o etilenoglicol em excesso participa de uma
transesterificagcao direta formando o BHET, sob pressao atmosférica e temperatura
entre 180-240°C, porém é necessaria a utilizacao de catalisadores para contornar os
problemas de cinética lenta e rendimentos moderados. Os procedimentos mais
comuns sao: (1) Glicdlise catalisada: procedimento com utilizagdo de metais (Zn, Mn,
Co, Cu, Ni, Ti) em forma de sais, clusters e 6xidos na escala nanométrica, com
rendimentos maximos relatados de 60-90% ou com a utilizagdo de liquidos ibnicos

apresentando rendimento relatado de 100%; (2) Glicdlise assistida por solvente: a
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utilizagdo de solvente organico como o xileno aumenta a miscibilidade do PET no
procedimento, apresentando rendimento maximo relatado de 80%; (3) Glicdlise
assistida por micro-ondas: utilizagcdo de radiagdes como fonte de energia externa
diminuindo o tempo do processo, sendo relatado seu uso com rendimento, somente
em glicolises catalisada apresentando valores de até 100%; (4) Glicélise supercritica:
método utilizando condi¢des reacionais supercriticas do EG ocorrendo a 450°C, 15
Mpa e sem a utilizagdo de catalisadores, apresentando rendimento maximo relatado
de 93,5%.

A despolimerizagao via hidrolise € uma das rotas mais conhecidas, porém nao
utilizada com frequéncia devido a necessidade de purificagdo dos produtos obtidos e
do valor do processo. Esta rota pode ocorrer em trés condicdes: (1) Acida: ocorrendo
em temperaturas de 60-90°C com concentracdo em massa do acido de no maximo
90%, sendo o acido sulfurico mais utilizado, obtendo como produtos o TPA e EG; (2)
Basica: ocorrendo sob 1 a 2 MPa e em temperaturas préximas de 250°C com
concentracbes em massa da base de 4 a 20%, formando EG e o sal tereftalato
dissddico, podendo ser tratado posteriormente com acido sulfurico para formagao de
TPA, outra alternativa dentro deste método € a utilizagdo de solugdo aquosa de
amonia; (3) Neutra: ocorre em temperaturas de 200 a 300°C, sob 1 a 4 MPa de
pressao e utilizando vapor de agua para a formagao de TPA e EG com rendimentos
maximos relatados de 90% de TPA e 60% de EG.

Amonodlise, € a menos utilizada dentre as demais, ocorre pela reacéo entre a
amoOnia anidra liquida e PET formando tereftalamida e EG, com temperatura entre 70
e 180°C sob pressdo em torno de 2 MPa com ou sem a utilizagao de catalisadores no
processo, apresentando rendimentos relatados maiores de 87%.

A despolimerizagdo do PET via amindlise, mais utilizada para obtencéo de
fiboras de PET, ocorre em solugdo aquosa contendo amina em excesso como
etilenodiamina, etanolamina, morfolina etc., em temperaturas de 20 a 100°C, com ou
sem presenga de catalisador ou assisténcia por solvente ou por micro-ondas,
formando os produtos bis(2-hidroxietil) tereftalatoamida (BHETA) e EG, sendo
relatados rendimentos de até 90%.

Entretanto, a utilizagado dos métodos supracitados ainda esta fora do ideal,
uma vez que os produtos formados pela reciclagem do PET via mecanica sao de baixa
qualidade devido aos processos a que sdo submetidos. Quanto a via quimica, nao

sao métodos economicamente e ecologicamente adequados devido a utilizagao
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excessiva de reagentes quimicos, sendo alguns destes toxicos e/ou agressivos ao
meio ambiente e pela liberagdo de poluentes e subprodutos indesejaveis (Khairul
Anuar et al., 2022)

1.2.1.2. Reciclagem enzimatica do PET

Por fim, dos métodos de reciclagem, um dos que apresenta uma estratégia
promissora, eficiente e ecologicamente adequada € a reciclagem via biocatalise,
denominada de reciclagem bioldgica, e que pode ser definida como a utilizagao de
componentes biologicamente ativos — enzimas — para catalisar transformagdes dos
substratos de interesse (Tournier et al., 2023).

Este tipo de processo é atrativo do ponto de vista ambiental e econémico pois
as condi¢cbes em que ocorre a catalise sdo adaptaveis e as enzimas sao matérias-
primas vindas de fontes renovaveis, sao atoxicas e biodegradaveis. Além disso, as
enzimas podem catalisar as reagdes de forma potencialmente regio-, quimio- e
estereosseletivas, em condigdes brandas de temperatura e pressao tornando,
portanto, a reciclagem do PET viavel para a recuperagdo de seus constituintes.
Ademais, os produtos formados por esse método possuem as mesmas caracteristicas
do PET virgem (Tournier et al., 2023; Khairul Anuar et al., 2022).

Apesar de oferecer uma rota mais verde quanto as condi¢cdes reacionais e
gasto energético, além de ser vantajoso no que tange a pureza dos produtos obtidos,
esta via apresenta baixa produgao em relagdo a quantidade de PET residual, devido
a alguns fatores, tais quais: o niumero de enzimas identificadas para esse processo e
0 seu acesso ainda € limitado; e a necessidade de mais estudos para sua otimizacéo,
sendo atualmente limitantes para a aplicacdo como uUnica forma de resolugao do
problema ambiental gerado pelo acumulo de PET (Khairul Anuar et al., 2022). Desta
forma, este trabalho tem como destaque o estudo desta via, sendo nos proximos

tépicos aprofundados os conceitos da degradagao do PET por enzimas.
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1.3. Processo enzimatico

Os processos de biodegradacao na natureza devem-se aos micro-organismos
presentes no meio e, consequentemente, as suas enzimas. O PET era, desde sua
primeira sintese, considerado como nao biodegradavel, até que cientistas observaram
que certos micro-organismos desenvolveram vias bioquimicas que produziam
enzimas que conseguiam se encaixar e decompor o PET, sendo a primeira realizada
por uma cutinase de uma actinobactéria, Thermobifida fusca, apresentando
despolimerizagdo de 50% apdés 3 semanas com PET pds consumo de baixa
orientagdo como substrato (Muller et al., 2005).

Ao longo das ultimas duas décadas, diversas enzimas foram relatadas para a
despolimeriza¢ao do PET, podendo ser citadas as esterases (EC 3.1.1.1 e EC 3.1.1.2),
lipases (EC 3.1.1.3), cutinases (EC 3.1.1.74) e as PETases (EC 3.1.1.101). O niumero
EC acompanhado as enzimas supracitadas sao as classificagcbes de acordo com o
Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(NC-IUBMB). As enzimas denominadas de PET hidrolases pertencem a um grupo
contido nas hidrolases de ésteres carboxilicos pela classificagao EC 3.1.1.x. (Tournier,
Duquesne e Guillamot et al, 2023; Khairul Anuar et al., 2022).

Para que uma enzima seja considerada uma hidrolase de PET, ela precisa
apresentar uma termoestabilidade maior que 65°C e um sitio ativo capaz de acomodar
mais de um mondmero do PET. Estes dois parametros foram decididos para que haja
diferenciagao entre as enzimas existentes e as enzimas modificadoras de superficie
de PET (Buchholz et al., 2022).

Além disso, se faz necessario o entendimento dos parametros aos quais as
enzimas estdo submetidas em relagao ao substrato, sendo estes a cristalinidade e a
temperatura de transicado vitrea, que podem ser tratados como fatores limitantes
quanto aos avangos da degradagao (Thomsen, Hunt e Meyer, 2022).

No caso da cristalinidade, o PET é uma resina semicristalina (Figura 5) que
quando submetida ao processo biocatalitico apresenta uma relacdo direta de sua
cristalinidade em relagdo as interagdes enzima-substrato. A maioria dos relatos na
literatura reporta esta observacdo como um fator negativo. Ja a temperatura de
transigao vitrea, fendbmeno de relaxagao/mobilidade da molécula, no caso do PET (70-
80 °C) é um divisor em relagao a termoestabilidade da enzima (Thomsen, Hunt e

Meyer, 2022; Tournier, Duquesne e Guillamot et al, 2023).
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Figura 5 — Resinas Semicristalinas
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Fonte: Adaptacdo de BOYER (1975)

Atualmente os estudos deste processo tém sido direcionados para substratos
amorfos ou de baixa cristalinidade e com procedimentos com temperaturas proximas
a de transig¢ao vitrea (Tg) do PET, conforme apresentado na Tabela 1. Desta forma,
os estudos desse processo sdo cruciais devido ao grande potencial que estas
enzimas, PET hidrolases e seus derivados mutantes, apresentam para degradacgéo

de PET em escala industrial (Thomsen, Hunt e Meyer, 2022).

Tabela 1 — PETases e mutantes promissoras e seus estudos

Enzima Condigoes Referéncia
IsPETase Filme Xc¢ 1,9%; 30°C Yoshida et al., 2016
LCC-G Filme Xc 7%; 75°C Shirke et al., 2018
HotPETase Filme amorfo, P X: 29,8%, garrafas X. 39,9%; 60°C Bell et al., 2022
DuraPETase Filme X; 30%; 37°C Yinglu et al., 2021
FastPETase Filme X¢ 1,2-6,2% e garrafas X¢ < 33,8%; 50°C Lu et al., 2022
TS-PETase Filme amorfo; 58°C Zhong et al., 2021
ALCC Filme amorfo e micro PET X. 40%; 55 — 72°C Pirillo et al., 2023

Fonte: Préprio autor

1.3.1. Hidrolases de PET

As PET hidrolases contidas na classificacao EC 3.1.1.101 sao denominadas
de PETases, as quais sao capazes de catalisar as reacdes de hidrélise e a sua reagao
inversa, as transesterificacbes. No caso das reacdes de hidrdlise do PET, estas

enzimas realizam a clivagem nos grupos funcionais ésteres formando os
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intermediarios da degradagdo, bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) e mono(2-
hidroxietil) tereftalato (MHET), além dos mondémeros TPA e EG, sendo estes trés
ultimos de maior acumulo durante o processo de degradacgéo do PET (Esquema 2)
(Hayes e Luk, 2023).

Esquema 2 — Produtos da degradacao do PET por biocatalise
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Fonte: Adaptagéo de Hayes e Luk, 2023

A IsPETase é uma enzima recém-descoberta, produzida pelo micro-
organismo Ideonella sakaiensis a qual utiliza o PET como fonte de carbono e energia
em seu metabolismo. Com os estudos acerca de sua estrutura, esta enzima foi
responsavel pela formulacao da categoria das PETases, que tem como diferenca em
relagao a outras hidrolases que utilizam PET como substrato, o tamanho e localizacao
da sua cavidade de ligagao, assim como a existéncia de dois sitios que mimetizam
partes da cadeia polimérica do PET, formando um mecanismo de duas etapas
especifico para a degradagéo do PET. (Joo et al., 2018)

1.3.1.1. Mecanismo de reagao das PET hidrolases
De acordo com a proposta de Joo et al., 2018, o mecanismo de reacao das

PET hidrolases podem ser divididas em dois momentos relacionados aos sitios da

enzima. O primeiro momento (Figura 6a) denominado de corte, é responsavel pela
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acomodacéo inicial de quatro unidades constituintes do PET (MHET) nos sitios | e |l,
seguida pela primeira hidrolise que ocorre entre esses sitios formando duas cadeias
de PET com extremidades diferentes, uma com TPA e a outra com EG. No segundo
momento, denominado de digestdo, ocorrem hidrolises sucessivas nas cadeias
formadas do primeiro momento. Na cadeia com extremidade EG ocorre a
acomodacao dos grupos MHET seguida da hidrélise, liberando uma unidade do
oligbmero MHET e novamente uma cadeia com extremidade EG. O mesmo ocorre
para a cadeia com extremidade TPA, liberando uma unidade monomérica de TPA e a
cadeia com extremidade TPA. Ambas as digestdes descritas ocorrem com a
extremidade no sitio |, entretanto pode ocorrer com extremidade no sitio I, apesar de
ser menos provavel, levando a formagdo de outras formas oligoméricas que podem
ser transformadas em MHET, TPA e EG (Figura 6b).

