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RESUMO

Os plasticos sdo amplamente utilizados devido ao seu baixo custo, leveza e
durabilidade, mas sua baixa degradabilidade leva a acumulacdo de residuos, que
representam 85% do lixo nos oceanos, impactando ecossistemas e contribuindo para
mudancas climaticas. Entre esses plasticos, o PET (polietileno tereftalato) € um dos
mais utilizados, sendo gerenciado principalmente por aterros, incineracdo e
reciclagem, embora esses métodos ndo sejam ideais ambiental e economicamente.
Um método promissor é a biodegradacéo enzimatica, que degrada o PET até seus
mondmeros. Este estudo investigou diferentes métodos de pré-tratamento do PET que
visam modificar sua superficie e reduzir a cristalinidade para facilitar a biodegradacéao.
Utilizando duas matrizes — um filme PET da Sigma-Aldrich e uma garrafa PET poés-
consumo — avaliamos o potencial de diferentes solventes para o pré-tratamento.
Entre os solventes testados, a solucdo de NaOH 1,4 mol. L (1:1 H,O/ EtOH) foi mais
eficaz e ambientalmente promissora, capaz de transformar o PET em acido tereftalico
(TPA) e outros oligbmeros. Esse pré-tratamento, aliado a reagcbes com a variante
ssH218SF243T da enzima LCC (Leaf and Branch compost cutinase), aumentou o
rendimento de despolimerizacdo em até 9,6 vezes em reacdes de 48 horas e 2 vezes
em 90 horas. O projeto se alinha aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel 9, 12
e 14 da Agenda 2030 da ONU, promovendo um manejo sustentavel de residuos

plasticos e a preservacdo ambiental.

Palavras-chave: polietileno tereftalato (PET); polimeros-degradacao;

sustentabilidade; biocatalise; quimica verde.



ABSTRACT

Plastics are widely used due to their low cost, lightweight, and durability, but their low
degradability leads to the accumulation of waste, which accounts for 85% of the trash
in the oceans, impacting ecosystems and contributing to climate change. Among these
plastics, PET (polyethylene terephthalate) is one of the most widely used, primarily
managed through landfills, incineration, and recycling, although these methods are not
ideal environmentally or economically. A promising method is enzymatic
biodegradation, which degrades PET into its monomers. This study investigated
different PET pre-treatment methods aimed at modifying its surface and reducing
crystallinity to facilitate biodegradation. Using two matrices — a PET film from Sigma-
Aldrich and a post-consumer PET bottle — we evaluated the potential of different
solvents for pre-treatment. Among the solvents tested, the 1.4 mol. L NaOHaq) (1:1
H,O/EtOH) was the most effective and environmentally promising, capable of
transforming PET into terephthalic acid (TPA) and other oligomers. This pre-treatment,
combined with reactions using the variant enzyme ssH218SF243T of the enzyme LCC
(Leaf and Branch compost cutinase), increased the depolymerization yield by up to 9.6
times in 48-hour reactions and by 2 times in 90-hour reactions. The project aligns with
Sustainable Development Goals 9, 12, and 14 of the UN 2030 Agenda, promoting

sustainable plastic waste management and environmental preservation.

Keywords: polyethylene terephthalate (PET); polymer-degradation; sustainability;
biocatalysis; green chemistry.
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1 INTRODUCAO
1.1 PLASTICOS

Os plasticos sdo uma categoria de polimeros, que sdo macromoléculas
compostas pela repeticdo de unidades menores chamadas mondmeros, unidas por
ligacdes covalentes (Mano e Mendes,1999). Essa estrutura molecular confere aos
plasticos a versatilidade necessaria para serem moldados em diferentes formas e
tamanhos, tornando-os adequados para uma ampla gama de aplicacdes no cotidiano.

Desde sua primeira sintese em 1862, por Alexander Parkes, os plasticos
passaram por uma trajetoria de evolugdo marcante, consolidando-se no mercado na
década de 1950, especialmente no setor de alimentos e bebidas. Suas caracteristicas,
como baixo custo, leveza, transparéncia, estabilidade a estresses térmicos, quimicos
e mecanicos, além de sua maleabilidade, fizeram dos plasticos um recurso
indispensavel, ndo apenas em embalagens, mas também em tecnologias cruciais
para a sociedade (Millican e Agarwal, 2021).

O impacto dos plasticos pode ser observado em diversas areas, desde a
microeletronica até a seguranca alimentar e hidrica, passando pela saude e
seguranca da populacdo. O material € amplamente aplicado em setores como
construcdo civil, elétrica, eletronica e transportes, proporcionando versatilidade e,
muitas vezes, reducbes econbmicas em comparacdo a outros materiais mais
tradicionais, como metais ou vidro (Klemes, Fan e Jiang, 2020).

Contudo, ao longo de sua evolucdao, os plasticos foram projetados com foco no
desempenho funcional, sem a devida consideracdo para sua degradabilidade e
reciclabilidade. A alta resisténcia dos plasticos a decomposi¢cdo faz com que sua
permanéncia no ambiente seja prolongada, podendo levar até 1000 anos para se
degradar na natureza (Ritchie e Roser, 2018).

Essa durabilidade, que inicialmente foi vista como uma vantagem, tornou-se
um problema global. O uso excessivo e a gestdo inadequada dos residuos plasticos
tém resultado em elevados niveis de acumulacdo no ambiente, causando sérias
ameacas aos ecossistemas e a saude dos seres vivos. Hoje, 0s plasticos representam
um dos maiores desafios ambientais, sendo urgente a necessidade de solucdes

sustentaveis para mitigar seu impacto negativo.

1.1.1 Produgéo e Gestao
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A producgédo global de plasticos aumentou significativamente desde a década
de 1950, totalizando cerca de 9,2 bilhdes de toneladas até 2017, com uma média
anual de 400 milhdes de toneladas. Projecdes apontam que esse numero deve
alcancar 550 milhdes de toneladas até 2030, tornando os plasticos um dos materiais
sintéticos mais consumidos mundialmente, devido a crescente demanda e suas
diversas aplicac@es industriais (Atlas do Plastico, 2021; Tournier et al., 2023).

O relatdrio Global Plastics Outlook: Policy Scenarios to 2060 sugere que, na
auséncia de politicas mais rigorosas, a producdo global de plasticos poderd quase
triplicar até 2060. Esse crescimento serd impulsionado principalmente pelo aumento
populacional e pelo crescimento econémico mundial.

Estudos de Geyer, Jambeck e Law (2017) mostram que apenas 9% dos
plasticos produzidos foram reciclados, com a maior parte sendo incinerada,
descartada em aterros ou no meio ambiente, onde representam 85% dos residuos
gue chegam aos oceanos, impactando severamente 0s ecossistemas marinhos,
conforme o Programa das Nacfes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA, 2021).
Embora espere-se que as taxas de reciclagem aumentem de 9% em 2019 para 17%
em 2060, a reciclagem ainda ficara atras de outras formas de gestdo de residuos,

como incineracdo (18%) e aterros sanitarios (50%) (Figura 1).

Figura 1 - Projecao Global da Gestao de Residuos Plasticos até 2060.

B Reciclagem
Incineracdo
Aterro sanitério
Magestdo

17%
900

600

9%

300
19%

49%

15%
22%

0
2019 2030 2040 2050 2060

Fonte: Adaptado de OCDE (2022). Milhdes de toneladas (eixo esquerdo).
1.1.2 Tipos de plasticos

Os plasticos, além de se distinguirem por sua composicao e estrutura, podem
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ser classificados de acordo com sua origem e biodegradabilidade. Estima-se que
cerca de 90% deles sejam derivados de petroleo e ndo biodegradaveis, a producao
dessas resinas derivadas de petroleo gerou cerca de 2,24 gigatoneladas de dioxido
de carbono em 2019, representando 5,3% do total de emissdes globais de gases de
efeito estufa (GEE), contribuindo para mudancas climaticas (NIHAN, K. et al. 2024).
A classificacdo dos plasticos é feita pelo Codigo de Identificacdo de Resina
(RIC, do inglés Resin ldentification Code), criado pela Sociedade Industrial de
Plasticos em 1988, e atualmente gerido pela Sociedade Americana de Testes e
Materiais (ASTM). Este sistema, que facilita o processo de reciclagem, utiliza um
cbdigo numeérico de 1 a 7 (Figura 2). Os numeros de 1 a 6 correspondem aos plasticos
mais comumente usados como material principal nos produtos, enquanto o numero 7

abrange todos os outros polimeros ou misturas (ASTM, 2020).

