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RESUMO

O uso indiscriminado de plasticos e a ma gestao de seus residuos tém levado a uma crescente
poluicao ambiental, especialmente nos oceanos. O polietileno tereftalato (PET) ¢ um dos
polimeros mais utilizados globalmente, devido as suas propriedades mecanicas e térmicas, mas
sua resisténcia a degradacdo natural o torna um dos principais poluentes plésticos. Este projeto
teve como objetivo desenvolver um sistema pratico e eficiente para a degradagao enzimatica de
de bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET), um intermediario de PET. Para isso, foram testadas
diversas lipases comerciais, destacando-se a lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada
em Immobead 150 (TIL-150), que demonstrou alta eficiéncia na hidrolise de BHET, com
conversdes superiores a 90% e seletividade para a formacdo do intermedidrio mono-
(hidroxietil)tereftalato (MHET). O estudo também avaliou a reciclabilidade da TIL-150, que
manteve sua atividade catalitica por 10 ciclos consecutivos, demonstrando sua viabilidade para
aplicagdes em maiores escalas. Os resultados obtidos indicam que a utilizacdo de lipases
comerciais imobilizadas pode ser uma estratégia de econdmica para o desenvolvimento de
protocolos biocataliticos reciclagem enzimatica de PET. A obtengao seletiva do intermediario
MHET foi particularmente relevante, uma vez que este composto ndo estd amplamente
disponivel comercialmente. Por fim, o protocolo desenvolvido tem potencial para aplicagdo em
processos quimicos de depolimerizagdo do pléastico PET, criando-se assim um sistema

sequencial ou simultdneo de degradagdo quimioenzimatica deste polimero.

Palavras-chave: Degradagao de PET, intensificacdo de processos, biocatalise, lipases,

hidrolise.



ABSTRACT

The indiscriminate use of plastics and poor waste management have led to increasing
environmental pollution, especially in the oceans. Polyethylene terephthalate (PET) is one of
the most widely used polymers globally due to its mechanical and thermal properties. However,
its resistance to natural degradation makes it one of the main plastic pollutants. This project
aimed to develop a practical and efficient system for the enzymatic degradation of bis(2-
hydroxyethyl) terephthalate (BHET), a PET intermediate. Various commercial lipases were
tested, with the immobilized Thermomyces lanuginosus lipase on Immobead 150 (TIL-150)
standing out for its high efficiency in BHET hydrolysis, achieving conversions above 90% and
selectivity for the formation of the mono-(2-hydroxyethyl) terephthalate (MHET) intermediate.
The study also evaluated the recyclability of TIL-150, which maintained its catalytic activity
for 10 consecutive cycles, demonstrating its feasibility for larger-scale applications. The results
indicate that the use of immobilized commercial lipases can be a cost-effective strategy for
developing biocatalytic protocols for enzymatic PET recycling. The selective production of the
MHET intermediate was particularly relevant, as this compound is not widely available
commercially. Finally, the developed protocol has potential for application in chemical
processes of depolymerization of PET plastic, thus creating a sequential or simultaneous system

of chemoenzymatic degradation of this polymer.

Key words: PET degradation, process intensification, biocatalysis, lipases, hydrolysis.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Plasticos: Classificacao, Producio e Poluicao

Desde sua introducao no inicio do século XX, o plastico — isto ¢, materiais poliméricos
sintéticos ou semissintéticos — revolucionou todos os seguimentos industriais gragas a sua
versatilidade, durabilidade e baixo custo e se tornou parte integral da sociedade moderna.! No
entanto, a durabilidade e a resisténcia a degradacdo dos plasticos levaram a sua acumulagdo
como residuos persistentes em aterros sanitarios € no ambiente natural, representando uma
ameaca aos ecossistemas e a satide humana.? Compreender os processos de produgio, os
diferentes tipos de plasticos e a sua gestao de residuos ¢ fundamental para abordar o seu impacto
como poluente e promover solugdes sustentaveis.

Os materiais poliméricos podem ser classificados de diversas maneiras, considerando:
(7) sua origem (naturais ou sintéticos), (i7) o método de polimerizagao utilizado na sua producao
(polimerizacdo em cadeia ou por etapas), (iif) a relagdo custo-desempenho (como plasticos de
uso comum versus plasticos de alto desempenho) e (iv) suas propriedades fisicas, especialmente
as termomecanicas.’ No caso das propriedades fisicas, é possivel distinguir os polimeros em
trés categorias principais — termofixos, termoplasticos e elastbmeros — com base em suas

respostas ao estresse mecanico, comportamento térmico e estrutura quimica (Figura 1).