Figura 6 — Proposta de mecanismo dos sitios de PET hidrolases
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Fonte: Joo et al., 2018

A hidrélise realizada entre os sitios | e || € promovida pelo ciclo catalitico da
enzima a qual inicia-se com a entrada do substrato no tunel oxianion do sitio ativo da
enzima, onde em primeiro momento ocorre a estabilizagdo do substrato com a
ancoragem da carbonila, que sofrera a hidrdlise, pela interagao de hidrogénios dos
residuos dos aminoacidos metionina e tirosina e com a formacao de interacdes
intermoleculares do tipo p-stacking com o residuo de triptofano da enzima (Han et al.,
2017). Em seguida, o ciclo catalitico representado no (Esquema 3) se inicia com a
ativagao da serina do trio catalitico (Asp-His-Ser) através dos residuos de aspartato



31

que devido ao seu carater basico abstrai um proton da histidina. Essa, por sua vez
retira um préton da serina que sera o nucledfilo, realizando um ataque nucleofilico na
carbonila do substrato e formando o primeiro intermediario tetraédrico, o qual sera
convertido em um intermediario acil-enzima com a saida do primeiro produto alcodlico.
O intermediario acil-enzima ¢é hidrolisado formando o segundo intermediario
tetraédrico, no qual ocorre a restauragao da carbonila do substrato seguido de sua
saida como o segundo produto da reac&o e simultaneamente ocorrendo a restauragéo
da triade catalitica (Taniguchi et al., 2019).

Esquema 3 — Ciclo catalitico das PETases
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1.3.2. Leaf-Branch compost cutinase — LCC

A LCC - Leaf-Branch compost cutinase € uma enzima contida no grupo das
cutinases (EC 3.1.1.74) e recentemente das PETases (EC 3.1.1.101), devido se
assemelhar quanto sua estrutura proteica com a IsPETase e ao mecanismo da triade
catalitica Asp-His-Ser. Esta enzima apresenta interagdes em sua superficie com mais
de um monémero de PET e alta resisténcia a temperaturas acima de 60°C (Chen et
al., 2013).

Desde 2005, houve trabalhos reportando hidrélise enzimatica de PET por
cutinase derivada do micro-organismo Thermobifida fusca como de Miller e seus
colaboradores 2005 e Ronkvist e seus coladoradores, 2009, tais trabalhos retratam a
atividade como promiscua e de interesse para a comunidade cientifica. Aenzima LCC
abordada neste trabalho, € uma enzima homdloga a cutinase estudada até entao na
comunidade cientifica e foi isolada por Sulaiman e seus colaboradores em 2012, a
qual apresentou uma taxa de biodegradagao 30 vezes maior do que outras enzimas
ja relatadas até entao.

Ap0Os a descoberta da IsPETase, diversos estudos foram desenvolvidos, como
de Shirke e seus colaboradores, 2018 e Pirillo e seus colaboradores 2023, na area de
engenharia de proteinas com a enzima LCC com o intuito de promover mudancas
guanto a sua estabilidade e seletividade para a biodegradag¢ao de PET. Muitos desses
estudos tinham como base o design racional de proteinas com mudangas pontuais
nos residuos para se assemelhar a enzima /sPETase e gerar um processo de
degradagao mais eficiente.

Tais estudos sio atrativos para a industria uma vez que é possivel obter,
através de um processo com condi¢gdes brandas, os mondmeros do PET com
qualidade igual aos utilizados para a produgcdo de PET virgem. Desta forma este
trabalho tem como objeto de estudo a degradacdo enzimatica do PET utilizando

variantes da enzima LCC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral selecionar, produzir e testar enzimas
para o desenvolvimento de um processo biocatalitico para degradacao de polietileno
tereftalato (PET).

2.2. Objetivo Especificos

1. Selecado de enzimas para degradagéo de PET;

2. Expressao génica para a produgédo de PETases e avaliagdo de sua atividade
enzimatica;

3. Desenvolvimento de métodos analiticos para o monitoramento das reagdes de
biodegradacao;

4. Otimizacdo das condigbes reacionais para a biodegradagao dos polimeros.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes, plasmideos e linhagem de Escherichia coli (E. coli)

Os reagentes, padrdes analiticos, bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) 85% e
mono(2-hidroxietil) metil tereftalato (MHEmT) foram adquiridos junto a empresa TCI
America® e o acido tereftalico (TPA) pela empresa AmBeed®, os demais reagentes,
assim como o substrato, filme de PET, utilizados para esta pesquisa foram adquiridos
junto & empresa Sigma-Aldrich®.

Os plasmideos foram doados pelo nosso colaborador internacional professor
Romas J. Kazlauskas da University of Minnesota, contendo os genes que codificam
as mutantes da cutinase LCC sendo estas: ssLCC (ss = ponte dissulfeto em D238C-
S283C); F243T; H218S-F243T e ssH218S-F243T. Esses plasmideos foram expressos
em células de E. coli BL21(DE3)pLysS e armazenados a longo prazo em células de

E. coli Top 10 doados pela professora Danielle Biscaro Pedrolli.

3.2. Métodos de caracterizagao

3.2.1. Métodos cromatograficos

3.2.1.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram
realizadas utilizando um HPLC da marca JASCO - formado pelos médulos PU-2089s
Plus — Bomba quartenaria, AS-2055 Plus — Injetor automatico, CO-2065 Plus —
Compartimento para coluna com aquecimento, MD-2018 Plus — Detector por absorgao
na regiao UV de arranjo de diodos e um LC-Netll/ADC — mddulo de controle, localizado
no Milagre Lab (Instituto de Quimica — UNESP Araraquara).

Para as analises utilizou-se como fase estacionaria a coluna Luna C18(2) (5,
100A, 250 x 4.6mm) da marca Phenomenex. A fase mével foi constituida por metanol
grau HPLC e agua Mili-Q com adicao de 0,1% de acido férmico, sendo a condicao de
eluicdo (A) de 32 minutos com gradiente de 5% a 100% de metanol por 15 minutos,
mantendo a 100% por 5 minutos e posteriormente a limpeza e recondicionamento da

coluna na condigdo inicial. O controle de vazdo foi ajustado a 1,0 mL.min"', a
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temperatura da coluna foi de 35°C e o efluente foi monitorado durante 25 minutos em
um comprimento de onda de 254 nm. A condig¢ao de eluigao (B) de 28 minutos com
35% de metanol por 3 minutos, seguido de um gradiente de 35% a 50% de metanol
por 7 minutos com aumento para 100% metanol em 3 minutos, mantendo por 2
minutos e, por fim, seguido da limpeza e recondicionamento da coluna na condigao
inicial. O controle de vazao foi ajustado a 0,8 mL.min"", a temperatura da coluna foi de
40°C e o efluente foi monitorado durante 25 minutos em um comprimento de onda de
254 nm. O tempo de retengao para os compostos analisados nas condi¢des de eluigcao

(A) e (B) estao contidos na tabela 2.

Tabela 2 - Tempo de retencdo dos compostos nas analises no HPLC

Condicgao de eluicao Composto Tempo de retencao (min)
TPA 12,813
A MHET 14,175
BHET 14,913
TPA 11,142
MHET 11,917
B BHET 12,542
MHEmMT 16,582

Fonte: Préprio autor

Para a avaliagdo da atividade enzimatica e para a quantificacdo dos produtos
obtidos via degradagao do PET, foram construidas, dentro do grupo de pesquisa pela
Dra. Laiza Araujo de Almeida, duas curvas de calibragdo com os padrées MHET
(Anexo 1) e TPA (Anexo 2), para a condicao cromatograficas B. Por meio destas
curvas de calibragao e da integracao dos picos calculados pelo software ChromNAV
(JASCO Chromatography Data System) obteve-se a area do pico referente de cada

produto os quais foram interpolados nas curvas de calibracio.

3.2.1.2. Cromatografia gasosa de pirdlise acoplada ao espectrometro de massas
(Py-GC-MS)

As analises de cromatografia gasosa de pirdlise acoplada ao espectrometro
de massas (Py-GC-MS) foram realizadas utilizando o pirolisador (EGA/PY-3030D,
Frontier Laboratories, Jap&o) conectado a um cromatografo gasoso (GC-2010 plus,

Shimadzu) equipado com um detector de espectrometria de massas (GCMS- 48
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QP2020, Shimadzu). A coluna cromatografica utilizada foi de capilar metalico revestida
com 5% difenilmetil polissiloxano (Ultra ALLOY®-Frontier Laboratories).
Aproximadamente 0,1 mg de amostra cortada do PET foram analisadas com os

parametros ajustados de acordo com a tabela 2.

Tabela 3 - Parametros utilizados para a analise no Py-GC-MS

Pirolisador (Py)

Temperatura do forno 650°C

Temperatura de interface 320°C

Modo/tempo de injecao Single-shot/0,20min

Cromatégrafo gasoso (GC)

Coluna Rtx-5MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 um

Modo de injecao Split

Razao split 50

Temperatura de injecao 300°C

Gas de corrida He

Modo de controle de fluxo Linear velocity

Velocidade linear 36.0 cm/sec

Temperatura do forno 40°C (2min) 20°C/min to 320°C (14
Espectrometro de massas (MS)

Modo de ionizacao El 70 eV

Temperatura do ionizador 250°C

Temperatura de interface 320°C

Modo de aquisicao Scan (35-700 m/z)

Tempo de recorte do 2 min

Fonte: Préprio autor

3.2.2. Analises térmicas

As curvas de analise termogravimétrica (TG) em conjunto a técnica de analise
térmica diferencial (DTA) foram obtidas no equipamento do modelo SDT 2960 da
marca TA Instruments sob atmosfera de ar seco com fluxo de 100 mL/min.
Aproximadamente 7 mg de amostra foram condicionadas em cadinho de a-Al203 com
volume de 90 pL. A faixa de temperatura foi de 30-700°C com razdo de aquecimento
a 10 °C/min.

As analises de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foram obtidas no
equipamento (Mettler-Toledo). Aproximadamente 2 mg de amostra foram

condicionados em cadinhos de aluminio com tampa de capacidade de 40 yL. A faixa
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de aquecimento foi de um intervalo de 30 a 280 °C a uma taxa de 5 °C/min em fluxo
de N2 a 100 mL/min.

As analises térmicas supracitadas foram realizadas para a caracterizagado do
substrato, filme de PET, quanto sua pureza, determinada pelos eventos térmicos
visualizados na derivada da anadlise termogravimétrica (DTG), temperatura de
transicao vitrea, temperatura de fusao e cristalizagao, indicada na DTA e cristalinidade

do material calculada pela curva obtida por DSC pela equagéao 1.

AH,, — AH. y
A .100% Equacéo 1

m

Cristalinidade (Xc) =

Onde, AHm € a entalpia de fus&o, AHc é a entalpia de cristalizacdo e AHm? é a

entalpia de fusdo do material 100% cristalino.

3.3. Enzimas

3.3.1. Transformagao dos plasmideos em células E. coli

Os plasmideos que codificam as variantes da cutinase LCC foram recebidos
adsorvidos em um papel de filtro Whatman®, desta forma, foi realizado um processo
de recuperacao destes plasmideos pela imersédo da regidao contendo o plasmideo em
30 pL de agua mili-Q autoclavada em um microtubo de 200 pL e incubado em
temperatura ambiente por 15 minutos. Para confirmacao da presenca de DNA apés a
recuperacao 2 UL da solucéao foi analisada por espectrofotometria, Nanodrop 2000 -
ThermoFisher e eletroforese em gel de agarose.