Figura 2 - Classificagao dos plasticos pela identificagdo do codigo RIC.

PETE PEAD PVC PEBD PP PS OUTROS

Polietileno de Policloreto de Polietileno de  Plasticos

Polipropileno Poliestireno

alta densidade vinila baixa densidade diversos

/N /N A /N /N
LZA L343 L"A L5<§ LGA

Fonte: Adaptado de Sustainability (2022).

1.2 POLIETILENO TEREFTALATO (PET)

Dentre os principais tipos de plasticos, destaca-se o PET (polietileno
tereftalato), um termoplastico. Os termoplasticos sdo materiais que podem ser
moldados e remoldados quando aquecidos, sem sofrer alteragées quimicas.

O PET é um poliéster aroméatico, semicristalino, incolor e higroscopico, com
resisténcia a desgastes e tracdes, que representa aproximadamente 18% da

producdo mundial de polimeros. Ele é sintetizado por meio da policondensacao dos
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mondmeros &cido tereftalico (TPA) e etilenoglicol (EG), ou pela transesterificacdo do
dimetiltereftalato (DMT) com EG (Figura 3). Essa estrutura quimica confere ao PET
elevada resisténcia mecanica, excelentes propriedades de barreira contra gases e um
alto nivel de claridade Optica. Essas caracteristicas justificam seu uso predominante
na fabricacdo de embalagens, como garrafas e filmes, além de sua aplicacédo em fibras
téxteis, como na producdo de roupas e carpetes (Koshti, Mheta e Samarth, 2018;
Tournier et al., 2023).

Figura 3 - Rotas para a sintese do PET — polietileno tereftalato

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

1.2.1 Destinos do PET

Em 2020, foram consumidas cerca de 7.297 toneladas de resina PET virgem,
dos quais apenas 23% foram reciclados em fibras, chapas, filmes e garrafas. O
restante foi descartado, sendo 42% destinado a aterros sanitérios e 35% incinerados
(Duan, et al. 2024). Esses métodos de descarte do PET séo prejudiciais tanto para o
meio ambiente quanto para a economia. Os aterros sanitarios requerem grandes
areas e sdo de alto custo, enquanto a incineracdo libera gases toxicos e cinzas
(Benyathiar, et al. 2022).

A reciclagem é considerada a melhor forma de gestdo do PET, e, dentre as
metodologias existentes as mais utilizadas séo: a reciclagem mecéanica — composta
pelas etapas de triagem, lavagem, moagem e repassagem na extrusora para a
formacao de novas mercadorias a base de PET, entretanto este método néo garante
a mesma qualidade do PET virgem diminuindo propriedades fisico-quimicas, como a
ductibilidade do material reprocessado.

Na reciclagem quimica diferentes processos quimicos podem ser usados para

a degradacao do PET, incluindo glicolise, metandlise e hidrolise (basica ou acida),
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este Ultimo é o Unico processo que produz TPA e EG, os mondmeros para gerar novos
polimeros de PET, no entanto, envolvem reagentes de fontes ndo renovaveis e
elevadas temperaturas e pressao.

A reciclagem biologica - mais conhecida como degradacao enzimatica do PET
- realiza hidrolise das ligagOes de ésteres do PET através de enzimas até suas formas
monomeéricas e oligoméricas proporcionando uma economia circular, considerada
uma das dez principais tecnologias emergentes em quimica de 2023 pela Unido
internacional de Quimica Pura e Aplicada (UIPAC) (Koshti, Mheta e Samarth, 2018)
(Benyathiar, et al., 2022).

1.3 DEGRADACAO ENZIMATICA

A reciclagem via biocatalise é definida como a utilizagdo de componentes
biologicamente ativos, como enzimas, para catalisar transformac¢des dos substratos
de interesse (Tournier, et al., 2023). Este processo € atrativo tanto do ponto de vista
ambiental quanto econémico, pois ocorre sob condicfes brandas de temperatura e
pressdo, utilizando catalisadores adaptaveis. As enzimas empregadas Sao
provenientes de fontes renovaveis, atoxicas e biodegradaveis, tornando a reciclagem
do PET viavel para a recuperacdo de seus mondmeros, que podem ser reutilizados
na sintese de novos PET ou outros compostos de interesse comercial. (Khairul Anuar,
et al., 2022).

Em contraste a outros métodos de reciclagem, a degradacdo enzimatica
oferece uma rota de reciclagem mais seletiva permitindo a obtencdo de mondémeros
de alta pureza. Isso reduz a necessidade de materiais virgens, contribuindo para uma
economia circular e diminuindo as emissbes de carbono associadas a producédo de
novos plasticos. Essa abordagem biotecnoldgica também pode ser expandida para
lidar com outros tipos de plasticos além do PET (BUCHHOLZ, et al., 2022).

1.3.1 Enzimas

Nas Ultimas duas décadas, diversas enzimas foram relatadas para a
despolimerizacdo do PET, com 72 estruturas listadas no Protein Data Bank (PDB).
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 Os numeros EC (Enzyme
Commission) atribuidos a essas enzimas representam a classificagcéo oficial definida

pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
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Molecular (NC-IUBMB). Nessa nomenclatura, o primeiro digito indica a classe da
enzima, enquanto os numeros subsequentes detalham suas subclasses.

A enzima Leaf-branch Compost Cutinase (LCC), uma cutinase termofilica
classificada como EC 3.1.1.74, é capaz de catalisar a hidrélise de ésteres solUveis em
agua, triacilglicerdis emulsionados de cadeias curtas e longas, além de poliésteres
sintéticos como o polietileno tereftalato (PET). Durante a hidrolise do PET, essa
enzima atua sobre as ligacfes éster, promovendo a degradacdo em intermediarios
como bis(2-hidroxietil) tereftalato (BHET) e mono(2-hidroxietil) tereftalato (MHET),
além dos mondmeros acido tereftalico (TPA) e etilenoglicol (EG), que sao os principais
produtos acumulados no processo de degradacédo do PET.

A LCC se destaca pela capacidade de atuar em altas temperaturas, sendo ideal
para estudar a degradacao de PET, pois opera em uma faixa de temperatura préxima
a temperatura de transicdo vitrea do polimero. (Thomsen; Hunt; Meyer, 2022;
Tournier, et al., 2023). Considerar a faixa de temperatura de transi¢cao vitrea do PET
€ crucial, pois a cristalinidade do material € um dos fatores limitantes nos avancos da
degradacao enzimatica.

Como mencionado anteriormente, o PET € um polimero semicristalino, com
uma morfologia composta por regides amorfas e dominios cristalinos (Figura 4). As
regides cristalinas dificultam a acessibilidade das enzimas, que se limitam a hidrélise
as regides amorfas. Isso reduz o rendimento da despolimerizacdo do PET, dificultando
a aplicacdo comercial desse processo (Giraldo-Narcizo, Guenani, Sanchez-Pérez e
Guerrero 2022).

Figura 4 — Representacdo esquematica da resina de PET semicristalina.

| _— Regido Cristalina &

—— Regido Amorfa W

Fonte: Adaptado de Boyer (1975).

Outro fator que dificulta o desenvolvimento da reacdo enzimética é ela ocorrer em

uma interface solido/liquido, uma vez que o PET é insoluvel em agua. Para melhorar
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essa superficie de interacdo, é necessario aprimorar as caracteristicas fisicas do
substrato, neste caso o PET. Particulas mais finas proporcionam uma maior interacéo
enzima-substrato, o que aumenta a cinética de despolimerizacdo e melhora o

rendimento da reacao (Soong, Sobkowicz e Xie, 2022).
1.3.2 Pré-tratamento

Adicionalmente a necessidade de desenvolver sistemas mais eficientes e
catalisadores robustos, € desejavel criar processos disruptivos na superficie do PET
visando diminuir o grau de organizacao do polimero, aumentar sua solubilidade para
iniciar a despolimerizacdo, transformando o polimero em oligbmeros para que as
enzimas possam atuar mais facilmente nas estruturas poliméricas e acelerar a
biodegradacéo.