° °
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Figura 1. Classificacdo dos polimeros, de acordo com suas propriedades termomecanicas:
a) termofixo, b) termoplastico e c¢) elastdmero.
Fonte: De autoria propria.



Os termofixos (Figura la) sdo as redes tridimensionais mais robustas e rigidas, com
elevado grau de ligacdes covalentes entre si, que se tornam materiais infusiveis e insoluveis
devido a um processo de cura irreversivel que os fixa em uma estrutura permanentemente
reticulada.* Por isso, os termofixos nio podem ser facilmente reciclados, o que os torna
resistentes termicamente, mecanicamente e quimicamente.® Os termoplasticos (Figura 1b) sdo
materiais compostos por redes densas de cadeias poliméricas unidas por ligagdes ndo
covalentes.* Devido a presenca predominante de ligacdes secundarias fracas entre as cadeias,
essas interagdes intermoleculares se enfraquecem com o aquecimento, permitindo o
processamento facilitado dos termoplasticos, incluindo sua remodelagem e reciclagem.* J4 os
elastomeros (Figura 1c), também conhecidos como borrachas, ndo devem ser considerados
plasticos no sentido estrito, pois representam uma classe muito especial de materiais
poliméricos.> Possuem grande quantidade de ramificacdes e ligagdes cruzadas, formando
cadeias mecanicamente entrelacadas que funcionam como molas moleculares, permitindo que
o material se estique antes de sofrer danos estruturais permanentes.*

Grande parte dos plasticos, nomeadamente mais de 85%, enquadram-se em sete
categorias definidas pela Sociedade da Industria de Plasticos em 1988, em um sistema
conhecido como Cédigo de Identificacio de Resinas (RIC).> O sistema foi criado usando
numeros de 1 a 7 para identificar a resina pléstica utilizada em um artigo fabricado, facilitando
assim a triagem desses materiais para a reciclagem. Os nimeros de 1 a 6 foram atribuidos aos
plésticos mais comuns utilizados como material predominante na composicao, € o nimero 7
para categorizar todos os outros tipos de polimeros ou a mistura deles para combinagdes

multimateriais (Figura 2).
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Figura 2. Os 7 tipos de plastico de acordo com o sistema RIC.
Fonte: Adaptado de Ocean Material (2024) (https://oceanmaterial.com/what-plastics-can-be-recycled/)

A produgdo de plasticos, especialmente os termoplasticos, envolve processos
complexos de alto consumo energético, que se iniciam com a extragdo da matéria-prima —
majoritariamente combustiveis fosseis, como petrdleo bruto, gis natural e carvido.’ Esses
recursos ndo renovaveis passam por uma série de processos quimicos e fisicos, como
polimerizacdo, composi¢do (adicdo de enchimentos, refor¢os e estabilizantes), moldagem e
extrusdo, para produzir diferentes tipos de plasticos com aplicagdes especificas. !>

A demanda por esses produtos, principalmente no setor de embalagens, aumentou
drasticamente nas ultimas décadas, com cerca de 400 milhdes de toneladas de plastico sendo
produzidas anualmente.!?> Considerando que 90% dos plasticos produzidos utilizam matérias-
primas virgens de combustiveis fosseis, os plasticos representam 8-9% da producdo global de
petréleo e gas.® E projetado que a produgéo de plastico ird dobrar em 2040, acarretando em um
crescimento de 9% para 20% no consumo global de petroleo.® Entretanto, a gestdo de residuos
plésticos ndo acompanha a alta velocidade de producao e consumo desses materiais.

A elevada estabilidade quimica da estrutura macromolecular que torna os plésticos tao
valiosos em diferentes aplicagcdes constitui também um obstidculo a sua degradagdo ou
reciclagem.> Apenas cerca de 9% dos residuos plasticos sdo reciclados, sendo o restante
incinerado, depositado em aterros ou acumulado no meio ambiente.” Estimativas apontam que
8,3 bilhdes de toneladas de plasticos virgens foram produzidos até hoje, dos quais 4,9 bilhdes
de toneladas acabaram em aterros sanitarios ou no meio ambiente.® Como consequéncia, a

poluicdo plastica esta emergindo como um dos grandes desafios da atualidade.
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A poluigado pléstica afeta de forma profunda os ecossistemas terrestres e aquaticos. Nos
oceanos, a presenca de plastico representa uma ameaca constante & vida marinha. Animais
marinhos de diversas espécies se enredam em residuos plasticos, sofrendo ferimentos,
sufocamento e até a morte.! Além disso, a ingestdo de microplésticos, particulas de pléstico
menores que 5 milimetros, causa danos internos, obstrugdes e contamina a cadeia alimentar
marinha.! Em ambientes terrestres, os microplasticos se infiltram no solo e na 4gua doce,
transportando uma variedade de contaminantes, como pesticidas e metais pesados, causando
desequilibrios ecoldgicos. A poluicao plastica também altera a estrutura e o funcionamento dos
ecossistemas. A formacao de ilhas de plastico nos oceanos, por exemplo, destréi habitats e
prejudica a biodiversidade. Além disso, o plastico pode liberar substincias toxicas ao se
degradar, contaminando o solo e a 4gua.’