Para a transformacdo, aproximadamente 100 ng dos plasmideos foram
adicionados a 50 uL de células E. coli BL21(DE3)pLysS eletrocompetentes frescas.
As células foram mantidas em gelo por 1 minuto, em seguida foram transferidas para
uma cuba de eletroporacao fria e conectada em um aparelho de eletroporagao
ajustado para fornecer um pulso elétrico de capacitancia de 25 pF, sob voltagem de
2,5 kV e resisténcia de 200 ohm, com o controlador de pulso: faixa baixa igual a 200
e faixa alta a 500, tempo de 5 milissegundos e com intensidade de campo igual a 12,5
kV/cm. Imediatamente apds o pulso foi adicionado 1 mL de meio SOC na cuba em
seguida as células foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL e incubadas a 37

°C por 1 h, sob agitagéo orbital (220 rpm). Por fim, 50 pL e 100 uL foram inoculados
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em placas de meio LB sdlido contendo antibiotico de resisténcia da célula cloranfenicol
(35 pg/mL) e do plasmideo canamicina (50 pg/mL), as placas com as células e seus

controles foram mantidas a 37 °C overnight.

3.3.1.1. Preparo de células BL21 (DE3) pLysS eletrocompetentes

As células eletrocompetentes frescas foram preparadas em um erlenmeyer de
500 mL contendo 100 mL de meio LB suplementado com antibiético de resisténcia
cloranfenicol 35 (ug/mL) o qual foi inoculado 1 mL de uma pré-cultura overnight de
uma unica coldnia de E. coli BL21(DE3) pLysS e disposto em um shaker a 37 °C sob
agitacao orbital a 220 rpm até atingir uma ODeoo de 0,5. Em seguida, as células foram
resfriadas em banho de gelo por 30 minutos, colhidas e transferidas para tubos falcon
de 50 mL previamente resfriados e levadas para a centrifuga fria em uma rotagao de
4000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 2 mL de glicerol 10% gelado, combinados em um unico tubo falcon
e adicionado glicerol 10% gelado para um volume final de 20 mL em seguida foi levado
para a centrifuga nas mesmas condi¢des anterior, este procedimento de lavagem da
adicdo de glicerol e centrifugagcado foi realizado por quatro vezes. Apés a quarta
lavagem o pellet foi ressupenso em 400 pL de glicerol 10%, feito aliquotas com volume

de 50 uL e estas foram armazenadas em um ultrafreezer a - 80°C.

3.3.2. Sintese das proteinas recombinantes

Para a sintese das proteinas, 7,5 mL de uma cultura overnight, de uma unica
colénia de E. coli BL21(DE3) pLysS contendo o plasmideo de interesse, foram
inoculados em um erlenmeyer de 1L contendo 250 mL de meio TB suplementado com
antibiotico de resisténcia cloranfenicol (35 ug/mL) e canamicina (50 ug/mL) e disposto
em um shaker a 37 °C sob agitagao orbital a 220 rpm até atingir uma ODsoode 1. Em
seguida, para a indugao da expressao génica foi adicionado IPTG (concentragéo final
0,75 mM) e mantido no shaker a 17 °C a 200 rpm por 20 horas.

Apods a expressao, as células foram colhidas por centrifugacéo a 8000 rpm a
4 °C por 10 min. Os pellets celulares foram ressuspendidos em 20 mL de tampao de
lise gelado. Em seguida, as células foram lisadas por sonicagao (Bandelin Sonopuls

HD2070), com 40% da poténcia maxima, em 9 ciclos de 30 s, em modo continuo, com
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pausas de 1 min entre os ciclos. Todos os procedimentos foram conduzidos em banho
de gelo. A suspenséo de células foi centrifugada a 12.000 rpm a 4 °C por 45 min para
remover detritos celulares. O sobrenadante foi filtrado em um filtro 0,22 ym, em
seguida foi adicionado glicerol para uma concentracéo final de 10% de glicerol, e, por

fim, os extratos foram armazenados no freezer a -20 °C.

3.3.3. Tampobes e meios de cultura

Tampao de lise
10 mM imidazol
50 mM NaH2PO4
300 mM NaCl
Ajuste de pH 7,2

Meio Luria-Broth (LB)

Triptona 10 g/L

Extrato de levedura 5 g/L

NaCl 5 g/L

Luria-Broth agar: 15g de agar para 1 L de LB liquido.

Meio Terrific Broth (TB)

Extrato de levedura 24g/L

Triptona 20 g/L

Glicerol 4 mL/L

100 mL de tampao fosfato (0.17 M KH2PO4, 0.72 M K2HPO4)

Meio SOC (super optimal broth with catabolite repression)
Triptona — 20 g/L

Extrato de levedura — 5 g/L

Cloreto de s6dio — 10 mM

Cloreto de potassio — 2,5 mM

Cloreto de magnésio — 10 mM

Sulfato de magnésio — 10 mM

Glicose — 20 mM
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3.3.4. Purificagdo dos extratos enzimaticos

Os extratos enzimaticos apds serem filtrados em um filtro de 0,22 pym foram
levados para um sistema de cromatografia liquida AKTA e carregados em uma coluna
de agarose contendo Niquel (1 mL, HisTrap®HP) pré-equilibrada com tampao de lise
(10 mL). A condi¢ao de eluigao foi iniciada com a adigao de tampao de lise (50 mL)
seguido do tampao B (50 mM imidazol, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 7,2, 50
mL). As proteinas de interesse possuiam uma cauda de histidina, desta forma, foram
eluidas com a adicdo do tampao de elui¢gao (250 mM imidazol, 50 mM NaH2PO4, 300
mM NaCl, pH 7,2, 15 mL) e concentrada para aproximadamente 1 mL com um tubo
de centrifuga de ultrafiltracdo Amicon (limite de PM de 15 kDa) em uma centrifuga fria
5000 rpm a 4 °C por 10 min.

3.3.5. Armazenamento a longo prazo das variantes

Para o armazenamento a longo prazo dos plasmideos foi realizado uma
transformacao quimica em células E. coli TOP 10 utilizando aproximadamente 100 ng
de plasmideo que foi adicionado em 100 uL da célula quimicamente competente. A
suspensao celular foi incubada em gelo por 30 minutos, em seguida, foi realizado um
choque térmico da solugdo em um banho maria a 42°C por 30 segundo e
imediatamente foi transferido para 2 minutos no gelo. Posteriormente, foi adicionado
250 uL de meio SOC e levado ao shaker para incubagao por 1 hora a 37°C em 220
rom. As células foram plagueadas em meio LB agar suplementado com canamicina
(50 pg/mL). Uma unica colénia de E. coli TOP 10 contendo o plasmideo de interesse
foi inoculada em 3 mL LB suplementado com canamicina (50 pyg/mL) e mantida em
shaker overnight a 37°C 200 rpm. Destes indculos foram realizadas aliquotas de 0,5
mL e adicionado 0,5 mL de glicerol 50% para uma concentragao final de 25% glicerol

e armazenadas em um ultrafreezer a - 80 °C.
3.3.5.1. Preparo de E.coli OP 10 quimicamente competentes
As células E. coli TOP 10 foram preparadas por uma cultura em um

erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio LB o qual foi inoculado 1 mL de uma

pré-cultura overnight de uma unica colénia de E. coli TOP 10 e mantido em um shaker
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a 37 °C sob agitagao orbital a 220 rpm até atingir uma ODesoo de 0,4. Em seguida, as
células foram colhidas e transferidas para tubos falcon de 50 mL previamente
resfriados e levadas para a centrifuga fria em uma rotagéo de 4000 rpm por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido gentilmente em 20
mL de CaClz 0,1M previamente resfriado, em seguida, foi incubado no gelo por 20 min
e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C. Por fim, o pellet foi ressupenso em
2 mL CaCl2 0,1M com glicerol 10%, feito aliquotas com volume de 100 pL e estas

foram armazenadas em um ultrafreezer a - 80°C.

3.4. Eletroforese em gel de agarose

Para verificar a recuperacao do plasmideo adsorvido no papel de filtro assim
como confirmar a presenga do plasmideo apds as transformacgdes foi realizado uma
eletroforese em gel de agarose em um sistema de cuba horizontal K33-10H Kasvi com
fonte de eletroforese OWL EC300 da Thermo Scientific. Sendo as condi¢cbes da
eletroforese, tamanho do gel 10x10 (60mL TAE 1x, 1% agarose, 6 uyL SYBR Safe
Stain), tampao de corrida TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA, pH
8.3), tempo de corrida 40 minutos, voltagem 110 V e corrente 400 mA, apds a corrida

o gel foi revelado em um Gel Doc XR+ Gel Documentation System da Bio-rad.

3.5. Ensaio de Bradford

Para a quantificacdo de proteinas foi utilizado o ensaio de Bradford, o
reagente utilizado na analise foi adquirido comercialmente. Para a curva analitica
(Anexo 3) do ensaio de Bradford foi preparada uma solugdo 1 mg/mL de Soro
Albumina Bovina (BSA) que foi diluida sucessivamente a 0,5, 0,250, 0,125, 0,062 e
0,031 mg/mL. 20 uL da solugao de BSA foram adicionados a 980 pL de agua Milli-Q e
1 mL de reagente de Bradford, que foram incubados em temperatura ambiente por 10
minutos. Apds o periodo de incubacao foi medida a absorbancia em 595nm. As
analises foram realizadas em triplicata. Para o branco, foi usado 1 mL do tampao de
eluicao (250 mM imidazol, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 7,2) e 1 mL de reagente
de Bradford. Para quantificagao das enzimas de interesse, foram utilizados 20 pL dos

das enzimas purificadas.
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3.6. Eletroforese em gel de dodecilsulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para as analises em relacdo a presenca da proteina apds a expressao foi
realizado um SDS-PAGE, as amostras foram preparadas com 5 uL da enzima de
interesse tanto no caso dos extratos como a purificada, 15 uL de agua Mili-Q e 5 uL
de tampédo de Laemmli 6x, homogeneizadas e incubadas em termomixer a 95°C.
Posteriormente as amostras foram aplicadas no gel. A concentragédo do gel utilizado
foi de 12% e o marcador de massa molecular utilizado foi o BenchMark™ Protein
Ladder da Invitrogen.

As anadlises foram realizadas em uma cuba de eletroforese vertical Kasvi, com
fonte de eletroforese OWL EC300 da Thermo Scientific. O tamp&o de corrida utilizado
foi o Tris-Glicina 1X. Foi realizada uma pré-corrida a 75 V por 30 minutos para o
empacotamento da amostra, seguida por uma corrida de 40 minutos a 200 V. Os géis
foram corados com a solugdo corante, e descorados em solugdo descorante e

registrado posteriormente por fotografia.