No entanto, a solubilizacdo do PET que atende aos critérios ambientais é
desafiadora porque sofre com altos requisitos de energia, envolvem tratamentos
complexos e os solventes comumente usados para a sua solubilizacdo sao altamente
toxicos, provenientes da plataforma petroquimica néo renovavel e/ou geram residuos
dificeis de tratar. (Giraldo-Narcizo, et al., 2022).

Portanto, desenvolver uma metodologia de pré-tratamento atrelada a hidrolise
enzimatica que esteja alinhado com os principios da quimica verde especialmente o
principio 5 — uso de solventes auxiliares mais seguros; 6 — eficiéncia energética e 12
— quimica segura, oferece uma oportunidade para fechar o ciclo da economia circular
do PET. Tal abordagem promove sustentabilidade ao oferecer uma solucéo eficiente
para o tratamento de residuos plasticos acumulados no meio ambiente, colaborando
diretamente para o cumprimento dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel

(ODS) da Agenda 2030 propostos pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU).
2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um processo de pré-tratamento de polietileno tereftalato (PET)
utilizando solventes, promovendo uma abordagem sustentavel e alinhada aos
principios da quimica verde, com o objetivo de reduzir o impacto ambiental e viabilizar

sua aplicacdo em processos de degradacdo enzimatica subsequentes. E avaliar a
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eficicia do pré-tratamento ao comparar a eficiéncia de degradacao enzimética do PET

antes e apos a aplicacdo desse tratamento.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar e triar solventes eficientes para a solubilizacdo do PET;

e Desenvolver uma metodologia de pré-tratamento que respeite 0s
principios da quimica verde;

e Ajustar a metodologia de pré-tratamento visando sua posterior aplicacédo
em processos enzimaticos;

e Avaliar a eficiéncia do pré-tratamento em reacfes enzimaticas para
otimizacao do processo de degradacéo;

e Contribuir para o cumprimento das metas de desenvolvimento
sustentavel (ODS) propostas pela ONU, especialmente os ODS 9
(Industria, Inovacdo e Infraestrutura), 12 (Consumo e Producao
Responsaveis) e 14 (Vida na Agua).

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

Foram selecionadas duas matrizes um filme de PET, adquirido comercialmente
junto a empresa Sigma-Aldrich® com as seguintes caracteristicas: transparéncia,
baixa orientacdo (amorfo) e espessura de 0,25 mm utilizado como padrdo e uma
garrafa de PET poOs-consumo, adquiridas em um mercado local, da marca Nestlé,
contendo o Cédigo de Identificacdo de Resina (RIC) 1. Essas amostras foram recordas
em quadrados e pesadas em balanca analitica de 4 casas decimais.

Os reagentes utilizados para esta pesquisa foram adquiridos junto a empresa
Sigma-Aldrich®. O reagente, padrdo analitico mono(2-hidroxietil) tereftalato foi
adquirido junto a empresa TCl America®. A enzima LCC variante ssH218SF243T
utilizada foi produzida no Laboratério Milagre a partir do plasmideo fornecido pelo Prof.
Dr. Romas J. Kazlauskas, da Universidade de Minessota — EUA, e expresséo
heterdloga em E. coli. As solugbes tampdao utilizadas para as reagdes enzimaticas
foram: tampéo fosfato de potassio 100mM, pH 8,00 e tampéao fostato de potassio
100mM pH 2,5 20% dimetilsulfoxido (DMSO) (grau HPLC), preparados com agua Milli-

Q®, fosfato dibasico de potassio, fosfato monobasico de potassio e acido fosférico.
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3.2 ESTRATEGIAS PARA O PRE-TRATAMENTO

Amostras de aproximadamente 23 mg foram submetidas a diferentes pré-
tratamentos em solucdes de NaOHag) 10 mol. L%, NaOH 1,4 mol. L (1:1 etanol/agua)
e no solvente organico cireno. As amostras foram colocadas em microtubos contendo
1 mL das respectivas solu¢des e mantidas por 24 horas a 70°C, em um termomixer
operando a 700 rpm. ApOs o tratamento, os filmes de PET restantes foram removidos
com pingas, lavados com agua deionizada e acetona, e secos a temperatura
ambiente. Nos casos em que houve solubilizagéo dos filmes e formacao de corpo de
fundo (material sélido), a solucéo foi centrifugada e o material solido restante lavado

com agua deionizada e seco a temperatura ambiente.
3.3 REACOES ENZIMATICAS

Para as reac0es enziméaticas, foram utilizados 39,52 pL da enzima LCC variante
ssH218SF243T, ajustados para uma concentracdo final de 0,040 mg/mL, a partir de
uma solucdo enzimatica inicial de 1012,157 mg/L (Cavalcanti,2024). A enzima foi
incubada com 7 mg de filme de PET em 1 mL de tampé&o fosfato de potassio (100 mM,
pH 8,0) em um termomixer ajustado para 500 rpm e 55°C, com tempos de reacgéo de
48 h e 90 h. A reacéao foi interrompida pela adicdo de 2 mL de tampé&o fosfato de
potassio (100 mM, pH 2,5) contendo 20% de DMSO (grau HPLC), seguida de
centrifugacéo a 20.000 g por 10 min. Em seguida, aproximadamente 0,06 mg (60 ppm)
do sobrenadante foi analisado em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O filme de PET restante foi lavado com agua deionizada e etanol e

seco a temperatura ambiente.
3.3.2 Pré-tratamento para reacdes enzimaticas

A metodologia inicial de pré-tratamento foi ajustada para otimizar as reagfes
enzimaticas subsequentes. Para isso, 14,5 mg de PET foram imersos em 500 pL de
solucdo de NaOH 1,4 mol. L (1:1 etanol/agua) e mantidos a 70°C por 1 hora em um
termomixer operando a 700 rpm. ApGs o pré-tratamento, o filme de PET foi removido
com o auxilio de uma pinga, lavado com pequenas porcdes de dgua deionizada e
etanol e, em seguida, seco a temperatura ambiente para ser submetido as reacoes

enzimaticas subsequentes.
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3.4 METODOS DE CARACTERIZACAO

Caracterizacdo do material inicial: As amostras foram caracterizadas por
diferentes técnicas para avaliar sua cristalinidade e propriedades morfolégicas. As
técnicas utilizadas foram: termogravimetria (TG), analise térmica diferencial (DTA),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), perfilometria, cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas por pirolise (Py -GC-MS), espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier com microscépio (FTIR - Microscopio) e
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com reflexdo total
atenuada (ATR-FTIR),

Andlise dos resultados apds o pré-tratamento: O material solido foi analisado
pelas técnicas citadas acima e as fracfes liquidas foram analisadas por ressonancia
magnética nuclear (RMN).

Reacfes enzimaticas: as reacfes foram monitoradas por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC). Os picos foram identificados pelo padréo

3.4.1 Termogravimetria (TG) e Andlise Térmica Diferencial (DTA)

O conjunto de analises foram realizadas no equipamento do modelo SDT 2960
da marca TA Instruments sob atmosfera de ar seco com fluxo de 50 mL/min.
Aproximadamente 7 mg das amostras foram condicionadas em cadinho de platina
com volume de 90 pL. A faixa de temperatura foi de 30-750°C com razdo de

aquecimento de 10°C/min.

3.4.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As analises foram realizadas no equipamento DSCQ10 (TA Instrument).
Aproximadamente 2,5 mg das amostras foram condicionadas em cadinhos de
aluminio com tampa de capacidade de 40 pL. O intervalo de aquecimento foi 30 a

280°C a uma taxa de 10°C/min em fluxo de N2a 50 mL/min.

