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Resumo

O polietileno tereftalato (PET) € um plastico com caracteristicas que favorecem seu
uso em embalagens de produtos alimenticios, como garrafas de refrigerantes e agua,
tornando réapido seu uso e descarte no meio ambiente. Diante dessa problematica,
esse estudo buscou avaliar a producdo da enzima cutinase por 13 linhagens de
fungos, em ensaios de biodegradacdo em meio liquido utilizando o PET presente
comercialmente em garrafas de agua como principal fonte de carbono, e em meios
contendo indutores. Dentre as hidrolases capazes de romper ligacdes ésteres, as
lipases e cutinases sao eficazes na despolimerizacdo de polimeros. As cutinases, em
particular, tém sido estudadas por suas caracteristicas semelhantes a PETase.
Bioensaios com fragmentos do polimero ocorreram em caldo de batata-dextrose
(BDC) contendo trés cubos (plugs de + 0,5 cm?) de micélios fingicos com 7 dias de
crescimento em BDA a 28 °C. Os frascos foram incubados com agitacdo a 100 rpm
durante 14 dias a 28 °C. A atividade da cutinase foi determinada utilizando uma
adaptacdo do método espectrofotométrico da hidrolise do p-nitrofenilbutirato (p-NPB)
a 405 nm. O isolado Fusarium sp CBMAI 2266 foi 0 que apresentou a maior atividade
enzimatica (0,20 U/mL) em meio utilizando fragmento de PET. A avaliagcdo do melhor
tempo de fermentacdo também foi realizada evidenciando 18 dias como o periodo de
melhor producéo de cutinase. Foram realizados ensaios buscando avaliar a eficiéncia
de indutores e alguns fatores que poderiam influenciar na obtencéo da enzima, sendo
identificado como agentes favoraveis sendo, o farelo de trigo e palmitato de cetila,
além da agitacdo. Os resultados encontrados nesse trabalho pelas andlises de MEV,
DSC, FTIR e CG-MS, ap0s a exposicao do polimero por 14 dias ao extrato enzimatico
bruto, sugerem que a cutinase tem acdo de hidrélise quimica sobre sua superficie,
indicando a possibilidade do uso dessa enzima na reciclagem do PET.

Palavras-chaves: Cutinase; Hidrolise Enziméatica; MEV; FTIR; DSC.



Abstract

PET is a plastic with characteristics that favor its use in food product packaging, such
as soft drink and water bottles, making it quick to use and dispose of in the
environment. Faced with this problem, this study sought to evaluate the production of
the cutinase enzyme by 13 strains of fungi, in biodegradation tests in liquid media using
PET commercially present in water bottles as the main source of carbon, and in media
containing inducers. Among the hydrolases capable of breaking ester bonds, lipases
and cutinases are effective in depolymerizing polymers. Cutinases, in particular, have
been studied for their PETase-like characteristics. Bioassays with polymer fragments
took place in potato dextrose broth (BDC) containing three fragments (+ 0.5 cm? plugs)
of fungal colonies with 7 days of growth in PDA at 28 °C. The flasks were incubated
with shaking at 100 rpm for 14 days at 28 °C. Cutinase activity was determined using
an adaptation of the spectrophotometric method of p-nitrophenylbutyrate (p-NPB)
hydrolysis at 405 nm. The isolate Fusarium sp CBMAI 2266 showed the highest
enzymatic activity in a medium using PET fragment (0.20 U/mL). The evaluation of the
best fermentation time was also carried out, showing 18 days as the period of best
cutinase production. Tests were carried out seeking to evaluate the efficiency of
inducers and some factors that could influence the production of the enzyme, with
wheat bran and cetyl palmitate being identified as favorable agents, in addition to
agitation. The results found in this work by SEM, DSC, FTIR and GC-MS analyses,
after exposing the polymer for 14 days to the crude enzymatic extract, suggest that
cutinase has chemical hydrolysis action on its surface, indicating the possibility of using
this enzyme in PET recycling.