Para enfrentar os impactos da polui¢ao plastica, sdo necessarios agdoes coordenadas em
diferentes niveis, como reduzir ou eliminar o uso de plasticos desnecessarios, estabelecer
limites globais para a producao de plastico virgem, criar padrdes globais alinhados para que os
plasticos de uso comum sejam, por design, praticamente recuperaveis e reciclaveis, e

desenvolver e ampliar as tecnologias de processamento e reciclagem de plasticos.

1.2 Processos de Reciclagem de Plastico

As tecnologias de reciclagem podem ser divididas em quatro subcategorias (reciclagem
primaria, secundaria, tercidria e quaternaria), diferenciadas pela natureza dos processos
empregados e pela natureza dos produtos finais.> A reciclagem primdria ocorre dentro da
propria industria, onde os residuos poliméricos pos-industriais gerados durante a fabricagdo de
plésticos sdo reutilizados no processo de produgio ao serem misturados ao polimero virgem.’
Esse processo garante a alta qualidade do plastico reciclado e € eficiente em termos de custos.
No entanto, a reciclagem primaria ¢ limitada pela necessidade de residuos nao contaminados e
pelo niimero reduzido de ciclos de reutilizagdo para cada material.

A reciclagem secundaria envolve a reutilizacdo de residuos plasticos pds-consumo, que
sdo geralmente contaminados. Nesse processo, também chamado de reciclagem mecanica, os
residuos plasticos inicialmente passam por etapas de coleta, triagem e limpeza, € posteriormente
por processos de fusdo mecanica, produzindo novos plasticos com propriedades menos
exigentes. Consequentemente, os polimeros reciclados dessa forma sdo usados em aplicacdes
de menor qualidade e, eventualmente, acabam em aterros sanitarios.” A reciclagem secundaria

¢ frequentemente considerada uma forma de "reciclagem em cascata" (downcycling), com o
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nimero de ciclos de reprocessamento dependendo da evolugdo das propriedades do polimero.
No caso especifico do PET, as variagdes no peso molecular durante o reprocessamento
mecanico podem ser mitigadas, especialmente por meio da pds-polimerizagao em estado sélido
e/ou da adicdo de extensores de cadeia.’

Na reciclagem terciaria, empregam-se processos (termo)quimicos ou (bio)cataliticos
para degradar residuos poliméricos de maneira altamente seletiva, fragmentando a estrutura
macromolecular em produtos de menor massa molecular com valor agregado.® Esses produtos
incluem mondmeros, oligdbmeros e matérias-primas moleculares, como gas de sintese (CO e
H:), que podem ser utilizados no desenvolvimento de novos materiais.> Os processos mais
comuns envolvem hidrélise, seja com catalisadores quimicos ou enzimas, pirolise e
gaseificagdo. Entre as abordagens de reciclagem tercidria, a despolimerizagao de residuos
plésticos para regenerar os mondmeros originais, que podem ser facilmente repolimerizados
para formar o mesmo polimero, destaca-se como a mais promissora e desejada.’

A reciclagem quaternaria foca na recuperagdo de energia a partir dos residuos plésticos
pos-consumo. Esse processo, feito por incineragao ou pirolise, geralmente ¢ aplicado quando a
coleta, triagem e separacao dos residuos plasticos sdo desafiadoras ou economicamente
invidveis.” Essa op¢do aproveita o alto valor calorifico dos residuos plasticos para produzir
dioxido de carbono e energia na forma de vapor.> No entanto, a incineragdo de residuos causa
sérios problemas ambientais e contribui para as emissdes de gases de efeito estufa, pois gera
varios poluentes perigosos e compostos organicos volateis, exigindo limpeza posterior dos
incineradores.?

Independentemente do tipo de processo, a reciclagem de plésticos ¢ um processo
essencial para a sustentabilidade ambiental e a conservacao de recursos. Os diferentes métodos
e processos de reciclagem apresentam vantagens e desvantagens, € a escolha da melhor
abordagem depende de diversos fatores, como o tipo de pléstico, o nivel de contaminagao e as
aplicacoes desejadas. Entretanto, esta area enfrenta uma série de desafios complexos que
limitam sua efic4cia e abrangéncia.