3.4.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier com Microscopio
(FTIR - Microscopio) e (ATR — FTIR)

Os espectros de absorgcéo na regido do infravermelho foram realizados no
Laboratério Multiusuario | de Analises Quimicas do Instituto de Quimica — UNESP
Araraquara, em um espectrofotometro Bruker Vertex 70, microscopio Bruker Hyperion

200 com objetiva de 20x e ATR com cristal de diamante. A faixa de leitura utilizada foi
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de 400 a 4000 cm™ e 64 scans.

3.4.4 Perfilometria

Os perfis periodicos 3D das amostras foram obtidos utilizando o perfilbmetro
Taylor-Hobson Form Talysurf para realizar o mapeamento 3D da superficie das
amostras, ao longo de uma linha de 2 milimetros. Os parametros de rugosidade da
superficie obtidos e analisados foram o0s seguintes: rugosidade média (Ra) € 0

parametro de diferenca pico-vale (Ry).

3.4.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas por pirélise (Py -
GC-MS)

As andlises foram realizadas utilizando o pirolisador (EGA/PY — 3030D, Frontier
Laboratories, Japao), a temperatura do forno de ceramica foi programada para 650°C
com permanéncia de 0,2 minutos, conectado a um cromatégrafo gasoso. A separacao
cromatografica foi realizada empregando uma coluna capilar composta por 5%
difenildimetil polissiloxano (Ultra ALLOY®-Frontier Laboratories) como fase
estacionaria e utilizando hélio como fase movel. O pirolizador foi acoplado a um
cromatografo gasoso (GC-2010 plus, Shimadzu) equipado com um detector de
espectrometria de massas (GCMS — 48 QP2020, Shimadzu) no qual foi operado a
uma temperatura inicial de 40°C durante 2 minutos, aquecendo até 320°C a 20 °C/min?
por 14 minutos e permanecendo a 320°C por 14 minutos. A fonte de ionizac¢éo foi por
impacto de elétrons (El) 70 eV e o espectrdmetro de massas foi operado a uma
temperatura de 250°C na camara de ions e 320°C na interface do detector. A analise
no modo SCAN foi realizada em um intervalo de 35 a 700 m/z, e os compostos foram
identificados a partir de comparacdo com compostos descritos na base de dados NIST

e dados presentes na literatura.

3.4.5 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H foram realizados no Instituto de Quimica — UNESP
Araraquara, no espectrometro Bruker Avance lll, operando em frequéncia de 600,13
MHz para o ndcleo de hidrogénio. Cada espectro foi adquirido com 64 scans,
aproximadamente 3 mg de amostra foram dissolvidos em 0,6 mL de agua deuterada
(D20).

3.4.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
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As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram realizadas
utilizando um HPLC da marca JASCO - formado pelos modulos PU-2089s Plus —
Bomba quartenaria, AS-2055 Plus - Injetor automatico, CO-2065 Plus -
Compartimento para coluna com aquecimento, MD-2018 Plus — Detector por absorc¢éo
na regido UV de arranjo de diodos e um LC-Netll/ADC — mddulo de controle.

Para analises utilizou-se como fase estacionaria a coluna Luna C18(2) (5u,
100A, 250 x 4.6mm) da marca Phenomenex. As fases moveis utilizadas na elui¢do
em gradiente foram: solucéo 0,1% de acido férmico em agua (A) e metanol (B). O
método de gradiente consistiu em: 0—3 minutos, isocréatico a 35% de B; 3—10 minutos,
gradiente até 50% de B; 10—13 minutos, gradiente até 100% de B; 13—-15, isocratico a
100% de B, 15-16 minutos, gradiente até 35% de B; 16—28 minutos, isocratico a 35%
de B para recondicionamento e estabilizagcdo. O comprimento de onda do detector UV
foi ajustado para 254 nm, e o volume de injecéo foi de 20 pL. O tempo total de corrida
foi de 28.0 minutos, com uma taxa de fluxo de 0.8 mL min~! e temperatura da coluna
de 40 °C. Os tempos de retencdo foram: TPA 11,1 minutos, MHET 12,0 minutos e
BHET 12,8 minutos, para a identificacdo dos tempos de retencao utilizou-se padroes
analiticos.

Para a quantificacdo dos produtos obtidos via degradacdo do PET utilizamos
duas curvas de calibracdo com padrdo interno (Anexo A) em uma faixa de
concentracdo de 0,027 a 0,099 mg.mL* dos produtos de degradacdo MHET e TPA,
seguido da integracao dos picos pelo software ChromNAV (JASCO Chromatography
Data System) obtendo-se a area e altura do pico referente a cada produto. Na
sequéncia foram calculadas as suas concentracdes relacionando com equacao da
reta através do software Excel. A curva de calibracdo utilizada nesse trabalho foi

realizada pela Dra. Laiza Araudjo de Almeida.

4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO DO PRE-TRATAMENTO

4.1.1 Caracterizacdo das amostras antes do pré-tratamento

De acordo com a norma ASTM D7611/D7611M-21, para conter o cédigo RIC 1
o material plastico deve ser composto majoritariamente por PET, podendo conter até

10% de outros polimeros, desde que seja constituido de pelo menos 90% de
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mondmeros de PET. Apds as analises térmicas (Figura 5) da garrafa pds-consumo e
do filme Sigma, observamos diferencas em sua composicao. Através da DSC, o pico
de cristalizacao do filme sigma indicou uma baixa orientagcdo molecular, evidenciada
pela alta liberacdo de energia. Em contraste, o pico exotérmico de baixa intensidade
da garrafa pés-consumo sugere maior orientagcdo molecular, caracterizando-a como
semicristalina.

Na analise DTA, foi observada a temperatura de transicao vitrea do filme sigma
(72,62 °C) e da garrafa pés-consumo (77,7 °C), valores proximos ao referenciado na
literatura, que situa a transicao vitrea do PET em torno de 70 °C. Essas diferencas
sdo cruciais, pois afetam diretamente os parametros limitantes nas reacdes de
biodegradacdo. Estudos tém demonstrado que substratos de PET com alta
cristalinidade apresentam maior resisténcia a degradacao enzimatica. Portanto, essas
analises confirmam a necessidade de um pré-tratamento que reduza a cristalinidade
do PET péds-consumo para aumentar a eficiéncia da degradacdo enzimatica
(Thomsen, et al., 2022).

Os resultados da andlise por Microscépio-FTIR confirmaram que a garrafa pés-
consumo € predominantemente composta por PET, como esperado. Os espectros
apresentaram bandas caracteristicas das funcdes organicas presentes na estrutura
do polietileno tereftalato, tais como o estiramento C=0 em 1720 cm, C-O em 1275
cm™ e C-H (C sp? em 3000 cm™ para ambas as amostras, como ilustrado na Figura
6. A identificacdo dessas bandas permite avaliar se o pré-tratamento quimico atuara
diretamente nas fung¢bes organicas do polimero ou apenas na sua superficie,
promovendo a reducdo da cristalinidade e, consequentemente, otimizando sua

morfologia para os processos de biodegradacao.



Figura 5 — Analises térmicas das amostras.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Tg, DTA e DSC do filme sigma; (B) Tg, DTA e DSC da garrafa

pds-consumo.

Figura 6 — Espectros na regido do IV das amostras antes do pré-tratamento.

AR B e
[Ty o v BRLTH Wt V'J___,[ 19 "'ﬁ,‘ \ f ;'I K
| i y o I o
I.l }II ' ) |' l’.' |,
|| | ‘ | | |‘
% | .| |‘ ’ {
Q
£ 2 | ”
o © ‘
3 e | |\ ||
7 ‘ [ [l
y
x T * T * T T T T T T ™ T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 35‘00 30'00 25'00 20'00 15'00 10'oo
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

A perfilometria, técnica Optica que permite analisar a topografia do polimero por
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meio de medidas de rugosidade, foi utilizada para avaliar a superficie das amostras.
Essa andlise confirmou que as ranhuras presentes em ambas as amostras Sao
superficiais e decorrentes da manipulacdo natural dos materiais (Wiacek, Jurak,
Gozdecka e Worzakowska, 2017). Dessa forma, ndo foram observadas diferencas
significativas entre a estrutura geométrica das superficies das amostras, que podem
ser consideradas lisas, uma vez que os valores do parametro R: (diferenca pico-vale)
sdo pequenos e refletem apenas pequenas irregularidades.