Keywords: Cutinase; Enzymatic Hydrolysis; SEM; FTIR; DSC.
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1 Introducéo

Plasticos como o polietileno de tereftalato (PET), sdo imprescindiveis nos dias
atuais por possuirem propriedades oOtimas de manuseio, facil processabilidade,
resisténcia, leveza, baixo custo e flexibilidade de uso (Yoshida et al, 2016; Joo et al,
2018). Constitui um polimero sintético muito utilizado na sociedade moderna, que
apresenta alta massa molecular, hidrofobicidade e alto grau de empacotamento
molecular e cristalinidade, o que dificulta sua biodegradacao natural (Philip et al.,
2007; Ammala et al. 2011). A caracteristica de resisténcia, que favorece a lenta
degradabilidade dos plasticos, € considerada como uma das principais causas de
problemas ambientais, principalmente devido ao destino incorreto gerando acumulo
de residuos plasticos em aterros, comprometendo a qualidade de recursos hidricos e
criando problemas de ordem social (Rochman et al, 2013; Joo et al, 2018). Muitos
estudos investigam a biodegradabilidade dos plasticos com o intuito de entender esse
processo e buscar microrganismos, enzimas e meios para otimizar a biodegradacao
e minimizar o impacto ambiental (Ghalazi et al, 2004; Austin et al, 2018; Kawai et al,
2019; Malafatti-Picca et al, 2019).

Boa parte do PET produzido no mundo é utilizado na producéao de fibras téxteis,
ou embalagens de bebidas e alimentos. Os filmes resultantes deste polimero sao
ainda utilizados nas industrias de eletrbnicos e outras embalagens (Zimmermann;
Billig, 2010). Segundo a ABIPET (Associacao Brasileira da Industria do PET) 359 mil
toneladas de PET foram recicladas em 2021, representando 56,4% das embalagens
descartadas pelos consumidores. Em 2022 cerca de 25,6% dos residuos plasticos
pos-consumo no Brasil foram reciclados, segundo um estudo encomendado pelo
Plano de Incentivo a Cadeia do Plastico (PICPIlast). A reciclagem desse material para
a utilizacdo de embalagens em alimentos € realizada por meio da associacao da
reciclagem fisica e quimica (Macedo et al, 2020). Porém, a reciclagem quimica causa
impactos ambientais poluindo principalmente os recursos hidricos e a atmosfera.
Como alternativa, enzimas produzidas por microrganismos representam um processo
sustentavel para a reciclagem de plasticos e outros materiais (Malafatti-Picca, 2018).
Apesar da caracteristica recalcitrante do PET, varias enzimas hidroliticas microbianas
foram identificadas no seu processo de biodegradagdo, como hidrolases e enzimas

relacionadas as lipases e carboxiesterases (Danso et al, 2018).
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Dentre as hidrolases com capacidade para hidrolisar ésteres, as lipases e
cutinases apresentam boa efetividade frente a despolimerizacdo de PET (Anbalagan
et al., 2021). As cutinases (E.C. 3.1.1.74) s&o as que apresentam a menor molécula
da familia a/f hidrolases (Adiguzel, Tunger, 2017). Possuem grande interesse
industrial, pois ndo sofrem interferéncia do célcio, ao contrério das lipases. Atuam, por
exemplo, como enzimas lipoliticas em detergentes, e no processo de tratamento da
superficie de fibras téxteis, melhorando a hidrofilicidade de poliésteres pela hidrolise
de ligacdes éster. Também séo utilizadas nas indastrias alimenticias, na produgéo de
frutas secas e na hidrélise do excesso de gordura em produtos lacteos. Na industria
guimica atuam na sintese de ésteres e producao de biodiesel (Gomes et al., 2013;
Adiguzel; Tuncer, 2017). As principais fontes de cutinases sao microrganismos e polen
(Degani, 2015).