3.6.1. Solugées SDS — PAGE

Gel de resolucao 12% (pH 8,8; 10 mL)
2 mL tampéao de resolugao 5x

4 mL acrilamida:bisacrilamida (30:0,8)
4 mL agua Mili-Q

100 uyL APS 10%

10 uL TEMED

Gel de empacotamento 12% (pH 6,8;
5mL)

1 mL tampé&o de empacotamento 5x
900 pL acrilamida:bisacrilamida (30:0,8)
3,2 mL agua

50 uL APS 10%

5 yL TEMED

Solugao de APS 10% -1 mL
100mg SDS em 1 mL de agua Mili-Q

Tampao de corrida 10x — 500 mL
1,92 M de glicina (72,0672 g)

250 mM de Tris base (15,1425 g)
50 mL de SDS 10%

Tampao de Laemmli 5x

15 mL de Tris HCI pH 6,8
22,5 mL de glicerol

10 mL de SDS 10%

2,5 mL de 3-Mercaptoetanol
Tracos de azul de bromofenol

Solugao Tris-HCI pH 6,8 - 100 mL
1 M de Tris base (12,1149)

Ajustar pH para 6,8 com HCI

Agua Milli-Q g.s.p 100 mL



Solugao Acrilamida: Bisacrilamida
15 g de acrilamida

0,4 g de bisacrilamidada

50 mL de agua Mili-Q

Solugao de SDS 10% - 100 mL
10 g SDS em 100 mL de agua Mili-Q

Solugao Tris-HCI pH 8,8 (Tampao de
resolugao 5x) — 50 mL

1,875 M Tris base (11,3568 g)

5 mL SDS 10%

Ajustar pH para 8,8 com HCI

Agua Milli-Q g.s.p 50 mL

3.7. Procedimentos enzimaticos
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Solugao Tris-HCI pH 6,8 (Tampao de
empacotamento 5x) — 50 mL

1,875 M Tris base (11,3568 g)

5 mL SDS 10%

Ajustar pH para 6,8 com HCI

Agua Milli-Q g.s.p 50 mL

Solugao corante — 200 mL

50% Metanol (100 mL)

40% Agua Mili-Q (80 mL)

10% acido acético glacial (20 mL)
0,5% coomassie blue brilliant R -250

Solucao descorante — 200 mL
30% Metanol (60 mL)

63% Agua Mili-Q (126 mL)

7% &acido acético glacial (14 mL)

3.7.1. Determinagéao da atividade enzimatica

Esquema 4 - Reacéo de hidrélise de BHET — atividade enzimatica

0 100 mM tampao

BHET

O/\/OH fosfato de potassio pH 8
HO/\/O enzima
o 500 rpm 55°C 1h

o) o}
. OH , HO
HO™ ™
o

OH
(0]
MHET TPA

Fonte: Préprio autor

A reagao para medir a atividade das enzimas foi baseada na metodologia de

Shirke et al., 2018. Foi adicionado 1 mg de BHET em um microtubo de 1,5 mL, a

enzima de interesse, para os extratos enzimaticos foram adicionados 500 uL e para

0s ensaios com as enzimas purificadas foi adicionado volume de enzima suficiente

para obter uma concentracgéao final de 0,040 mg/mL e completado com tamp&o 100mM
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de fosfato de potassio pH 8,0 para um volume final de 1 mL. O microtubo contendo a
mistura reacional foi colocado no termomixer a 500 rpm e 55°C por 1 hora. Ao término
do tempo o volume foi completado com o tampao para 1 mL e transferido para um
tubo de centrifuga de 5 mL a reagao interrompida com a adigdo de um excesso de 2
vezes de tampdo 100 mM de fosfato de potassio pH 2,5 contendo 20% de DMSO
(HPLC) obtendo um volume final 3 mL apdés homogeneizar o tubo foi centrifugado a
20.000 g durante 10 min. Para a analise dos produtos obtidos na reacdo, 300 uL do
sobrenadante foram adicionados em um vial contendo 700 pL de metanol grau HPLC

e levados para a analise no HPLC.

3.7.2. Reagdbes de hidrdlise enzimatica

Esquema 5. Reagao de hidrdlise de PET

100 mM tampao

fosfato de potassm pH 8 c)/\/OH O/\/OH
enzima HO/\/O
500 rpm 55°C

BHET MHET

Fonte: Préprio autor

As reacgdes de biodegradacdo de PET foram baseadas na metodologia de
Pirillo et al., 2023. Foi adicionado 7 mg de PET cortado em dimensdes 0,5 cm x 0,5
cm x 250 mm em um microtubo de 1,5 mL, a enzima de interesse, para os extratos
enzimaticos foram adicionados 200 e 500 uL e para os ensaios com as enzimas
purificadas foi adicionado volume de enzima suficiente para obter uma concentracao
final de 0,040 mg/mL e completado com tamp&o 100 mM de fosfato de potassio pH
8,0 para um volume final de 1 mL. O microtubo contendo a mistura reacional foi
colocado no termomixer a 500 rpm e 55°C por 1 hora.

Apbs 1 hora o volume foi completado com o tampao para 1 mL e transferido
para um tubo de centrifuga de 5 mL e a reacao interrompida com a adicao de um
excesso de 2 vezes de tampao 100 mM de fosfato de potassio pH 2,5 contendo 20%
de DMSO (HPLC) obtendo um volume final 3 mL apds homogeneizar o tubo foi
centrifugado a 20.000 g durante 10 min. O sobrenadante foi analisado por HPLC e o
PET remanescente foi lavado 3 vezes com agua milli-Q e armazenado em placas de

petri em temperatura ambiente por 3 dias para a analise de rendimento em massa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao do substrato PET

Diversos trabalhos na literatura quanto as reagdes de biodegradagao do PET,
relatam o substrato quanto sua transig¢ao vitrea e cristalinidade (Yoshida et al., 2016,
Bell et al., 2022, Yinglu et al., 2021, Lu et al., 2022, Zhong et al., 2021), pois ambos os
parametros sdo necessarios em relagéo a interagdo enzima-substrato, agindo como
limitantes da reagao. Desta forma, o filme de PET foi adquirido pela Sigma-Aldrich
para a execucao deste trabalho, o qual possui em sua descricdo ser um filme de baixa
orientagdo, amorfo e transparente com espessura de 250 mm.

De acordo com a literatura, os materiais de PET comerciais amorfos
apresentam temperatura de transig¢ao vitrea (Tg) em torno de 70 °C e temperatura de
fusao (Tm) em torno de 250 °C (Demirel; Yara; Elcicek, 2016). A partir dos resultados
obtidos pelas analises térmicas (Figura 7) foi possivel verificar a temperatura de
transicao vitrea do material sendo de 72,62 °C e a temperatura de fusdo sendo de
247,10 °C (AHm 6,50 J/g), estando de acordo com a literatura.

Além disso, devido o material ser de baixa orientagdo um pico exotérmico foi
evidenciado referente a temperatura de cristalizacao (Tc) do material sendo de 133,63
°C (AHc 4,94 J/g). A partir destas temperaturas de cristalizacdo e de fusdo e
considerando o valor de entalpia do PET 100% cristalino como sendo AHm = 140 J/g
(Khanna e Kuhn,1997) foi possivel calcular o grau de cristalinidade (Xc) do filme pela

equacéao 1, obtendo um valor cristalinidade igual a 1,11%.

Figura 7. a. Termogravimetria TG; analise térmica diferencial DTA, derivada da termogravimetria DTG

e b. calorimetria exploratéria diferencial DSC do PET
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A escolha da utilizagdo de um filme de PET comercial em vez de uma garrafa
pOs consumo, ocorreu com a intengao de diminuir a complexidade da matriz para as
reagdes de degradagao enzimatica, como relatado no trabalho de Lopes, 2024 a qual
realiza analises térmicas com o filme de PET deste trabalho e garrafas PET.

O filme utilizado neste trabalho apresentou duas decomposi¢des térmicas
durante a analise termogravimétrica (TG) sendo observadas como eventos distintos
pela derivada DTG, foi realizada uma cromatografia gasosa de pirdlise acoplada ao
espectrometro de massas (Py-GC-MS). O cromatograma (Figura 8) descreve o0s picos

observados dos produtos da pirolise do PET.

Figura 8. Cromatograma dos produtos da pirolise do PET.
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Fonte: Préprio autor

Os principais produtos estao descritos na Tabela 3. A analise destes produtos
foi realizada em comparacao com a literatura dos trabalhos de Dimitrov et al., 2013 e
Dziwinski; ltowska; Gniady, 2018 em conjunto com os espectros de massa (Anexo 4

ao 21). Por meio desta analise foi possivel verificar a pureza do PET.

Tabela 3 - Descrigao dos produtos da pirolise do PET.

Num. RT Fragmentos Wassa m/z
(min) molar
1 2.940 Benzeno 78 78,77
2 4.093 Tolueno 92 92, 91, 65
3 4.623 Desconhecido - 108,93,91,79,77,53,39
4 5.077 Desconhecido - 108,93,91,79,77,53,39
5 5.280 Etilbenzeno 106 106,91
6 5.517 Estireno 104 104,103,78,51
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120, 91
120, 105, 77
105, 77, 51
122,105, 77, 51
174,131,103,77
218 175, 149, 104, 76
149,65
224,181,149
227,105

298,297

368,367,325,104

298,297,149,105

Fonte: Préprio autor

Os picos caracteristicos no processo de pirdlise do PET puro, sao o benzeno,

acido benzodico, benzoato de vinila, divinil tereftalato e monometil tereftalato,

apontados nos trabalhos supracitados. Tais produtos apresentaram maior abundancia

durante a andlise. Vale destacar que os dois picos marcados com desconhecidos,

possuem fragmentagdes caracteristicas dos possiveis caminhos de fragmentagao

analisados por Dziwihski; ltowska; Gniady, 2018 (Figura 9).

Figura 9 - Possiveis fragmentacdes para os produtos da pirolise do PET

R1 ¢ R2 sdio -C,H; ~CH=CH, ; -COOCH, ; -COOCH=CH,.

Fonte: Adaptado de Dziwinski, et al, 2018
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Apesar da analise termogravimétrica apresentar no processo termo oxidativo
do PET dois eventos, o qual ndo ¢é visualizado na literatura, os valores de perda de
massa resultam em 0,88%, comparado com o resultado obtido pela pirdlise do PET.
Dentre os picos analisados nenhum contaminante ou aditivo foi observado na

amostra.

4.2. Cutinases

Como abordado ao longo deste trabalho, as enzimas utilizadas foram
variantes da Leaf-Branch Compost Cutinase (ALCC). As modificagdes realizadas
partiram de um estudo feito por Shirke e seus colaboradores em 2018, seguido com a
parceria com o laboratorio do professor Romas J. Kazluaskas. Recebemos os
plasmideos destas variantes que tiveram como base a LCC, sequéncia de DNA
(Anexo 22a). Em todas as mutantes houve a remocgao do sinal de secre¢ao do N-
terminal e adigcdo de uma cauda de histidina no C-terminal sendo possivel observar a
sequéncia de aminoacido no Anexo 22b. Tais modificagdes foram realizadas visando
um aumento no rendimento de expressédo da enzima e para a purificagado dela por
afinidade por ions metalicos. Em relagao as variantes, as mutagdes foram realizadas
préoximas ao sitio ativo da enzima (Figura 10) com o intuito de melhorar a enzima

quanto a sua estabilidade quanto para a acomodagao do substrato.

Figura 10 — Sitio catalitico da enzima LCC e posi¢des dos residuos das variantes
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Fonte: Préprio autor
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Para a ssLCC houve a adigdo de uma ponte dissulfeto nas posi¢cdes D238C-
S283C que, de acordo com a literatura, estas pontes tendem a estabilizar a enzima,
pois, reduzem a entropia do estado desenovelado da proteina a tornado mais rigida
na regido onde é colocada (Gomes et al., 2007). Nas posi¢cdes 218 e 243 os
aminoacidos da enzima selvagem, histidina e fenilalanina foram substituidos pelos
aminoacidos serina e treonina, respectivamente. Estes aminoacidos sdo menores e
nao possuem anéis aromaticos, anel imidazol e benzeno em suas terminagdes. Tais
modificagdes resultaram nas variantes F234T, H218SF243T e ssH218SF243T com o
intuito de aumentar o sitio ativo e diminuir as interagbes de ancoragem do substrato

préoximos a triade catalitica Aspartato-Histidina-Serina.