Na Figura 7 é possivel observar o perfil 3D da superficie das amostras, onde
vemos uma superficie bastante homogénea, com pequenas variagdes em decorréncia
da sensibilidade da técnica. Espera-se que apds o pré-tratamento ocorram mudancas

na superficie e rugosidade das amostras.

Figura 7 — Perfil periddico de varredura 3D para amostras virgens antes do pré-

tratamento.

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Filme sigma; (B) Garrafa pés-consumo.

O cromatograma da Figura 8 mostra os picos correspondentes aos produtos
resultantes da pirolise do filme sigma, descritos na Tabela 1. A andlise desses
produtos foi realizada comparativamente com estudos anteriores de Dimitrov, 2013 e
Dziwinski, ltowska Dziwinski, fowska e Gniady, 2018. Essa caracterizagao teve como
objetivo investigar o perfil de pirélise tanto do filme sigma quanto da garrafa pos-
consumo, verificando se ambos apresentam os mesmos produtos de decomposi¢cao
térmica, tanto antes quanto apods o pré-tratamento, avaliando possiveis modificacdes
estruturais no polimero que possam resultar na formagdo de novos produtos de
pirélise ou na alteracdo das intensidades dos produtos existentes. Ajudando a

entender as mudancas na composi¢cao quimica do PET causadas pelo pré-tratamento.



Figura 8 — Cromatograma dos produtos de pirdlise do filme de PET.

(x10,000.000

25

Max Intensty : 17,995 864

1.004 3
075 4

025]
-
25

9 12
13 16
! 17
10 15
1” | |
78 - »sﬂl
7 1T i
75 100 125 120 17s 200 2s

L__/LIL_ILMH

T
S0

Fonte: Cavalcanti (2024).

Tabela 1 — Descri¢cao dos produtos da pirélise do filme de PET.

T T
250 275

Num RT (min) Fragmentos
1 2.940 Tolueno
2 4.623 Tolueno
3 4.623 Desconhecido
4 5.077 Desconhecido
5 5.280 Etilbenzeno
6 5,517 Estireno
7 7.027 Metilbenzaldeido
8 7.243 Acetofenona
9 7.823 Benzoato de vinila
10 8.247 Acido benzoico
11 9.597 Metil 4-vinilbenzoato
12 10.843 Divinil tereftalato
13 11.230 Monometil tereftalato
14 12.753 Monovinil éster difenilico
15 14.017 1,2-Etanodiol, dibenzoato
16 15.950 \/Cjio/\/ol(@
. -
17 17.863 re
. o
18 23.837 @ ,H\O,\,ojg&_'

Fonte: Adaptada de Cavalcanti (2024)

4.1.2 Pré-tratamento: Alteracbes macroscopicas

O pré-tratamento em temperaturas abaixo de 100°C altera a superficie das
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amostras de polietileno tereftalato (PET) e reduz sua cristalinidade, melhorando assim
0 acesso das enzimas as ligacdes quimicas hidrolisaveis e aumentando a producao
de seus monémeros (Giraldo-Narcizo, 2024; Guo, 2023). Neste estudo, comparamos
os efeitos de diferentes solventes em uma amostra de baixa orientacéo (filme sigma)
e uma amostra semicristalina (garrafa pds-consumo).

Foram selecionados trés solventes: NaOHg10 mol. L1, amplamente utilizado
como método de pré-tratamento na literatura (Giraldo-Narcizo, et al., 2023); NaOH 1,4
mol. L (1:1 H20/EtOH), escolhido por gerar um residuo mais facil de ser tratado e
proporcionar maior seguranga ao operador, alinhando-se aos principios 5, 6 e 12 da
guimica verde; e o0 solvente organico cireno, selecionado devido a sua estrutura similar
ao 1,3-dioxolano, molécula heterociclica com atomos de oxigénio (Figura 9) que
demonstrou boa capacidade de solubilizacdo do PET conforme discutido por Luna et

al. 2024, e ser um solvente de origem biorenovavel e menos toxico.

Figura 9 — Estrutura molecular solventes 1,3-dioxolano e cireno.

A

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) 1,3-dioxolano. (B) Cireno.

A temperatura de trabalho escolhida foi de 70°C, valor préximo a temperatura
de transicao vitrea do PET, além de ser adequada para as rea¢des enzimaticas que
comporao a etapa subsequente deste estudo. A proporcéo entre a massa de PET e o
solvente, bem como a velocidade de agitacédo, foram definidas com base em estudos
anteriores, visando otimizar a interacdo entre o polimero e o solvente durante o pré-
tratamento. (GIRALDO-NARCIZO, S. et al. 2023).

Inicialmente, foram observadas diferencas visuais entre o filme sigma nao
tratado e o filme pré-tratado com NaOHag 10 mol. L1, como ilustrado na Figura 10.
Enquanto a amostra ndo tratada se manteve transparente e incolor, o pré-tratamento
com NaOHag 10 mol. L resultou em um material opaco e esbranquicado. No caso
da garrafa p6s-consumo, o pré-tratamento converteu completamente o material em
um solido branco.

O filme sigma tratado com cireno apresentou coloracdo amarelada e opaca,
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enquanto a garrafa pés-consumo tratada com o mesmo reagente ndo exibiu
alteracdes visuais significativas. Nas amostras tratadas com NaOH 1,4 mol. L? (1:1
H2O/EtOH), ap0s o tempo de reacdo, observou-se que o material se transformou
completamente em um po branco. Apos a centrifugacao e adigcdo de 4gua deionizada,
a maior parte das particulas foi solubilizada, indicando uma solubilizacdo eficaz do

polimero tratado.

Figura 10 — Efeitos do pré-tratamento alcalino nas amostras

— TPA + MHET

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

4.1.2.1 Pré-tratamento: caracterizacao

Nas imagens obtidas por Microscopio-FTIR, € possivel identificar as mudancas
microscopicas nas amostras antes e apos o pré-tratamento. A Figura 11A mostra o
filme de PET pré-tratado com NaOH@aq) 10 mol. L, que apresentou uma superficie
aspera, com deformacfes na rede polimérica, em contraste com a superficie lisa e
com ranhuras superficiais observada antes do pré-tratamento.

O filme tratado com cireno, por sua vez, exibiu uma fina camada de deposi¢cao
do solvente em sua superficie (Figura 11B). No entanto, para a garrafa p0s-consumo
tratada com cireno, ndo foram observadas alteracdes significativas na superficie
(Figura 11C). Essas diferencas sugerem que o pré-tratamento com NaOHag) 10 mol.
L e cireno afetaram de maneira distinta a morfologia do PET.

Em relacdo ao tratamento com NaOH 1,4 mol. L (1:1 H20/EtOH), nao foi
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possivel realizar essas observacdes, pois ndo restou nenhum filme para andlise,

indicando uma dissolucdo completa do material.

Figura 11 — Imagens do Microscopio (20x).

A B C

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) filme sigma tratado com NaOHg 10 mol. L1, (B) filme sigma
tratado com cireno. (C) Garrafa pés-consumo tratada com cireno. As imagens menores no canto
superior direito de cada figura mostram as amostras antes do pré-tratamento, para efeito de

comparacdo visual.

As andlises das superficies realizadas por perfilometria confirmaram as
mudanc¢as macro e microscopicas observadas na topografia da superficie do filme
sigma pré-tratado com NaOHag) 10 mol. Lt. Os parametros de rugosidade, medidos
antes e ap6s o pré-tratamento, estdo detalhados na Tabela 2. Observou-se um
aumento expressivo na rugosidade média Ra de 0,82 um para 10,67 um. O grafico 3D
obtido (Figura 12A) revela uma maior abertura da rede polimérica dessa amostra,
sugerindo que esse aumento na rugosidade e abertura estrutural favorece a interacao
enzimatica com a superficie do material.

No caso do filme tratado com cireno, também foi registrado um aumento na
rugosidade, embora o grafico (Figura 12B) ndo tenha mostrado mudancas
significativas na organizacdo da rede polimérica. Ja na garrafa pds-consumo tratada
com cireno, ndo foram identificadas alteracBes consideraveis nos parametros de
rugosidade ou na morfologia da superficie (Figura 12C).