Uma dificuldade inicial esta na etapa de coleta e triagem, agravada pela contaminagao
com roétulos, revestimentos e restos de alimentos. Outro obstaculo ¢ a complexidade e a
diversidade das composigdes plasticas, exacerbadas pelos aditivos quimicos adicionados para
versatilidade, o que torna dificil a reciclagem em larga escala sem comprometer a qualidade do
material reciclado, afetando seu valor de mercado e limitando as possibilidades de
reaproveitamento.'® Vale também ressaltar a dificuldade em competir com a produgio de

plastico virgem derivado de combustiveis fosseis, que ainda ¢ mais barata e abundante,
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desincentivando investimentos em infraestrutura de reciclagem, especialmente em paises de
baixa renda.'® Além disso, a falta de padronizacdo global nas politicas de reciclagem e os
impactos ambientais e sociais do processo, como a liberagdo de microplasticos e substancias
toxicas, exigem atencao e solugdes inovadoras.

A pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias de reciclagem, mais eficientes e
sustentaveis, sdo cruciais para enfrentar os desafios da polui¢do por plésticos e promover a
economia circular. Nesse contexto, a reciclagem de plasticos utilizando enzimas ou
microrganismos surge como uma alternativa ambientalmente amigavel na reciclagem terciaria,
com o objetivo de gerar produtos finais de alta pureza, como mondémeros, oligdmeros e outros
produtos de alto valor agregado.'! Até o momento, uma variedade de espécies microbianas e
fingicas com atividade enzimatica sobre diversos polimeros, incluindo PP, PE e,
especialmente, PET, foi identificada.!? No entanto, ainda ha uma lacuna nos dados de pesquisa
que evidenciem os beneficios dessa abordagem devido a sua novidade, e sua viabilidade em

larga escala ainda precisa ser comprovada na industria.'?
1.3 Polietileno tereftalato (PET)

O polietileno tereftalato (PET) ¢ um dos termoplasticos mais abundantes e produzidos
em massa. Devido as suas excelentes propriedades mecanicas, estabilidade térmica,
impermeabilidade para liquidos e gases e transparéncia, ¢ amplamente utilizado para fibras
téxteis, garrafas de bebidas e embalagens para alimentos.!> O PET é uma resina semicristalina,
incolor e higroscopica, sintetizada por policondensacdo de acido tereftalico (TPA) e
etilenoglicol (EG), formando um polimero de poliésteres arométicos (Figura 3).!* A
transesterificagdo de EG com dimetiltereftalato (DMT) foi amplamente utilizada até a década
de 1960, mas as baixas velocidades de reacdo e a alta corrosividade tornaram esse processo

obsoleto.?
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Figura 3. Estrutura quimica do PET.
Fonte: De autoria propria.

A alta demanda por plasticos a base de PET, principalmente nas industrias de
embalagens, levou a producao total de cerca de 19 milhdes de toneladas em 2015, de um total
de 270 milhdes de toneladas de producao total de plastico. Da produgao total de PET, cerca de
60% ¢ destinada a fibras sintéticas, enquanto a producdo de garrafas corresponde a cerca de
30%.> Em consequéncia ao ritmo acelerado de produgio e consumo, o PET é um dos principais
componentes dos residuos plasticos encontrados no ambiente, juntamente com o PE, PP ¢ PS.!5

O PET ¢ o pléstico mais reciclado no mundo, identificado pelo codigo RIC 1. Cerca de
28% da producao total de PET ¢ reciclado em fibras, chapas, filmes e garrafas e pecas
automotivas, enquanto o restante ¢ descartado em aterros sanitdrios ou passam por
incineracdo.'®

Diversos métodos de reciclagem sao praticados para o gerenciamento de residuos de
PET, como reciclagem térmica, mecinica e quimica.'* A reciclagem mecénica é um dos
métodos mais utilizados, e envolve a triagem e separacdo de residuos de PET, seguida de
lavagem, moagem e esmagamento para reduzir o tamanho das particulas. Finalmente, a
reextrusio e o reprocessamento sdo feitos para a producdo de novos produtos a base de PET.!¢
No entanto, a heterogeneidade dos residuos, juntamente com a presenga de contaminantes,
dificulta o processamento mecanico. Além disso, os produtos formados a partir de residuos de
PET reciclados mecanicamente sdo de baixa qualidade devido ao estresse mecanico e foto-
oxidagdo causados pelo calor de fusdo. Assim, este método de reciclagem ¢ geralmente