4.2.1. Recuperagao dos plasmideos

O processo de recuperacao dos plasmideos recebidos adsorvidos em papel
de filtro foi verificado utilizando um Nanodrop 2000 com 2 uL da amostra pos processo.
O branco foi o mesmo solvente utilizado, agua milli-Q autoclavada e os resultados

obtidos nessas analises foram compilados na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados das analises no nanodrop da recuperagao dos plasmideos das mutantes

adsorvidos no papel de filtro

Amostra ﬁg/ﬁ_ A260 A280  260/280 260/230
Branco 0,3 0,005 0,005 1,00 0,94
ssLCC 113,7 2,275 1,225 1,86 1,42
F243T 1227 2,453 1,316 1,86 1,44
H218SF243T 114,2 2,284 1,217 1,88 1,54
ssH218SF243T 1667 3,334 1,780 1,87 1,45

Fonte: Préprio autor

De acordo com os resultados obtidos, a recuperagado dos plasmideos foi
positiva para as quatro variantes. Por meio da analise de espectroscopia na faixa de
comprimento de onda de 230, 260 e 280 nm ¢é possivel inferir por meio da razao
260/280 e 260/230 a pureza do DNA, que de acordo com a literatura se da em torno
de 1,8 e 2,0-2,2 respectivamente (Desjardins e Conklin, 2010). Apesar dos valores
obtidos para a razdo 260/280 estarem na faixa desejavel o segundo parédmetro da

razao 260/230 apresentou valores inferiores, o que indica uma concentracdo de



50

contaminantes que absorvem na regido do 230 nm como carboidratos e fendis. Os

perfis das analises podem ser observados na Figura 11.

Figura 11 — Perfil das analises no Nanodrop dos plasmideos recuperados a. ssLCC; b. F243T; c.
H218SF243T e d. ssH218SF243T

a b

Fonte: Préprio autor

4.2.2. Transformagao dos plasmideos em E. coli BI21 DE3 pLysS

Embora os valores na razdo 260/230 dos plasmideos analisados indicarem
possiveis contaminantes, as transformagdes em células E. coli BI21 DE3 pLysS por
eletroporagado foram prosseguidas. Apds o crescimento das células em meio LB
contendo os antibiéticos de resisténcia do plasmideo e da célula, foi realizado uma
extracao do DNA e realizada uma eletroforese em gel de agarose contendo quatro
amostras relativas a cada variante.

Os plasmideos ssLCC, F243T e ssH218SF243T foram construidos no vetor
pET28a(+) (Anexo 23 ao 25) enquanto a H218SF243T foi construido em pET24a(+)
(Anexo 26). Devido a sequéncia de DNA possuir 801 pares de base (bp) e os vetores
possuirem 5245 bp e 5242 bp respectivamente, tais valores quando somados geram
os resultados visualizados nas bandas entre 8000 e 6000 bp do gel de agarose da

Figura 12, o que indica a presenca do DNA pds transformacao.
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Figura 12 — Gel de agarose dos plasmideos recuperados: a. ssLCC; b. F243T, c. H218SF243T e d.
ssH218SF243T
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Fonte: Préprio autor

Os plasmideos ssLCC, F243T e ssH218SF243T foram construidos no vetor
pET28a(+) (Anexo 23 ao 25) enquanto a H218SF243T foi construido em pET24a(+)
(Anexo 26). Devido a sequéncia de DNA possuir 801 pares de base (bp) e os vetores
possuirem 5245 bp e 5242 bp respectivamente, tais valores quando somados geram
os resultados visualizados nas bandas entre 8000 e 6000 bp do gel de agarose da

Figura 12, o que indica a presenca do DNA pds transformacéao.

4.2.3. Sintese das variantes da enzima LCC

Os plasmideos de interesse foram expressos e as células foram lisadas e
centrifugadas, obtendo um extrato enzimatico livre de residuos celulares. A este
extrato bruto foi adicionado glicerol 20% em volumes iguais até uma concentragéo
final de 10% de glicerol e volume final de 40 mL. Os extratos brutos foram

quantificados em proteinas totais por ensaio de Bradford e disposto na Tabela 5.

Tabela 5 — Concentragéo de proteinas totais dos extratos enzimaticos

Extrato Concentragao
Enzimatico bruto mg/mL
ssLCC 1,02
F243T 2,47
H218SF243T 2,84
ssH218SF243T 1,11

Fonte: Préprio autor
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Para a confirmacédo da presenca da enzima de interesse nos extratos foi
realizado uma analise de eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 13), sendo
possivel observar uma banda de maior intensidade entre a regido de 30KDa e 25KDa,

referente as enzimas alvo que apresentam um valor proximo a 28 KDa.

Figura 13 — SDS-Page dos extratos enzimaticos livres de células: L - Benchmark protein Ladder; a -
ssLCC; b — F243T; ¢ — H218SF243T, d — ssH218SF243T

L a b ¢ d

50KDa

30KDa
25KDa

20KDa

Fonte: Préprio autor

4.2.4. Avaliagcao da atividade enzimatica dos extratos brutos

As quatro enzimas foram avaliadas utilizando como substrato o padrdo BHET.
Foi monitorada a conversao do substrato para TPA e MHET, os resultados podem ser
observados na Tabela 6. A atividade enzimatica foi definida em U/mgproteina pela massa
de enzima de um volume fixo de 500 pL utilizada na degradacao do substrato BHET
e formacéo de MHET por minuto. As porcentagens de compostos foram determinadas
pela integracdo da area dos picos dos cromatogramas gerados nas analises destas

reacgoes.

Tabela 6 - Reagao de hidrélise de BHET — atividade enzimatica dos extratos enzimaticos

Extrato Atividade Compostos (%)
enzimatico U/mg TPA MHET BHET Outros
Branco - - 14.9 84.8 0.3
ssLCC 0.082 7.0 67.9 6.3 18.8
F243T 0.014 42.2 36.9 0.9 20.0
H218SF243T 0.005 46.3 24.0 1,9 27.8
ssH218SF243T 0.039 26.4 42.2 1,9 29.5

Fonte: Préprio autor
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A atividade enzimatica dos extratos brutos com o substrato BHET
apresentaram conversoes para os produtos TPA e MHET, as quais indicaram uma
segunda confirmacdo da presengca das enzimas de interesse assim como sua
atividade. Entretanto houve a formacao de subprodutos podendo ser verificados nos
cromatogramas presentes nos anexos 27 a 32 onde € possivel observar as reacgoes:
branco, de cada enzima e os padrdes externos relativos ao TPA e BHET.

A enzima ssLCC apresentou uma conversao maior para MHET, enquanto as
demais variantes apresentaram uma seletividade maior para a formagdo de TPA.
Estas atividades foram verificadas somente pela conversao indicada pelo HPLC sem
uma curva de calibragdo ou padrao interno pois se tratava de reacdes preliminares,
uma vez que o interesse era o estudo da degradagédo do PET. Desta forma, foram
realizadas reag¢des de biodegradagcédo com o PET para a visualizagao do perfil dos

produtos para um aprofundamento dos métodos de monitoramento e quantificagcéo.

4.2.5. Reagdées de PET com extratos enzimaticos brutos

As reagoes foram conduzidas com volumes diferentes de extrato enzimatico
bruto, 200 uL e 500 uL; com agitacdo 500 rom e sem agitacdo nas temperaturas de
55°C e 70°C. Incialmente as reagdes ocorreram com temperatura mais alta, 70°C,
pois de acordo com Thomsen, Hunt e Meyer, 2022, a condigdo de temperatura da
reacao quando proxima a temperatura de transigao vitrea do material facilita as
interacdes entre as cadeias poliméricas do substrato e a enzima. Como nesse trabalho
as enzimas utilizadas sao termoestaveis, foi possivel realizar a reagao na temperatura
proposta a qual foi conduzida em um periodo de 5 dias com 200 uL de extrato sob
agitacdo de 500 rpm, entretanto os resultados obtidos foram menores que 3% de
biodegradacgao do polimero.

Esta mesma situagao foi observada por Pirillo e seus colaboradores, 2023, a
qual realizaram reacdes em 72°C e nao obtiveram resultados melhores quanto em
55°C. Em uma segunda rodada as reag¢des foram conduzidas com 200 pL de extrato
em 55°C, agitacdo de 500 rpm, pelo mesmo periodo das reacdes anteriores e nao
houve diferenca no resultado em relacao a primeira rodada.

Sendo assim, foram conduzidos experimentos de forma simultdnea em

condigdes: de agitagao 500 rpm e sem agitagao, 55°C com e sem aumento do volume
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de extrato enzimatico para 500 uL. Os experimentos sem agitagcao foram realizados a
fim de comparagao com a literatura.

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos nas rea¢cdes com os extratos nas
condi¢des reacionais de 55°C, 500 rpm, 500 yL em 120h em comparagdo com 0s
padroes dos mondémeros TPA e BHET em concentragédo de 100ppm. As demais
reacOes citadas estdo apresentadas nos Anexos 33 a 36, divididos pela enzima
utilizada. Foi possivel evidenciar a formagcao de monémeros como TPAe MHET porém
o rendimento da despolimerizacéo foi menor que 5%, o que difere da literatura para a

enzima selvagem e entre outras mutantes.

Figura 14 — Cromatograma das reacgdes de biodegradacdo do PET com extratos enzimatico
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Fonte: Préprio autor

A realizacdo de reacfes com extratos enzimaticos € atrativa do ponto de vista
econdmico e pela diminuicdo de operacdes unitarias. Entretanto, os resultados abaixo
do esperado, obtidos com as reac¢des utilizando os extratos enzimaticos levaram as
hipéteses de que poderia estar acontecendo inibicdo por competicdo com outras
proteinas presentes no extrato ou por restricdo ao acesso das variantes enzimaticas
ao substrato. Desta forma, foi realizado um processo de purificacao das enzimas a fim
de avaliar as hipoteses levantadas. O método de purificagdo escolhido foi por
afinidade a ions metalicos, devido a todas as variantes possuirem cauda de histidina

€m sua estrutura.
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4.3. Purificagao dos extratos enzimaticos

A eficiéncia da purificagdo das enzimas foi verificada por meio de uma
eletroforese em gel de poliacrilamida com as fragdes obtidas a partir da eluicdo com
tampdo. Esta selegcdo das amostras esta atrelada ao aumento da concentracéo de
imidazol, o qual interage com os ions metalicos presentes na coluna tomando o
espacgo da enzima que por sua vez € liberada nas fragbes. Desta forma, pela técnica
de SDS-Page (Figura 15) foi possivel avaliar o processo em cada etapa, selecionar
as fragdes com a enzima LCC-F243T e rever a necessidade de outra purificagdo no

extrato para o aumento de rendimento.

Figura 15 — SDS-Page - processo de purificagdo do extrato enzimatico F243T
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250 mM imidazol

i\

Extrato pds passagem na coluna
Eluato do tampéao A 10mM imidazol
Eluato do tampao B 50mM imidazol
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2 2
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< M
[ I 3

50KDa
50KDa
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Fonte: Préprio autor

Nas fracdes iniciais, no que diz respeito ao extrato, foi possivel observar uma
diminuigdo da intensidade da banda da enzima LCC-F243T. Consequentemente,
foram observadas fragdes contendo a enzima em aproximadamente 28KDa de forma

mais pura. Sendo assim, as fragdes foram combinadas e passadas por um processo
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de concentracdo. Esta técnica foi aplicada com as demais variantes, as quais foram

quantificadas por ensaio de Bradford (Tabela 7).

Tabela 7 — Concentragéo de proteinas totais nas enzimatica purificadas

Extrato Concentragao
enzimatico mg/mL
ssLCC 0,121
F243T 0,665
H218SF243T 1,886
ssH218SF243T 1,012

Fonte: Préprio autor

De acordo com os resultados do ensaio de Bradford o uso da ssLCC foi
descontinuado por dificuldade no processo de concentragdo da enzima. Desta forma,
decidiu-se continuar o estudo de degradagcdo somente com as enzimas F243T e
H218SF243T por motivo de comparagéo com trabalhos existentes na literatura e com
a discussdo da influéncia da dupla modificacdo na enzima selvagem LCC.
Comparando o extrato enzimatico bruto e o extrato enzimatico purificado em uma
eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 16) foi possivel observar,
qualitativamente, a eficiéncia da purificacdo realizada com as enzimas F243T e
H218SF243T.