Para as amostras tratadas com NaOH 1,4 mol. L (1:1 H20/EtOH), assim como
nas analises microscopicas, nao foi possivel realizar a perfilometria, ja que os filmes
foram completamente solubilizados durante o pré-tratamento, restando apenas cerca
de 1 mg de sélido residual, o que tornou a amostra inadequada para ser analisada por

essa técnica.
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Tabela 2 — Parametros de rugosidade das amostras antes e apds o pré-tratamento.

Superficie Re(um) Ra(um)
Filme PET 0,02 0,82

Fime — NaOH 10 mol. L? 1,08 10,67
Filme — Cireno 0,14 1,89
Garrafa pés-consumo 0,05 0,08
Garrafa - Cireno 0,07 0,65

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Figura 12 — Imagens do Microscopio-FTIR.

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Os espectros na regidao de IV (Figura 13) nao apresentaram variacbes
significativas nas amostras tratadas com NaOH@aq) 10 mol. L1, mantendo as bandas
relativas ao PET e seus oligdbmeros. Similarmente, nas amostras tratadas com cireno,
as bandas associadas ao PET permaneceram inalteradas antes e apés o pré-
tratamento. No entanto, nas amostras tratadas com NaOH 1,4 mol. Lt (1:1
H20O/EtOH), n&o ha bandas nas regides correspondentes aos hidrogénios aromaticos
e carbonilas, tipicas do PET e seus oligbmeros, indicando que todo o PET foi
solubilizado. O residuo solido remanescente provavelmente consiste em residuos do

meio reacional.



30

Figura 13 — Espectros na regido do IV para as amostras ap0s o pré-tratamento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). No caso das amostras tratadas com NaOH 1,4 mol. L-1 (1:1
H2O/EtOH) o espectro foi obtido através do modulo ATR. Para as outras amostras utilizaram-se o

microscopio-FTIR.

O cromatograma obtido das analises de Py-GC-MS para o filme sigma tratado
com NaOHag) 10 mol. L (Figura 14A) revelou que os principais produtos da pirélise,
como benzoato de vinila, acido benzoico e divinil tereftalato, sdo compativeis com os
produtos gerados pela pirdlise do filme antes do pré-tratamento sugerindo que o pré-
tratamento ndo alterou a estrutura quimica do polimero, mantendo as ligacdes
guimicas intactas, uma vez que os produtos da pirélise permaneceram 0s mesmos.

No caso do filme tratado com cireno, ndo houve deteccéo de pirélise (Figura
14B), possivelmente devido a deposicdo do cireno na superficie do PET, formando
um material com temperatura de pirolise superior a temperatura do método utilizado.
Outras analises seréo necessarias para confirmar essa hipotese.

O cromatograma do sélido remanescente do filme tratado com NaOH 1,4 mol. L+
(2:1 H20/EtOH) (Figura 14C) ndo apresenta picos compativeis com os produtos de
pirdlise do filme antes do pré-tratamento, 0os novos picos indicam que houve a
formacédo de novos produtos de pirdlise que estdo sendo investigados, nesse caso,
h&a indicios que o tratamento modificou as ligacdes do polimero, promovendo a
hidrolise dos ésteres. Os cromatogramas das garrafas pos-consumo tratadas com
NaOH@g 10 mol. L (figura 14D); cireno (figura 14E) e NaOH 1,4 mol. Lt (1:1
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H20/EtOH) (figura 14F) seguem o mesmo perfil dos resultados observados para o

filme sigma, uma vez que, a garrafa € composta majoritariamente por PET.

Figura 14 — Cromatogramas dos produtos de pirolise das amostras apds o pré-

tratamento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Filme PET tratado com NaOHag 10 mol. L%;(B) Filme PET
tratado com cireno; (C) Filme PET tratado com NaOH 1,4 mol. L (1:1 H20/EtOH) (D) Garrafa pos
consumo tratada com NaOH@aq 10 mol. LY;(E) Garrafa pos-consumo tratada com cireno (F) Garrafa
pés-consumo tratada com NaOH 1,4 mol. L* (1:1 H2O/EtOH).



32

Ao final dos experimentos com NaOH 1,4 mol. L? (1:1 H20/EtOH), todo o PET
em forma de filme foi solubilizado, resultando em dois sobrenadantes relevantes para
cada amostra: o primeiro, proveniente da propria solucdo de NaOH 1,4 mol. Lt (1:1
H20/EtOH) onde os filmes foram dissolvidos, e o segundo obtido a partir da lavagem
do pouco residuo sélido restante com agua deionizada. Apds observar que o residuo
sélido foi inteiramente solubilizado na agua, ambos os sobrenadantes foram
analisados por espectroscopia de RMN de 'H - 600,13 MHz. O solvente utilizado para
as andlises foi agua deuterada (D20), sendo que o pico em torno de 4,82 ppm
corresponde a esse solvente.

Os espectros de H RMN apresentaram os mesmos deslocamentos quimicos
para todas as amostras, com varios picos na regido dos aromaticos entre 7,72 e 7,84
ppm, correspondendo a sinais caracteristicos do mondémero acido tereftalico (TPA). O
TPA, em particular, exibe um singleto que integra para 4H, localizado a 7,72 ppm,

sinal que representa os hidrogénios destacados na posicdo "a" da Figura 15.

Figura 15 — Estrutura quimica do acido tereftalico (TPA).

Fonte: elaborado pelo autor (2024).

Figura 16 — Espectros de *H RMN em D20 (600,13 MHz) das solucdes obtidas apés
o] pré-tratamento e apos a lavagem do sélido resultante.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Filme PET, NaOH 1,4 mol. L* (1:1 H2O/EtOH) (B) Filme PET,
lavagem — agua deionizada (C) Garrafa pés-consumo, NaOH 1,4 mol. L? (1:1 H2O/EtOH) (D) Garrafa

pés-consumo, lavagem — agua deionizada.

4.1.3 Otimizacao do pré-tratamento para reacdes enzimaticas

ApOs os estudos de pré-tratamento, concluiu-se que a solu¢cdo de NaOH 1,4
mol. L1 (1:1 H,O/EtOH) foi o solvente mais eficiente, pois, além de solubilizar
praticamente todo o PET, esta alinhado aos principios da quimica verde propostos.
No entanto, o pH 14 da solu¢éo contendo os oligbmeros e mondémeros obtidos ao final

do pré-tratamento representa um desafio para sua aplicagdo direta na reacao
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enzimética subsequente, considerando que o pH ideal de trabalho da enzima LCC,
utilizada na etapa seguinte, é 8, conforme relatado na literatura. (Pirillo, et al., 2023).

Para contornar essa limitacdo, foi necessario ajustar a metodologia de pré-
tratamento, reduzindo o tempo de reacdo para evitar a completa hidrolise do PET,
mantendo o filme ainda como um sélido e ndo mais em solugcdo. Com isso, a solucao
interage com o polimero apenas o suficiente para iniciar a hidrélise e reduzir sua
cristalinidade, melhorando a acessibilidade da enzima e potencializando a eficacia do
processo enzimatico subsequente.

Para ajustar a metodologia, foi realizado um ensaio que avaliou a relagdo entre
a perda de massa e o tempo. A medida que a hidrélise avanca, os oligdmeros
formados se dissolvem, resultando na diminuicdo da massa do filme, essa relacéo

esta representada na Figura 17.

Figura 17 — Perda de massa do PET ao longo do tempo de pré-tratamento.
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Fonte: elaborado pelo autor (2024). A massa de filme PET utilizada inicialmente foi 7mg.