praticado para a producio de plasticos de baixa qualidade.'®
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A reciclagem quimica envolve a degradagdo do PET em suas formas monoméricas,
oligoméricas e outras formas quimicas usando varios processos envolvendo diferentes produtos
quimicos. Alguns dos métodos de reciclagem quimica de PET sao: (i) glicolise, que envolve a
transesterificacdo do PET com um excesso etileno glicol (EG) para obter bis(2-hidroxietil)
tereftalato (BHET); (i) alcooldlise, que envolve a transesterificagdo do PET com um élcool —
geralmente metanol — para obter DMT e EG; e (iii) hidrolise acida ou basica, que envolve a
clivagem do PET para obter TPA e EG.!” Apesar da eficiéncia da degradacio, esses métodos
geralmente demandam altas temperaturas, geram subprodutos indesejados e efluentes, nao
sendo considerados ecologicamente corretos.'*

A reciclagem biologica/enzimatica, isto €, utilizacdo de microrganismos ou enzimas
como catalisadores para a degradagdo de PET, ¢ apontada como estratégia promissora e
sustentavel para o gerenciamento de residuos de PET. Esta abordagem oferece vantagens, como
condi¢des suaves de pH, temperatura relativamente baixa, e uso de produtos quimicos mais
seguros. Além disso, o catalisador bioldgico apresenta uma seletividade muito alta,
direcionando-se especificamente as ligagdes éster do polimero, facilitando assim a recuperagao

dos mondmeros de PET (TA e EG).?
1.4 Degradacao Enzimatica de PET

As enzimas sdo classificadas pela International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (IUBMB) (https://enzyme.expasy.org) de acordo com as reacdes que catalisam
naturalmente, e sao divididas em 7 classes: oxidoredutases (1), transferases (2), hidrolases (3),
liases (4), isomerases (5), ligases (6) e translocases (7). As hidrolases, como o nome sugere, sao
enzimas responsaveis por catalisar reacdes de hidrélise. Como os mondomeros de PET estdo
ligados por ligacdes éster, essas ligagdes podem ser hidrolisadas por muitas enzimas
hidroliticas, como cutinases, lipases, esterases e¢ PETases.> As PET hidrolases foram
classificadas como carboxilesterases (EC 3.1.1.1, hidrolases de éster carboxilico, e EC 3.1.1.2,
arilesterase), cutinases (EC 3.1.1.74) e lipases (EC 3.1.1.3, triacilglicerol lipase).

Em 2005, Miiller et al. demonstraram pela primeira vez que o PET pode ser degradado
por uma poliéster hidrolase de uma espécie de Thermobifida (TfH).'® Utilizando uma amostra
de PET prensada a quente, proveniente de garrafa de bebida com 10% de cristalinidade, o
estudo mostrou uma perda de peso em torno de 50% apds trés semanas de incubacdo a 55 °C
com o microrganismo. Essa descoberta inicial desencadeou estudos extensivos sobre as

cutinases relacionadas de T. fusca e outras espécies de Thermobifida."’
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Em 2016, um candidato promissor para a degradacdo de PET, com atividade superior
em relacdo as outras enzimas, foi descoberto. Yoshida et al. relataram a bactéria Gram-negativa
Ideonella sakaiensis 201-F6, que pode usar efetivamente o PET como fonte de carbono,
utilizando duas enzimas chamadas PETase e MHETase (Figura 4).!° A bactética I. sakaiensi,
isolada inicialmente em amostras ambientais coletadas em instalagdes de reciclagem de PET,
secreta IsPETase para atuar na superficie do polimero, clivando as ligagdes éster presentes no
esqueleto polimérico e liberando principalmente mono-(hidroxietil) tereftalato (MHET) (Figura
4a, etapa 1). Em seguida, o MHET ¢ transportado para o periplasma do microrganismo e
hidrolisado pela IsMHETase em EG e TPA, que s3o subsequentemente absorvidos pelo
citoplasma e direcionados a diferentes rotas catabolicas para fornecer carbono e energia a célula
(Figura 4a, etapa 2).!” Desde sua descoberta em 2016, a PETase tem despertado crescente
interesse por sua capacidade de degradar PET em temperaturas moderadas. Essa descoberta
levou a criagdo de uma nova classe de hidrolases de PET (EC 3.1.1.101), destinada a reconhecer

e classificar a atividade catalitica da IsPETase.>
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A) Esquema reacional da degradagao de plastico PET pela bactéria /deonella sakaiensis
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B) Representagio do processamento de plastico PET na bactéria Ideonella sakaiensis:
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Figura 4. Atividade da Ideonella sakaiensis na degradagdo de PET.
A) Esquema reacional da degradacdo de PET pela 1. sakaiensis. B) Representa¢ao do processamento de PET na
bactéria I. sakaiensis (Adapatado de Carr, Clarke & Dobson, 2020)°.