Figura 16 — SDS-Page — extrato enzimatico e enzima purificada: a. F243T e b. H218SF243T
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Fonte: Préprio autor
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4.3.1. Atividade enzimatica — extratos purificados

O ensaio de atividade enzimatica foi realizado com modificagdes da
metodologia anteriormente aplicada com os extratos enzimaticos. Para isso foi
definida a concentragcédo das enzimas em 0,040 mg/mL como descrito no trabalho de
Pirillo e seus colaboradores 2023, seguindo o procedimento reacional e de extragao
de Shirk e seus colaboradores 2018, como descrito no Esquema 4. A atividade
enzimatica foi definida em U/mgproteina pela massa de enzima utilizada na degradagéo

do substrato BHET e formagao de MHET por minuto (Tabela 8).

Tabela 8 - Reacgao de hidrélise de BHET — atividade enzimatica das enzimas purificadas

Extrato Atividade Compostos (%)
enzimatico
purificado U/mg TPA MHET BHET
F243T 1,011 6,0 67,6 26,4
H218S F243T 0,832 53 56,6 38,1

Fonte: Préprio autor

Ainda no que se diz respeito a Tabela 8, a conversao foi definida em MHET pois
para esta reagcdo a quantidade de TPA formado estava abaixo da curva de
quantificacdo. Entretanto, é possivel observar a tendéncia da seletividade das
enzimas para a formacao de MHET quando o substrato é o BHET, a qual na tabela foi
indicada fora dos parénteses e dentro dos parentes a conversao total do processo.
Todos os cromatogramas utilizados para esta analise podem ser observados do anexo
37 a 43, os quais apresentam os padrdes utilizados com presenca de padrao interno

para o calculo das conversdes, os padroes externos e das reagdes.

4.3.2. Reagdes de PET com extratos purificadas

As reagbes foram realizadas de acordo com a metodologia proposta por Pirillo
e seus colaboradores, 2023. A enzima selvagem LCC, de acordo com a literatura,
apresenta altos rendimentos com a biodegradac¢ao do PET. Porém ela apresenta uma
cinética muito baixa e ao logo de varios dias a enzima interrompe a reagdo. Segundo
os resultados descritos por Pirillo, a enzima selvagem apresenta um rendimento de

despolimerizacao de 64% em 90 horas. Desta forma, as mutantes discutidas neste
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trabalho focam no rendimento e produtos formados na despolimerizagdo do PET
dentro das condi¢des reacionais da metodologia de Pirillo.

Na tabela 9 sao apresentados os resultados relativos as variantes
enzimaticas: LCC-F243T e LCC-H218SF243T aplicadas na biodegradagao do PET. O
monitoramento por HPLC das reagdes indicou a formagéao somente dos produtos TPA
e MHET ap6s as 90 horas, podendo ser visualizada nos cromatogramas dos anexos
44 a 47. O produto majoritario foi TPA e devido a baixa formagdo de MHET néao foi

possivel quantifica-lo pela curva analitica de MHET.

Tabela 9 - Reacéo de hidrélise de PET com enzimas purificadas, conversao e rendimento de

despolimerizagao

Rendimento

Tempo Conversao TPA
Enzima despolimerizagdao em
(Horas) (mg)
massa (%)
F243T 48 0,70 14
F243T 90 4,89 74
H218S F243T 48 0,30 11
H218S F243T 90 1,95 60

Fonte: Préprio autor

A mutante LCC-F243T apresentou um aumento de 15,62% na
despolimerizacdo de PET em 90 horas em relagdo a enzima selvagem. Entretanto no
trabalho de Pirillo e seus colaboradores (2023) a mesma enzima apresentou um
aumento de 39,06%, também em relagdo a enzima selvagem, com rendimento de
despolimerizacdo de 89% em 90 horas. Tal disparidade pode ser explicada pela
atividade enzimatica das enzimas utilizadas no trabalho de Pirillo e neste trabalho.

Em Pirillo e seus colaboradores (2023), a atividade enzimatica € determinada
pela degradacédo de nanoparticulas de PET e do acetato de 4-nitrofenila indicando a
formacido de produtos aromaticos totais no primeiro caso. Desta forma, apesar da
enzima, substrato e condi¢des experimentais serem as mesmas, o valor de atividade
infere na concentracao a ser utilizada nas reagdes, devido a proposta deste trabalho
em usar o HPLC para a determinacao da atividade, tal diferenca na despolimerizacao

foi evidenciada.
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Em relagdo a enzima com a dupla mutagao, LCC-H218SF243T, o rendimento
foi 7% menor que a da enzima selvagem, entretanto a alteragéo do residuo de histidina
para serina ndo desestabilizou ou tornou disfuncional o desempenho da enzima.
Apesar de ndo ser seletiva para a formacao de TPA como a F243T, a enzima
H218SF243T apresentou rendimento de despolimerizacdo em massa de 60% em 90

horas indicando a formagao de oligbmeros como produtos da biodegradagao do PET.
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5. CONCLUSOES

Dentro dos desafios da reciclagem dos plasticos, em especifico na reciclagem
do plastico polietileno tereftalato (PET), este trabalho teve como proposta estudar
mais uma possibilidade para proporcionar o fechamento do ciclo da economia circular
do PET, através do estudo aprofundado da tecnologia de biocatalise — degradacgéao
enzimatica de PET, que va ao encontro da sustentabilidade, possibilitando o “upcycle”
dos residuos de PET pds-consumo para PET reciclados de alta qualidade, assim
como favorecer a compensacgao da pegada de carbono e a diminuicdo do gasto
energético do processo.

Neste trabalho foi possivel produzir as enzimas PET hidrolases: ssLCC (ss =
ponte dissulfeto em D238C-S283C); F243T, H218S-F243T e ssH218S-F243T, sendo
estas as mutantes da cutinase LCC, o que viabilizou o estudo da degradacéo de PET
via catalise enzimatica. Quanto ao substrato utilizado para este estudo, foi realizado
uma caracterizagao do filme de PET, obtendo as propriedades de Tg 72,62°C e Xc
1,11%. Apesar das mutantes utilizadas serem termoestaveis em temperaturas acima
da transigao vitrea do substrato, foi evidenciado um rendimento de despolimerizagao
menor nestas temperaturas.

Outro ponto de destaque foi a utilizagdo das enzimas em extrato enzimatico.
Apesar de ser atrativo em relacdo ao custo do processo quando comparado com a
enzima purificada, a interagdo enzima-substrato para esta reagao foi prejudicada
gerando degradagdes menores que 5%. Portanto, optou-se por trabalhar com a
enzima pura.

Ainda que a conversio obtida pela mutante com melhor desempenho observado
neste trabalho, aumento de 15,62% em relacdo a enzima selvagem, n&o tenha
atingido os mesmos valores da literatura, a contribuicdo deste trabalho frente ao
estudo de degradacao de PET para a literatura se da pelo monitoramento das reacdes
destacando a seletividade da enzima e a determinacdo dos produtos especificos

gerados na degradacéao do PET.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Curva de Calibracdo do padrao de MHET no HPLC
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Anexo 2. Curva de Calibracdo do padrao de TPAno HPLC
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Anexo 3. Curva de calibragdo com padrao BSA para o ensaio de Bradford

Curva de Bradford
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Anexo 4. Espectro de massas do composto 1 (Tabela 3)
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Anexo 5. Espectro de massas do composto 2 (Tabela 3)
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Anexo 6. Espectro de massas do composto 3 (Tabela 3)
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Anexo 7. Espectro de massas do composto 4 (Tabela 3)
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Anexo 8. Espectro de massas do composto 5 (Tabela 3)
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Anexo 9. Espectro de massas do composto 6 (Tabela 3)
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Anexo 11. Espectro de massas do composto 8 (Tabela 3)
% Base Peak: 105/406 675
1004 mz
753 77
504
25 51
0 © w9 |52 63 65 (L 53 8
% B % P ) ) % % %
Anexo 12. Espectro de massas do composto 9 (Tabela 3)
% Base Peak: 105/7,514,954
1004 105 ™z 10.00 ADs. inten 0 Relinten. 00
(@]
4o
$1
o 39 1|52 3 3 91 94 1108 122 129 138 148
10 20 30 ) 50 &0 70 ) % 100 1o 120 130 140
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Anexo 13. Espectro de massas do composto 10 (Tabela 3)

% Base Peak: 105/1, 807 635
4 mwz Abs. Inten,
1004 195
1 7
50
] HO q
W ows | |53 g2 68 ol 8 134 e
10 20 0 ) 0 &0 70 F:) %0 100 110

Anexo 14. Espectro de massas do composto 11 (Tabela 3)

% Base Peak: 131/1,522,786
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W
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~
- Q 103
= 144
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o 28 44 | 8385 87 91 | 118 121 | 128 149 4es 164 174
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Anexo 17. Espectro de massas do composto 14 (Tabela 3)

% Base Peak: 181/974.444
100+
[»] = 149
50 J\O
© 76
s 4 121
167
- & o Al JJJ 9 w5 us oo 135 il L‘ Il
bt T T T T T
250 0.0 75.0 100.0 125.0 150.0

Anexo 18. Espectro de massas do composto 15 (Tabela 3)

% Base Peak 105/4,177,828
100 105 ™z 1000 Abs. ien T Rel nten. 0.
1 (o]
1 (0]
504 ~"0
] 0 7
- a7 s 85 | 93 ] 121 i 166 178 18 207 237 a7 251 287
T t T —+ T T T T T T
250 50.0 75.0 100.0 1250 150.0 175.0 200.0 250 2500



Anexo 19. Espectro de massas do composto 16 (Tabela 3)

%
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Base Peak: 297/4.218 686

1004
o Y@
0~PO 149
e \/©)L 0 108
7 I|
- 35 es 93 121 R | 166, 181 4o 207
260 50.0 750 100.0 1250 150.0 175.0 200.0

Anexo 20. Espectro de massas do composto 17 (Tabela 3)

’ Base Peak: 367/2,332 675
] mz  10.00 Abs. inten — 0 Rel nten
100+ a 7
] o — 335
PeSmung
1 = Q 104
1 76 L 149 152 191 219 4 296
44 6 | s 12 il | L. ? 207 | 20 268 231 1 | a7 1
250 50.0 750 100.0 1250 150.0 175.0 2000 2250 2500 2750 300.0 3250 350.0 3750
Anexo 21. Espectro de massas do composto 18 (Tabela 3)
L Base Peak: 105/1,862,038
100 105 ™z  10.00 ADs. inten el inten
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7|? ) |-|1‘3
b 72 Hil 132 16 181191 207 25 253 1 i
250 = 50.0 750 100.0° 1250 150.0 1750 - 200.0 2250 250.0 2?%.02§ 3000
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Anexo 22a. Sequéncia de aminoacido — LCC

MGSNPYQRGPNPTRSALTADGPFSVATYTVSRLSVSGFGGGVIYYPTGTSLTFGGIA
MSPGYTADASSLAWLGRRLASHGFVVLVINTNSRFDYPDSRASQLSAALNYLRTSS
PSAVRARLDANRLAVAGHSMGGGGTLRIAEQNPSLKAAVPLTPWHTDKTFNTSVPV
LIVGAEADTVAPVSQHAIPFYQNLPSTTPKVYVELDNASHFAPNSNNAAISVYTISWM

KLWVDNDTRYRQFLCNVNDPALSDFRTNNRHCQHHHHHH

Anexo 22b. Sequéncia de DNA — LCC (Otimizada para expressdo em E. coli)