Considerando que apés 1 hora de pré-tratamento ja ocorre mudancas
macroscopicas significativas além de uma perca de massa, a metodologia foi ajustada
mantendo a propor¢gdo massa/volume, agitacdo e temperatura definidas inicialmente
mudando o tempo para 1 hora. Também é possivel observar através desse grafico
gue a reacao ocorre por meio de uma cinética de ordem zero, ou seja, a variacao da

concentracéo do reagente ndo altera a velocidade da reacao.
4.2 ESTUDOS ENZIMATICOS

4.2.1 Atividade enzimatica
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Nosso estudo baseia-se na atividade enzimatica da variante ssH218SF243T,
uma versao otimizada da enzima leaf-branch compost cutinase (LCC). Esta variante
apresenta multiplas substituicdbes de aminoacidos na sequéncia original da proteina
(LCC), incluindo a troca de uma histidina por uma serina na posi¢ao 218 e de uma
fenilalanina por uma tirosina na posi¢do 243, além da inser¢cdo de uma ponte de
dissulfeto, ligacdes covalentes de enxofre, que estabilizam a estrutura tridimensional
da enzima (Bosnjak, et al. 2014). Essas modificacbes aumentam a rigidez e
resisténcia térmica da enzima e sdo direcionadas para aprimorar caracteristicas como
estabilidade térmica, atividade catalitica, especificidade e seletividade para o
substrato (Jiang, Ran,Yang, 2022).

N&o exploramos a eficiéncia dessas modificacées diretamente; no entanto,
estudos complementares estdo sendo conduzidos para essa avaliagdo (Cavalcanti,
2024). A atividade enzimética foi verificada frente ao substrato BHET, monitorando-se
o0 consumo do material inicial com uma curva analitica que apresentou coeficiente de
correlacao (R?) de aproximadamente 0,97 e equacéo da retay = 10,776x + 0,0278.

As condi¢cdes reacionais, ilustradas na Figura 18 (Shirke, et al. 2018),
indicaram, conforme o cromatograma da Figura 19, uma baixa formacdo de TPA,
inferior ao limite de quantificacdo, levando a quantificacdo baseada na formacao de
MHET. A unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de MHET
formada a partir do BHET por minuto, por microlitro de solugdo enzimatica. Para o
substrato testado, a atividade enzimatica foi de 0,693 U.mg-!, com uma converséo de
47%, indicando que a enzima ssH218SF243T apresenta atividade catalitica nas

condi¢cBes de pH, temperatura e agitacao utilizadas.

Figura 18 — Reacao de hidrolise do BHET

100 mM tampao fosfato
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0,04 mg/mL enzima
500 rpm 55°C

Fonte: elaborado pelo autor (2024).



36

Figura 19 — Cromatograma da hidrolise de BHET
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Fonte: elaborado pelo autor (2024).

4.2.2 Reacdes Enzimaticas

Comparamos a atividade enzimética em filmes de PET amorfo ndo tratados
com sua atividade em substratos similares submetidos a um pré-tratamento com
solucdo hidroalcéolica de NaOH 1,4 mol. L't a 70°C durante 1 hora. Inicialmente,
identificamos diferencas visuais entre as seguintes amostras: a condic¢ao inicial sem
tratamento, apenas o tratamento enzimatico, o pré-tratamento isolado e a combinacéao
de pré-tratamento seguido pelo tratamento enzimatico.

Observa-se que a amostra nao tratada incialmente é transparente e incolor
(Figura 20A), enquanto as amostras submetidas ao tratamento enzimatico por 48h
(Figura 20B) e apenas ao pré-tratamento de 1 hora (Figura 20C) apresentaram
opacidade. Ja a amostra que passou pelo pré-tratamento seguido do tratamento
enzimatico por 48 horas exibiu um aspecto opaco e esbranquicado, sugerindo uma

alteracao estrutural mais intensa devido a combina¢cédo dos processos.
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Figura 20 — Mudangas macroscopicas nas amostras — fotos.

Fonte: elaborado pelo autor (2024). (A) Controle; (B) apds reacdo enzimética 48h; (C) apés pré-

tratamento; (D) ap6s pré-tratamento e reacao enzimatica.

Para avaliar se as alteracbes morfologicas da superficie levam a hidrélise
melhorada durante o tratamento enzimatico, quantificamos os produtos em cada
amostra usando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), através de uma
curva de analitica que apresentou coeficiente de correlacdo (R2) de aproximadamente
0,98 e equacao daretay = 10,572x + 0,0644.

As reacdes foram conduzidas conforme os parametros da Figura 21, e os
cromatogramas (Apéndice A) indicaram a formacg&do predominante de TPA, com
formacdo de MHET em menor quantidade, abaixo do limite de quantificacdo. O

rendimento de despolimerizacao foi calculado a partir da equacéo 1.

Figura 21 — Reagao de hidrdlise do PET

o 100 mM tampéo fosfato 0 o
o de potéssio pH 8 . 0 /\/OH OH
o) +
0,04 mg/mL enzima HO HO
n 500 rpm 55°C
PET MHET TPA

Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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(minicial_ mfinal)*100

Minicial

(1)

Através da Tabela 3 € possivel observar que para as reagdes de 48h o pré-
tratamento aumentou 9,6 vezes o rendimento de despolimerizacdo e
aproximadamente 3 vezes a conversao de TPA. Para as reacbes de 90h o pre-
tratamento ndo foi tdo eficiente em aumentar a conversao para TPA, aumentando

apenas 0,1 mg, porém foi eficiente aumentando a despolimerizagdo em 2 vezes.

Tabela 3 — Produtos de hidrélise de PET observados e rendimento de massa de

despolimerizacao.

. Rendimento de
Tempo Conversao TPA (mg) L
despolimerizacao (%)

48h 0,30 7
48h2 0,84 67
90h 1,52 16
90ha 1,62 33

Fonte: elaborado pelo autor (2024).2amostra com pré-tratamento

5 CONCLUSAO

Este estudo revelou que a garrafa PET pds-consumo, apesar de ser composta
majoritariamente por PET, contém uma porcentagem de outros polimeros, resultando
em uma composicdo ligeiramente distinta do filme Sigma-Aldrich padrédo. Apesar
dessas diferencas, as amostras responderam de maneira semelhante ao pré-
tratamento com os diferentes solventes avaliados.

Entre os solventes testados, o NaOH 1,4 mol. L (1:1 H2O/EtOH) mostrou-se o
mais eficiente, solubilizando todo o PET das amostras em oligdbmeros e formando
acido tereftalico (TPA) como evidenciado pela presenca do pico caracteristico desse
composto nos espectros de RMN. A metodologia utilizando este solvente esta
alinhada com os principios da quimica verde, em especial o principio 5 — uso de
solventes e auxiliares mais seguros, gerando residuos mais facilmente trataveis;
principio 6 - maior eficiéncia energética e principio 12 — quimica segura,
proporcionando maior seguranga ao operador.

A combinacao do pré-tratamento com solucao hidroalcoodlica de NaOH 1,4 mol.
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L e reagBes enzimaticas com a variante ssH218SF243T resultou em um aumento de
9,6 vezes e 2 vezes no rendimento de despolimerizacdo para as reacdes de 48 e 90
horas, respectivamente, além de um aumento de 3 vezes na conversao de TPA para
a reacdo de 48 horas. Esses resultados indicam que o pré-tratamento foi eficaz em
elevar os rendimentos das reacdes enzimaticas, embora tenha mostrado limitagdo em
melhorar a converséo final para TPA, o monémero de interesse.

Este estudo contribui para um manejo mais eficaz dos residuos de PET,
promovendo uma economia circular e sustentavel, reduzindo o impacto da poluicao
plastica. Contemplando os objetivos do desenvolvimento sustentavel 9 - industria,
inovacao e infraestrutura; 12 — consumo e producao responsaveis e 14 — vida na agua,
ao fomentar inovacbes na gestdo de residuos, otimizar recursos energéticos e
proteger ecossistemas marinhos, promovendo um equilibrio entre desenvolvimento

industrial e preservagao ambiental.
REFERENCIAS

American Society for Testing and Materials. D20. Plastics Committee Revises Resin
ID Code, More Updates Comin: ASTM 2020.

ANUAR, K. S. F. N. et al. An Overview into Polyethylene Terephthalate (PET)
Hydrolases and Efforts in Tailoring Enzymes for Improved Plastic Degradation.
Molecular Sciences, v. 23, n. 20, p. 12644, 2022.

BENYATHIAR, P. et al. Polyethylene Terephthalate (PET) Bottle-to-Bottle Recycling for
the Beverage Industry (review). Polymers, v. 14, n. 12, p. 2366, 2022.