As enzimas envolvidas na degradagdo do PET pertencem a subclasse das esterases e sao
caracterizadas pela presenca de uma triade catalitica tipica das o/B-hidrolases.® As a/p-
hidrolases constituem uma familia de enzimas caracterizada por uma dobra comum e um sitio
ativo similar.! O dominio central das o/p-hidrolases é composto por 8 fitas p que formam uma
folha B central paralela, exceto pela segunda fita, que ¢ antiparalela (Figura 5, setas cinzas).?!
A folha B central que € cercada por a-hélices e alcas que conectam as fitas 3 (Figura 5, cilindros
azuis). A atividade das o/B-hidrolases surge de uma triade catalitica composta por um nucleofilo
(serina, aspartato ou cisteina), uma histidina e um d4cido catalitico (dcido aspartico ou
glutdmico), que estdo localizados em regides de alca (Figura 5, esferas vermelhas), além de

dois ou trés aminoacidos que formam a cavidade oxianion — regido responsavel por estabilizar
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os intermedidrios formados durante o ciclo catalitico.?!?* O nucleofilo estd sempre localizado
em uma al¢a muito apertada apos a fita 5, conhecida como "cotovelo nucleofilico", enquanto
o residuo acido geralmente esta localizado ap6s a fita B7. O residuo de histidina € absolutamente

conservado e esta localizado em uma alca varidvel apds a tiltima fita B.?

COOH

aF

Histidina

Figura 5. Estrutura canonica da dobra da o/p hidrolase.
Folhas P representadas como setas cinzas, a-hélices denotadas como cilindros azuis, triade catalitica altamente
conservada, contendo uma histidina, um acido e um nucledfilo, representada por esferas vermelhas.
(Adaptado de Brown e colaboradores, 2013)*

As o/B-hidrolases podem conter médulos adicionais, como uma tampa, uma capa ou
dominios N- ou C-terminais, que contribuem para a diversidade estrutural e funcional da
familia. Além disso, as ao/B-hidrolases podem ser classificadas de acordo com seu tipo de
cavidade oxianion. As cavidades oxidnion sdo classificadas em trés tipos principais, com base
no tamanho e na sequéncia de aminoacidos que as compdem: GX, GGGX e Y. Cavidades GX
sd0 as menores € mais restritas, caracterizadas pela presenga de um residuo de glicina (G)
seguido por qualquer outro aminodcido (X). Cavidades GGGX contém trés residuos de glicina
(GGG) consecutivos, seguidos por qualquer outro aminoacido (X), o que confere maior
flexibilidade a cavidade, permitindo a acomodagao de substratos maiores e mais complexos. Ja
cavidades Y sdo caracterizadas pela presenga de um residuo volumoso, geralmente tirosina ou
aspartato. As PETases e MHETases, por exemplo, sdo o/B-hidrolases de dominio central, com

cavidades oxianions do tipo GX e GGGX, respectivamente.?!
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As hidrolases com atividade para degrada¢do de PET possuem triade catalitica
composta por serina (Ser), acido aspartico (Asp) e histidina (His), que se liga ao residuo acido
por meio de uma ligagdo de hidrogénio.?* O arranjo de ligacdes de hidrogénio dentro da triade
possibilita o transporte de prétons necessario para o aumento da nucleofilicidade da serina,
residuo que promove um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico presente nas ligacdes éster
do PET (Figura 6, etapa 1).>** Nesta primeira etapa, ocorre a formacdo do primeiro
intermediario tetraédrico e, apos liberagao de um alcool, forma-se um complexo acil-enzima
covalente (Figura 6, etapa 2). Na etapa subsequente, uma molécula de 4gua promove um ataque
nucleofilico ao complexo acil-enzima, completando a clivagem da ligacao éster e formando um
segundo intermediario tetraédrico (Figura 6, etapa 3).> Em seguida, o produto da reagio de
hidrolise ¢ liberado, regenerando a enzima livre (Figura 6, etapa 4). O sitio ativo também inclui
uma cavidade oxianion composta por doadores de ligacao de hidrogénio, que estabilizam os