ATGGGCAGCAACCCGTATCAGCGCGGCCCGAACCCGACCCGCAGCGCGCTGA
CCGCGGATGGCCCGTTTAGCGTGGCGACCTATACCGTGAGCCGCCTGAGCGTG
AGCGGCTTTGGCGGCGGCGTGATTTATTATCCGACCGGCACCAGCCTGACCTTT
GGCGGCATTGCGATGAGCCCGGGCTATACCGCGGATGCGAGCAGCCTGGCGTG
GCTGGGCCGCCGCCTGGCGAGCCATGGCTTTGTGGTGCTGGTGATTAACACCA
ACAGCCGCTTTGATTATCCGGATAGCCGCGCGAGCCAGCTGAGCGCGGCGCTG
AACTATCTGCGCACCAGCAGCCCGAGCGCGGTGCGCGCGCGCCTGGATGCGA
ACCGCCTGGCGGTGGCGGGCCATAGCATGGGCGGCGGCGGCACCCTGCGCAT
TGCGGAACAGAACCCGAGCCTGAAAGCGGCGGTGCCGCTGACCCCGTGGCAT
ACCGATAAAACCTTTAACACCAGCGTGCCGGTGCTGATTGTGGGCGCGGAAGC
GGATACCGTGGCGCCGGTGAGCCAGCATGCGATTCCGTTTTATCAGAACCTGCC
GAGCACCACCCCGAAAGTGTATGTGGAACTGGATAACGCGAGCCATTTTGCGCC
GAACAGCAACAACGCGGCGATTAGCGTGTATACCATTAGCTGGATGAAACTGTG
GGTGGATAACGATACCCGCTATCGCCAGTTTCTGTGCAACGTGAACGATCCGGC

GCTGAGCGATTTTCGCACCAACAACCGCCATTGCCAGCATCATCATCATCATCAT



Anexo 23. ssLCC em vetor pET28a(+)

(6062) BglII

(6021) SgrAl :_Xbal (60)

) Ncol (99)

(5664) BStAPI

(5340) Mlul
(5326) BdI*

(5158) BStEIT

(5137) Apal
(5133) PspOMI

(4929) BssHII .
(4894) EcoRV -
(4838) Hpal—

sslcc-in-pet28a

(4499) PshAI— 6068 bp

(4283) Bgll —
(4262) Fspl - FspAI
(4234) PpuMI

(3497) PAIFIL - Tth11ll — —
(3472) BstZ171
(3435) Tatl
(3356) BspQI - Sapl
(3239) PdlI

(3066) BssSI - BssSal

Anexo 24. F243T em vetor pET28a(+)

(6051) SgrAl  BglII (24)
| ‘Xbal (90)
(5694) BStAPI ~Neol (129)

(5370) Mlul
(5356) BclI*

(5188) BstEIL
(5167) Apal
(5163) PspOMI —

(4959) BssHII _
(4924) EcoRV
(4868) Hpal

f243t-in-pet28a(1)

(4529) PshAT 6068 bp

(4313) Bgll —
(4292) Fspl - FspAl
(4264) PpuMI

(3527) PAIFI - Tth1111 ——
(3502) BstZ171

(3465) Tatl

(3386) BspQI - Sapl )

(3269) Pdil

(3096) BssSI - BssSal

EcoRI (902)
Eco53kI (910)
SacI (912)
Sall (915)
HindIII (921)
-~ Eagl - Notl (928)
“ PaeR71 - PspXI - Xhol (936)
BIpI (1015)

—— Psil (1468)

" AsiSI - Pvul (2043)

N
“ TspMI - Xmal (2165)
Smal (2167)

BspDI - Clal (2348)

Acul (2697)

EcoRI (532)

[ Eco53kI (940)
SacI (942)

“Sall (945)

“ HindIII (951)

-Eagl - NotI (958)

PaeR71 - PspXI - Xhol (966)
BlpI (1045)

— Dralll (1373)

—— Psil (1498)

" AsiSI - Pvul (2073)

. TspMI - Xmal (2195)
Smal (2197)

BspDI - ClaI (2378)

Acul (2727)

71



Anexo 25. ssH218SF243T em vetor pET28a(+)

(6062) BglII
(6021) SgrAT

(5873) Sphl_
(5664) BStAPT

Xbal (60)
/ Ncol

(5340) Mlul
(5326) BdI*

(5158) BStEII
(5137) Apal "
(5133) PspOMI —

(4929) BssHII .
(4894) EcoRV —
(4838) Hpal-

ssh218s-f243t-
in-pet28a

(4499) PshAI— 6068 bp

(4283) BglI-
(4262) Fspl - FspAI~
(4234) PpuMI

(3497) PAFI- Tth111l —
(3472) BstZ171 — _
(3435) Tatl
(3356) BspQI - Sapl
(3239) Pdl

(3066) BssSI - BssSal

Anexo 26. H218SF243T em vetor pET24a(+)

(6000) Sphl SgrAl (
(5791) BstAPT

(5453) BelI*

(5285) BStEIL
(5264) Apal
(5260) PspOMI —

(5056) BssHII
(5021) EcoRV __
(4965) HincII - Hpal

(4626) PshAI—

6043 bp

(4389) Fspl - FspAl ~—

(3624) PAIFI - Tth1111-_
(3599) BstZ171
(3598) Accl

(3486) BspQI - Sapl )
(3369) Pail ‘
(3196) BssSI - BssSal AlwNI

%,

(99)

Acul (2697)

105)

BglIT (146)

BamHI (216)

p
G

o
h218s-f243t-in-pet24a(1)

Nrul

(2960)

EcoRI (902)
Eco53kI (910)
Sacl (912)
Sall (915)
HindIII (921)
“.~Fagl - NotT (928)
“ PaeR71 - PspXI - Xhol (936)
BlpI (1015)

—— Psil (1468)

" AsiSI - Pvul (2043)

N
“ TspMI - Xmal (2165)

Smal (2167)

spDI - Clal (2348)

BbvCI (592)
Mscl (639)
7 _BseRI (669)

__BfuAI - BspMI (834)
_BsrGIL (912)

HindIII (1052)

/.- Eagl - NotI (1059)

~ PaeR7I - PspXI - Xhol (1067)

_——BlpI (1146)

—— Dralll (1474)

—— Psil (1599)

" ASISI - Pvul (2173)

" TspMI - Xmal (2295)
Smal (2297)

BspDI - Clal (2478)

(2514)

72
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Anexo 27. Cromatograma da reacao para determinacao de atividade enzimatica

com o composto BHET - controle “branco”

(—BHET - Branco - CHS

300000

200000

Intensity [u¥]

100000

04,

T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 220 240 26.0 280 30.0
Retention Time [min]

Anexo 28. Cromatograma da reagao para determinacao de atividade enzimatica

com o composto BHET — extrato ssLCC

—BHET - ssLCC - CHS

300000
z
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H
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0 AL
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Anexo 29. Cromatograma da reacao para determinagao de atividade enzimatica

com o composto BHET — extrato F243T

300000

Intensity [V

200000
T T T T T T T T T T T T T T !
0.0 20 40 6.0 20 10.0 120 14.0 16.0 18.0 200 22,0 240 26.0 280 300
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Anexo 30. Cromatograma da reagdo para determinacao de atividade enzimatica

com o composto BHET — extrato H218SF243T
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Z 100000
: M
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Anexo 31. Cromatograma da reacao para determinagao de atividade enzimatica

com o composto BHET — extrato ssH218SF243T
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Z 200000
H
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Anexo 32. Cromatograma dos padrboes de TPA e BHET na condigéo de eluicéo (A)

para os extratos enzimaticos

200000 1 o BHET e on
OH /\ O
200000
HO
/ o~
100000 |
l\ Q

[—TPA e BHET - padrio - CHS

Intensity [uV]

0 TPA
N J

T T r r r T T T T T T T T T ]
0.0 0 4.0 6.0 80 10.0 120 14.0 16.0 180 200 220 240 260 280 300
Retentian Time [min]

Anexo 33. Cromatograma da reacao de biodegradagao de PET com extrato da
variante ssLCC

(—ssLCC 500uL 70°C 500rpm 120h - CHS
[—ssLCC 500uL 55°C 500rpm 120h - CHS

300000
[——ssLCC 200uL 55°C 500rpm 120k - CHS
&
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& .
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0.0 20 40 6.0 8.0 100 120 14.0 16.0 180 200 220 240 26.0 280 300
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Anexo 34. Cromatograma da reacao de biodegradacédo de PET com extrato da F243T

(—F243T 500uL 70°C 500rpm 120h - CH5
[ F243T 500ul 55°C Orpm 120h - CHS

300000
(—F243T 200uL 55°C 500rpm 120h - CHS
£
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E
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14,
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Anexo 35. Cromatograma da reacdo de biodegradacdo de PET com extrato da
H218SF243T

[—H218SF243T 500uL 70°C 500rpm 120h - CHS
|——H218SF243T 500uL 55°C 500rpm 120h - CHS
300000

|——H218SF243T 200uL 55°C 500rpm 120h - CHS
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Anexo 36. Cromatograma da reagédo de biodegradacdo de PET com extrato da
ssH218SF243T

(——ssH218SF243T 500uL 70°C 500rpm 120h - CHS
[——ssH218SF243T 500uL 55°C 500rpm 120h - CHS

300000
|—ssH218SF243T 200ul. 55°C 500rpm 120h - CHS
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g
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0 o A= - /&___ — - e ———— R —
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Anexo 37. Cromatograma dos padrbées de TPA, MHET e BHET com padrao interno
MHEmMT na condi¢&o de eluicao (B)

800000 \—n’-\ MEET - BHET - MHEMT (Método 35-50% 40°C) - CHS|
600000
5 MHEmT on
Z 400000 MHET 07
]
=
£ 200000
BHET
0
T T T T T T T T T T T T T T 1
00 L0 20 30 10 50 6.0 7.0 50 100 110 130 130 140 150 160 170 180 150 200 210 0 M0 240 250

Retention Time [min]

Anexo 38. Cromatograma do padrdo de TPA c/ padrao interno MHEmMT na condigao
de eluigao (B)

B00000 ==TPA 0.lmg-mL (PI) - CHE

600000 TPA Q
=
=
E 400000 n OH
: HO Al
= 200000 | |

(o]
o — J A S .
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Anexo 39. Cromatograma do padrédo de MHET c/ padrao interno MHEmMT na condigao

de eluigao (B)

oueo .
_ 600000 MHET o] |
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E 200000
=
. .~ L U

00 19 20 30 49 S50 60 79 89 %0 100 L0 120 130 M9 IS0 160 170 180 180 200 20 320 230 240 350
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Anexo 40. Cromatograma do padrédo de BHET c/ padrao interno MHEmMT na condigao

de eluigao (B)

o000 BHET m
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: o]
T 400000 HO™ ™
3 ‘
Z 200000
\n
0 | W N
" T . T T T r T T r T + T 1
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Retention Time [min]

Anexo 41. Cromatograma da reacgao para determinacao de atividade enzimatica com
o composto BHET c/ padrao interno MHEmMT na condi¢do de eluigdo (B) — controle

enzima purificada.
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600000
400000
200000
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Anexo 42. Cromatograma da reacgao para determinacao de atividade enzimatica com
o composto BHET c¢/ padrdo interno MHEmMT na condicdo de eluicdo (B) — enzima
purificada F243T.

800000 [—F2431-BHET-CHS
_ 600000
z
Z 400000
£
= 200000
0
T T 1
00 10 20 a0 40 50 60 70 80 9.0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Retention Time [min]

Anexo 43. Cromatograma da reagéo para determinacéo de atividade enzimatica com
o composto BHET c/ padrdo interno MHEmMT na condicdo de eluicéo (B) — enzima
purificada H218SF243T.

800000 [—Hz185F2431 - BHEL CHS
_ 600000
z
2 400000
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Anexo 44. Cromatograma da reagéo de biodegradacéo de PET 48h ¢/ padrao interno

MHEmMT na condicéo de elui¢cdo (B) — enzima purificada F243T.
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Anexo 45. Cromatograma da reacéo de biodegradacéo de PET 90h c/ padréo interno

MHEmMT na condicéo de elui¢cdo (B) — enzima purificada F243T.