Dutta et al, (2009) e Donelli et al (2010) utilizaram cutinase proveniente de
Fusarium solani f.sp. pisi, e também comprovaram a biodeterioracao de filmes PET
pela andlise das estruturas cristalinas e amorfas do polimero. Uma hidrolase
produzida por Thermobifida fusca e uma lipase proveniente de Pseudomonas sp
foram estudadas na biodeterioracdo de amostras de PET (Muller et al., 2005). A
bactéria Ideonella sakaiensis 201-F6 foi reportada como grande produtora de enzimas
capazes de biodegradar PET, favorecendo a recuperacdo de acido tereftalico
(Yoshida et al., 2016). Contudo, fungos também possuem metabolismo capaz de
produzir diversas substancias, como enzimas e acidos organicos, que favorecem a
obtencéo de produtos de interesses diversos (El-Enshasy, 2007).

Os fungos sado biodegradadores naturais de grande variedade de substratos,
sendo assim sdo promissores para aplicacdo em processos biotecnologicos
ambientais e biorremediacdo de areas contaminadas, substituindo processos
impactantes ao meio ambiente como os fisico-quimicos utilizados nos tratamentos de
remediagao (Soares et al., 2011).

Diversos estudos abordam a producéo de cutinase por bioprocessos utilizando
diferentes géneros e espécies de fungos, e tipos de substratos. Macedo e Pio (2005)
identificaram a linhagem de F. oxysporum como potencial produtor de cutinase, e para
isso foi utilizado um meio contendo glicose ou cutina como fonte de carbono. Fraga
(2008) também obteve producdo de cutinase pelo fungo F. oxysporum, utilizando
como fontes de carbono residuos agricolas como casca de soja, torta e farelo; torta

de gergelim; torta de girassol; farelo de arroz; farelo de trigo; bagaco da cana-de-
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acucar e polpa citrica. Caprara (2015) estudou a obtencéo de cutinase por Penicillium
restrictum utilizando como fonte de carbono o farelo de trigo. Kumari et al (2016)
utilizaram cutina para a producao de cutinase por Aspergillus sp.e Sooksai et al (2019)
obtiveram cutinase por meio do uso de cutina de mamé&o como fonte de carbono pelo
Fusarium falciforme. Os bioensaios duraram de 3 a 7 dias a temperatura de 30°C sob
rotacao de 100 a 150 rpm.

O conhecimento das cutinases no processo de biodegrada¢cédo do PET ainda é
insuficiente. Estudos que buscam identificar linhagens para a producéo desta enzima,
bem como avaliar o seu potencial enziméatico sobre a biodegradagédo desse polimero
sdo muito importantes. Sabe-se que varios métodos podem ser combinados para
realizar tal avaliacdo, por isso esse estudo pretendeu ainda utilizar diferentes
metodologias para entender como cada uma pode contribuir para estudos desta

area.
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5 Conclusbes

Esse estudo conclui que mesmo o género Fusarium sendo reconhecidamente
um promissor para producgdo de cutinase, o cultivo da linhagem CBMAI 2266 ainda
precisa de otimizacdo para demonstrar uma atividade enzimatica competitiva.

Conclui-se que o fragmento de PET utilizado como Unica fonte de carbono, no
meio de cultivo empregado nesse estudo, ndo favorece a producdo de cutinase.
Acredita-se que tratado previamente de forma mecéanica venha fornecer melhores
resultados.

Dentre as fontes de carbono que agiram como indutores aumentando a
producao de cutinase, a cutina e o farelo de trigo sdo os mais recomendados.

A avaliacdo da acao da cutinase sobre o PET, por meio da combinacao de
varios ensaios como o FTIR, DSC, MEV e CG-MS, sugerem que a enzima pode atuar
no processo de hidrélise do PET, demonstrando a importancia da realizacdo desses
ensaios quando se investiga a hidrélise de polimeros. Outros ensaios também podem
ser utilizados em estudos futuros para avaliar a hidrélise enzimética, como a
cromatografia liquida e avaliagdo de angulo de contato.

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se a importancia de uma etapa de
selecdo de microrganismos produtores de cutinase utilizando métodos qualitativos,
possibilitando avaliar um nimero maior de linhagens, pois o tempo de crescimento e

avaliacao seria menor.
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