intermediarios tetraédricos.?*

(0] cavidade
Ser) 4 % oxianion
N
/ (0]
X O N P e
R OH A»;‘/:—LO/,H H H/ R OR’
produto da éster suscetivel
hidrélise a clivagem
(doador de acila)
Etapa 4 Etapa 1
i O His O
H
¢ sl Ssy—/(N
7Ny, N ST o
NY R0yt o . Ol _NZ O H 0
H s \ ] N Asp —4 SH™ ' /N
o H ' 4 ; - '
] H 0] R o-
Asp— ,f HO o-~ & =
7O intermediario ~ intermediario 1
tetraédrico 2 tetraédrico 1 R’
Etapa 3 Etapa 2
/O\ His Ser —‘( R'OH
H H %
7 N
. O-.. _NA , N f/
ASF"',\“_(\O/:H O- --H

complexo acil-enzima

Figura 6. Mecanismo geral da hidrolise catalisada por serina-hidrolases.
Fonte: De autoria propria.
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Até o momento, pesquisadores isolaram e identificaram uma variedade de enzimas com
atividade de degradagdo de PET, incluindo enzimas mesofilicas, ativas a moderadas
temperaturas, como a p-nitrobenzil esterase BsEstB da bactérica Bacillus subtilis®, capaz de
degradar fibras de PET apos 8 dias de incubagdo a 30 °C, e a lipase B de Candida antarctica
(CALB), que reagiu com PET amorfo para produzir BHET apés 7 dias a 37 °C%. Além disso,
varias cutinases, enzimas ativas em altas temperaturas (55-70 °C), t€ém mostrado grande
potencial. As cutinases operam em temperaturas proximas a temperatura de transi¢ao vitrea do
PET (Tg, 70 °C), o que maximiza a mobilidade das cadeias do polimero, facilitando sua
degradacdo. Com base nessas caracteristicas, as cutinases demonstram ser mais eficazes do que
esterases e lipases na degradacio de PET amorfo ou PET de baixa cristalinidade.?’ Isso
impulsionou a busca por PET hidrolases termoestaveis, seja por meio da engenharia de
proteinas ou da descoberta de novas enzimas.?®

O exemplo mais avangado de degradagdo enziméatica de PET em escala industrial ¢ a
tecnologia desenvolvida pela empresa francesa Carbios, em uma parceria publico-privada com
o Instituto de Biotecnologia de Toulouse e outros parceiros globais. Em 2020, a Carbios
apresentou uma variante termoestabilizada da cutinase de compostagem de folhas e galhos
(LCC), obtida a partir de engenharia enzimatica assistida por computador, capaz de degradar
garrafas descartadas de PET em escala piloto.'*?® Utilizando PET amorfo e micronizado como
substratos, foi reportada uma conversao de 90% em menos de 10 horas, com uma produtividade
média de 16,7 g de TPA L™ h™! (200 gramas por quilograma de suspensao de PET, com uma
concentragio de enzima de 3 miligramas por grama de PET).?° Atualmente, a Carbios estd
construindo uma primeira unidade industrial na Franga, com previsao de inicio das operagdes
em 2025, e capacidade para reciclar 50.000 toneladas de residuos de PET por ano. Apesar desse
avango promissor, a degradacao enzimatica de PET altamente cristalino, predominante em
garrafas comerciais € no ambiente, continua sendo um desafio significativo para a
implementagdo em larga escala.

Além da alta cristalinidade de materiais de PET, o desenvolvimento de processos de
degradacao enzimatica eficientes e economicamente vidveis também encontra outras
limitagdes. Apesar de as enzimas ativas para degradacdo de PET seguirem um mecanismo de
reacdo tipico das hidrolases, diversas questdes a nivel molecular permanecem sem resposta. Por
exemplo, as interagdes especificas entre essas enzimas e o substrato solido de PET sintético
ainda ndo foram totalmente esclarecidas, e a estrutura cristalina do complexo formado entre

enzima e PET ndo foi reportada.’’” Uma compreensio detalhada do mecanismo catalitico das
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enzimas ¢ fundamental para o desenvolvimento estratégico de enzimas degradadoras de PET e
para alcancar uma degradagdo mais eficiente desse polimero.?’