800000 —F243T PET 90H CHS
= 600000
z
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Z 200000
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Anexo 46. Cromatograma da reacao de biodegradacao de PET 48h c/ padrao interno
MHEmMT na condigao de eluigao (B) — enzima purificada H218SF243T.
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Anexo 47. Cromatograma da reacao de biodegradacéo de PET 90h c/ padréo interno
MHEMT na condi¢&o de elui¢cdo (B) — enzima purificada H218SF243T.
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= 600000
z
& 400000
E
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Anexo 48. Cromatograma do experimento controle — sem enzima - reacédo de

biodegradagao de PET 90h ¢/ padrao interno MHEmMT na condigao de eluicédo (B)
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Anexo E1. Relatério das atividades de capacitagcao CAPES — Print

Periodo do relatorio: setembro a outubro de 2024

1. Resumo das atividades realizadas no periodo deste relatério

No periodo de 7 semanas, a que se relatorio, foram realizadas atividades
experimentais no laboratorio e atividades didaticas. As atividades experimentais
tiveram como alvo a enzima hidroxinitrila liase.

Em relacdo as atividades didaticas, cursei os tépicos BIOC 4351/56351 (001)
da disciplina Protein Engineering (Fall 2024) ministrada pelo Prof. Dr. Romas J.
Kazlauskas na University of Minnesota (Tabela 1). Esta disciplina contribuiu com
conhecimentos sobre enzimas, com énfase nos objetivos ao projetar variantes
enzimaticas e suas aplicagdes, os quais foram uma complementacgao tedrica da minha
formagao iniciada no mestrado.

Em relacdo a pesquisa, sob a coorientacdao do Dr. Sharak Sharad, foram
projetados os primers utilizados nas reagcbes de PCR para a obtengao das variantes
enzimaticas da HNL1, da enzima hidroxinitrila liase. Foram realizadas a expressao
dos genes das variantes, a purificagao das enzimas produzidas e analise da atividade

enzimatica com o substrato 2-nitro-1-feniletanol.

Tabela 1 - Topicos da disciplina BIOC 4351/5351 realizados durante o periodo de capacitagao

Semana 1: Estabelecendo metas e produzindo proteinas variantes

Semana 2: Logica da engenharia de proteinas

Semana 3: Medindo a estabilidade das proteinas

Semana 4: Engenharia da estabilidade das proteinas

Semana 5: Medindo e melhorando a ligagao

Semana 6: Medindo as taxas de reacéo.

Semana 7: Projetando enzimas mais rapidas

Semana 8: Engenharia de enzimas mais rapidas
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2. Objetivo

Esta capacitagao teve como objetivo geral aprender e aperfeigoar uma técnica
voltada a biocatalise, por meio da consolidagdo de parcerias internacionais com o
intuito de aprimorar a qualidade da produg¢ao académica. Para atingir este objetivo foi
realizado o estudo de engenharia de proteinas e de reagcbes de PCR - Reagdo em

Cadeia da Polimerase.

3. Justificativa

Muitas aplicagdes de enzimas para sintese de produtos farmacéuticos e na
quimica organica sao limitadas pela baixa atividade catalitica das enzimas. Entretanto,
através da engenharia de proteinas, € possivel melhorar a capacidade catalitica,
criando oportunidades para as aplicagdes das enzimas em contextos industriais e em
problemas ambientais, pautando-se em principios da quimica verde.

Nesta pesquisa, foi utilizado como base a enzima HNL1, uma hidroxinitrila liase
ancestral da superfamilia a/p-hidrolase, que realiza clivagem de hidroxinitrilas e
hidrolise de ésteres. Como esta enzima possui caracteristica de ser promiscua, o
objetivo desta capacitagao foi aumentar a capacidade da HNL1 para catalisar a reagcao
de Henry (nitroaldol), reagao de formacao de ligagdo C-C, sendo util para a sintese

enantiosseletiva de intermediarios farmacéuticos.

4. Descricao das atividades de pesquisa desenvolvidas no periodo

4.1.Mutagénese sitio dirigida

Foram sintetizadas trés variantes da HNL1, obtidas por duas substitui¢des de
aminoacidos nas posigdes 152 e 156. Neste relatério serd abordada somente a
variante enzimatica HNL1-L152F. Esta substituicdo foi realizada pelo método Q5 de
mutagénese dirigida por sitio (New England BiolLabs, Inc.), de acordo com as
instrugbes do fabricante.

A Tabela 2 lista os pares de primers utilizados para a etapa de reagao em
cadeia da polimerase (PCR) da mutagénese sitio dirigida. O procedimento do método

Q5 para reagao em cadeia da polimerase (volume total de 50 uL) foi realizado com a
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adicado de 500 ng do DNA molde (HNL1), 0,5 uM de cada primer, 10mM de dNTPs 10
ML do tampédo Q5, 10 pyL de Q5 High GC Enchancer e 0,5 yL da Q5 DNA polymerase
(0,02 U/uL). O Equipamento utilizado para a reagdo de PCR foi o PTC-200 Peltier
Thermal Cycle e o programa de temperatura foi: desnaturagao inicial a 98°C por 30
segundos, seguida de 35 ciclos de desnaturagéo a 98°C por 10 segundos, anelamento
a 52°C por 30 segundos, e extensado a 72°C por 30 segundos. Por fim, concluiu-se

com uma extensao de 2 minutos a 72°C, seguida de resfriamento para 4°C para

armazenamento.
Tabela 2 — primers usados na PCR
Primers Sequéncia 5’-3’ GC (%) Temp. de fusao (°C)
L152F-F atgaaacttggctttaaaTTTatgcgg 33,33% 55,7
L156F-R ccgcatcaatttaaagccaagtttc 40% 56,1

A reacao foi analisada em um gel de agarose a 1% (Figura 1) para confirmar
a presenca do produto linear de PCR na regido de 6kb. O produto da reagao foi entéo
tratado com a mistura de enzimas Quinase-Ligase-DPNL (KLD) em uma reagéo de 10
ML contendo 1 puL da mistura KLD, 5 yL do tampao KLD, 2 pL do produto de PCR e 2
ML de agua livre de nucleases para promover a remogao o DNA molde (HNL1) e

recircularizacao do produto linear de PCR para uma transformacao mais eficiente.

Figura 1 — Analise do produto de PCR em gel de agarose 1%

Ap6s o tratamento do produto linear, células de E. coli DH5a foram

transformadas com os plasmideos da mutante HNL1-L152F via choque térmico,
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plagueadas em meio de cultura LB sdlido suplementado com carbenicilina (100
Mg/mL) e incubadas durante a noite a 37°C, controles foram realizados com
canamicina (50 pg/mL) e sem antibidtico de resisténcia. O DNA foi extraido pelo mini-

prep (Monarch Kit) e sequenciado antes da etapa de expressao.

4.2.Expressao proteica e purificagao

Apos a confirmacido do DNA, as enzimas HNL1 e sua variante HNL1-L152F
foram expressas em E. coli BL21, e a purificagao por cromatografia de afinidade com
Ni gerou proteina de alta pureza. Para a expressao foi utilizado meio de cultura LB
contendo carbenicilina (100 ug/mL, 5 mL) no qual foi inoculado com uma unica colénia
bacteriana de uma placa de agar e incubado em um agitador orbital a 37 “C e 200 rpm
por 15 horas para criar uma pré-cultura.

Em um erlenmeyer de 1 L com meio de cultura TB suplementado com
carbenicilina (250 mL) foi inoculado com essa pré-cultura e incubada em um shaker a
37 °C e 250 rpm até que a ODsoo atingisse 1.0, sendo entao transferida para 17 °C e
180 rpm por 1 hora para esfriar. Foi adicionado Isopropil f-D-1-tiolagalactopiranosideo
(IPTG, 0,1 mM de concentracéo final) para induzir a expressao génica, e a incubagao
continuou por 20 horas. As células foram colhidas por centrifugacéo (8000 rpm, 10
minutos a 4 °C), ressuspensas em tampao de lise (20 mM de imidazol, 50 mM de
NaH2PO4, 300 mM de NaCl, pH 7.2, 20 mL) e rompidas por sonicag¢ao (400 W, 40%
de amplitude por 5 minutos). O tubo foi centrifugado (4 °C, 12.000 rpm, 45 minutos) e
o sobrenadante foi filtrado em um filtro de 0,22 um.

Para a etapa de purificacdo o sobrenadante foi carregado em uma coluna
contendo resina NiNTA (1 mL, Qiagen) previamente equilibrada com tampao de lise
(10 mL). A coluna foi lavada com tampao de lise (50 mL) seguida de tamp&o B (25mM
de imidazol, 50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, pH 7.2, 20 mL) e seguida de
tampao C (50mM de imidazol, 50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, pH 7.2, 50 mL).
A proteina com cauda de histidina foi eluida com tampao de eluicédo (125 mM de
imidazol, 50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, pH 7.2, 15 mL) e concentrada para
1 mL usando um tubo de ultrafiltragdo Amicon (corte de 10 kDa). O tampao de eluigao
contendo imidazol foi trocado por cinco adi¢ées sucessivas de tampao BES (5 mM de
N, N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico, pH 7.0, 10 mL) seguido de concentragdo

para 1 mL por ultrafiltragao.
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As fragdes do processo de purificagdo foram quantificadas por nanodrop
configurado para Absorbancia em 260 nm calibrado com uma curva de BSA 1mg/mL.
Seguido de confirmagéo por SDS-PAGE que indicou um peso molecular de ~30 kDa,
em concordancia com o peso calculado de 31,1 kDa. A Figura 2 mostra o gel SDS-
PAGE da HNL1 e da sua variante HNL1-L152F

Figura 2 — SDS-PAGE — HNL1 e HNL1-L152F
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4.3.Ensaio de atividade enzimatica

Para o ensaio das enzimas HNL1 e sua variante HNL1-L152F foi realizado
uma hidrolise do substrato 2-nitro-1-feniletanol (2-NPE), verificando a formagao de
benzaldeido (€280 nm = 1352 cm~'M-') a 280 nm. A mistura reacional (100 uL) em uma
placa de microtitulacdo UV de 96 po¢os (lpoco 0,29 cm) continha 10 pyL de enzima
(200-300 pM), tampao citrato de sédio (50 mM, pH 5,0), 0,1 =5 mM de 2-NPE
(Esquema 1).

Esquema 1 — Atividade enzimatica pela hidrélise do 2-nitro-1-feniletanol (2-NPE)
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OH O

50mM tampao citrato de sodio
H 5,0
NO, p N +  CH3NO,
10 min; RT

Ainclinagdao do aumento na absorbancia em fungéo do tempo foi medida em

triplicata, ajustada a uma linha usando regressao linear e corrigida para a hidrodlise
espontanea do substrato com reagdes em branco sem a enzima. Sendo determinado
a atividade das enzimas e relatado em U/mg pela massa de enzima utilizada na
hidrolise de 5mM de substrato 2-NPE e formacdo de benzaldeido por segundo.
Obtendo um valor de 0,002426 U/mg para a enzima HNL1 e 0,000628
U/mg para a variante L152F-HNLA1.

5. Conclusao

Durante o periodo de 45 dias, foi possivel cumprir com os objetivos propostos
nessa capacitagao, aprendizagem e aperfeigoamento da técnica, PCR, de encontro a
area de biocatalise, assim como o fortalecimento da parceria com o Prof. Dr. Romas
J. Kazlauskas e a com a University of Minnesota. Quanto a pesquisa foi possivel
cumprir parcialmente com os objetivos propostos, devido ao tempo disponivel para a
execucao do trabalho, no que se diz respeito as reacdes, seria necessario maior
tempo para execugdo e estudo das mesmas. Apesar disso, as técnicas e métodos
executados durante esse periodo promoveram um aperfeigopamento que vai de

encontro ao projeto de mestrado auxiliando no desenvolvimento deste.
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