Outro desafio estd no proprio meio reacional do sistema PET-enzima. A maioria das
hidrolases de PET gera principalmente os monomeros TPA e EG ap6s o processo de
despolimerizagao enzimatica. Além desses produtos principais, também podem ser formados,
em menor propor¢io, intermedidrios de degradagdo, como MHET e BHET.? A acidificagio do
meio reacional, provocada pela geragao dos produtos acidos MHET e TPA, ¢ um desafio
significativo na despolimerizagdo enzimatica do PET.> Essa redug¢do do pH prejudica a
atividade catalitica das hidrolases de PET, que operam de forma otimizada em condi¢des
alcalinas devido ao seu mecanismo de reacdo, possivelmente impactado pela protonagdo do
residuo de histidina no sitio ativo. Para mitigar essa limitacdo, estratégias como o aumento da
forca ou concentracdo do tampao tém sido exploradas. Entretanto, tais abordagens sao
inadequadas para aplicacdes industriais, que demandam altas concentragdes de PET e
recuperacio eficiente dos mondmeros.>

Nos ultimos anos, o avango continuo de bancos de dados de cristalografia de proteinas
e o desenvolvimento de ferramentas computacionais, como bioinformatica, docking molecular
e simulacdo de dindmica molecular, tém revolucionado a capacidade de realizar modificagdes
direcionadas em enzimas, oferecendo novas possibilidades para ajustar e otimizar propriedades
enziméticas como estabilidade térmica e tolerdncia a variacdes de pH.?” Em fases futuras,
simulagdes computacionais de acoplamento molecular e dindmica molecular serdo realizadas
para investigar e modificar residuos de aminoacidos cruciais no complexo enzima-PET,
visando criar mutantes de enzimas degradadoras de PET com atividade catalitica contra
materiais de alta cristalinidade.?’

Estratégias mais praticas também podem ser exploradas para o aprimorar a abordagem
de degradacao enzimatica de PET, como o desenvolvimento de etapas de pré-tratamento para
amorfizar PET (semi)cristalino e a utilizagdo de auxiliares bioldgicos em sinergia com PET
hidrolases para acelerar a degradacio do polimero.*® Os auxiliares mais bem estabelecidos para
as hidrolases de PET sdo as carboxilesterases, que podem aliviar a inibi¢ao das PET hidrolases
causada por intermediarios de degradagdao, como MHET, e promover uma maior degradacao
do PET.*

Em 2017, De Castro e colaboradores reportaram a combinagdo de duas enzimas para
uma despolimerizagao mais completa de PET em TPA, alcancando um aumento de 7,7 vezes
no rendimento.’! Em uma triagem de 10 enzimas comerciais usando o intermediario BHET

como substrato modelo, os pesquisadores identificaram a Cal-B e a cutinase de Humicola
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insolens (HiC) como potenciais biocatalisadores para a degradacdo de PET. Apos a avaliagao
dos efeitos do pré-tratamento do PET, da temperatura e da estratégia de adi¢do de enzimas, foi
relatado uma sinergia das atividades de Cal-B e HiC na hidrélise do PET. As concentragdes
do monomero final TPA, apos 14 dias de incubagdo a 50 °C, foram de 1606 e 2247 uM,
respectivamente, quando HiC e Cal-B foram combinadas nas propor¢des de 50%/50% e
90%/10%.3! Apesar das limitagdes, como a baixa concentragio de TPA obtida e o longo tempo
de incubagdo, este estudo destacou o uso de enzimas comerciais na degradacdo de PET,
servindo como um exemplo claro de que ainda ha um vasto espago para a investigacao de
estratégias praticas voltadas ao desenvolvimento de sistemas enzimaticos acessiveis e eficientes

para a degradagdo de plasticos.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou o potencial das lipases comerciais, em particular a
lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em Immobead 150 (TIL-150), para a
degradacao enzimatica de BHET, intermediario de PET. A TIL-150 mostrou-se
altamente eficiente e seletiva, alcancando conversdes superiores a 90% em condigdes
brandas de temperatura e pH neutro, além de manter sua atividade catalitica ao longo de
multiplos ciclos de reagdo. A obtencdo de MHET como principal produto da hidrélise abre
caminho para a sintese de novos polimeros ou a repolimerizacao direta em PET partindo deste
monodcido, oferecendo uma rota mais sustentdvel e energeticamente eficiente para a
reciclagem de plésticos. A robustez do protocolo foi verificada em escala ampliada,
confirmando a viabilidade da TIL-150 para aplicacdes em maiores escalas.

Este trabalho contribui significativamente para o avango da biotecnologia industrial,
destacando a importancia da biocatalise na promog¢ao de processos de reciclagem mais limpos
e eficientes, alinhados com os principios da economia circular. Futuras pesquisas devem focar
na otimizacao das condigdes reacionais e na exploracao de sinergias entre processos quimicos
de depolimerizacao de PET e o protocolo de hidrolise catalisada por TIL-150 aqui descrito,

visando a implementacdo em larga escala dessas tecnologias sustentdveis.
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