BOYER, F. R. Glassy transitions in semicrystalline polymers. Journal of Polymer
Science, v. 50, n. 1, p. 189-242, 1975.

BOSNJAK, I; et al. Occurrence of protein disulfide bonds in different domains of life: a
comparison of proteins from the Protein Data Bank. Protein Engineering, Design and
Selection, v. 27, n. 3, p 65-72, 2014.

BUCHHOLZ, P. C. F; et al. Plastics Degradation by Hydrolytic Enzymes: The Plastics-
active Enzymes Database - PAZy. Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics. v. 90, p. 1443-1456, 2022.

CAVALCANTI, V. H. O. Estudo da degradagao de PET (polietileno tereftalato) via
catalise enzimatica. 2024. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista, Araraquara. — (Em elaboragao).

DUAN, C.; et al. Global Polyethylene Terephthalate (PET) Plastic Supply Chain
Resource Metabolism Efficiency and Carbon Emissions Co-Reduction Strategies.
Sustainability, 16(10), 3926, 2024. Disponivel em: 10.3390/su16103926. Acesso em:
1 out. 2024.



40

DIMITROV, N. et al. Analysis of recycled PET bottles products by pyrolysis-gas
chromatography. Polymer Degradation and Stability, v. 98, n. 5, p. 972-979, 2013.

DZIWINSKI, J. E.; [LOWSKA, J.; GNIADY, J. Py-GC/MS analyses of poly(ethylene
terephthalate) film without and with the presence of tetramethylammonium acetate
reagent: Comparative study. Polymer Testing, v. 65, p. 111-115, 2018.

GEYER, R.; JAMBECK, R. J.; LAW, L. K. Production, use, and fate of all plastics ever
made. Science Advances, v. 3, n. 7, e1700782, 2017. Disponivel em:
10.1126/sciadv.1700782. Acesso em 28 set. 2024.

GIRALDO-NARCIZO, S. et al. Accelerated Polyethylene Terephthalate (PET)
Enzymatic Degradation by Room Temperature Alkali Pre-treatment for Reduced
Polymer Crystallinity. Chembiochem, v. 24, n. 1, e202200503, 2023. Disponivel em:
10.1002/cbic.202200503. Acesso em 28 out. 2024

GUO, B. et al. Fast Depolymerization of PET Bottle Mediated by Microwave Pre-
Treatment and An Engineered PETase. ChemSusChem, v. 16, n. 18, e202301238,
2023. Disponivel em: 10.1002/cssc.202301238.

JIANG, Y.; RAN, X.; YANG, J. Z. Data-driven enzyme engineering to identify function-
enhancing enzymes. Protein Engineering, Design and Selection, v. 36, gzac009, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.1093/protein/gzac009. Acesso em: 28 out. 2024

KLEMES J. J.; FAN, Y. V.; JIANG, P. Plastics: friends or foes? The circularity and plastic
waste footprint, Energy Sources, Part A: Recovery, Utilization, and Environmental
Effects, v. 43 n. 13, p. 1549-1565, 2021. Acesso em 13 set. 2024.

KOSHTI, R.; MEHTA, L.; SAMARTH, N. Biological Recycling of Polyethylene
Terephthalate: A Mini-Review. Journal of Polymers and the Environment, v. 26, p.
3520-3529, 2018.

LUNA, E. et al. Towards a better understanding of the cosolvent effect on the low-
temperature glycolysis of Polyethylene Terephthalate (PET). Chemical Engineering
Journal, v. 482, p. 148861, 2024.

NIHAN, K.; KHANNA, N.; SHAH, N. Climate Impact of Primary Plastic Production.
eScholarship. 2024. Disponivel em: https://escholarship.org/uc/item/12s624vf. Acesso
em 14 out. 2024.

MANO, E. B.; MENDES, L. C. Introdugao a polimeros, 1999. Editora. Edgard Blucher
Ltda — Sao Paulo.

MILLICAN, J.; AGARWAL, S. Plastic Pollution: A Material Problem? Macromolecules,
v. 54, n. 10, p. 4455-4469, 2021.

Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD). Global
Plastics Outlook: Policy Scenarios to 2060, OECD Publishing, Disponivel em:
https://doi.org/10.1787/aa1edf33-en. Acesso em: 28 out. 2024

PIRILLO, V. et al. Efficient polyethylene terephthalate degradation at moderate
temperature: a protein engineering study of LC-cutinase highlights the key role of
residue 243. The FEBS Journal. v. 290, n. 12, p. 3185-3202, 2023.



41

RADWELL, O. Plastic Types and the Global Plastic Hate [Blog]. Disponivel em:
https://blog.radwell.codes/2021/07/plastic-types-and-global-plastic-hate/. Acesso em:
11 set. 2024.

RITCHIE, H.; ROSER, M. Plastic Pollution, OurWorldinData.org, 2018. Disponivel
em: https://ourworldindata.org/plastic-pollution. Acesso em: 29 out. 2024.

SHIRKE, N. A. et al. Stabilizing Leaf and Branch Compost Cutinase (LCC) with
Glycosylation: Mechanism and Effect on PET HydrolysisClick to. Biochemistry, v. 57,
n. 7, 1190-1200, 2018.

SOONG, V. Y. H.; SOBKOWICZ, J. M.; DONGMING, X. Recent Advances in Biological
Recycling of Polyethylene Terephthalate (PET) Plastic Wastes. Bioengineering, v. 9,
n. 3, p. 98, 2022.

TANIGUCHI, I. et al. Biodegradation of PET: Current Status and Application Aspects.
ACS Catalysis, v. 9, n. 5, p. 4089-4105, 2019.

THOMSEN, T. B.; HUNT, C. J.; MEYER, A. S. Influence of substrate crystallinity and
glass transition temperature on enzymatic degradation of polyethylene terephthalate
(PET). New Biotechnology, v. 69, p. 28-35, 2022.

Types of Plastic: 7 Plastic Symbols You See Daily (and why HDPE is our favorite).
Sustainability. Disponivel em: https://www.pvpallet.com/news/types-of-plastic-7-
plastic-symbols-you-see-daily-and-why-hdpe-is-our-favorite. Acesso em: 28 out. 2024.

TOURNIER, V. et al. Enzymes’ Power for Plastics Degradation. Chemical Reviews,v.
123, n. 9, p. 5612-5701, 2023.

UNITED NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME (UNEP). From Pollution to
Solution: A Global Assessment of Marine Litter and Plastic Pollution. Disponivel em:
https://www.unep.org/pt-br/noticias-e-reportagens/comunicado-de-imprensa/relatorio-
da-onu-sobre-poluicao-plastica-alerta-sobre. Acesso em: 11 set. 2024.

WIACEK, E. A. et al. Interfacial properties of PET and PET/starch polymers developed
by air plasma processing. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, v. 532, p. 323-331, 2017.



https://blog.radwell.codes/2021/07/plastic-types-and-global-plastic-hate/
https://www.unep.org/pt-br/noticias-e-reportagens/comunicado-de-imprensa/relatorio-da-onu-sobre-poluicao-plastica-alerta-sobre
https://www.unep.org/pt-br/noticias-e-reportagens/comunicado-de-imprensa/relatorio-da-onu-sobre-poluicao-plastica-alerta-sobre

42

APENDICE A - CROMATOGRAMAS DAS REACOES ENZIMATICAS

- Atividade enzimatica: Branco.

130
tention Time [min]

0.548 N/A 25,549 NjA
3091 NA 17018 1821 1112
32182 N/A 2173 13814 1178
16,660 7135233 B10050 44802 60.347 A 89397 1152 1381
17.383 1134727 35488 7125 2645 NA 4500 0.571 NjA
18.540 1323784 15940 8.306  LI67N/A  GOL N NA

- Reacdes com PET 48h sem pré-tratamento

14.0 4 4 X 19.0 200 210

120 130
Retention Time [min]

Peak Info. Table: ssH218SF243T - PET - 48H

Peak Name |CH R AreaHeicht |Area% |Height%  Quantity [NTR Symmetry Factor
Unknown 11008 4699182 295155 33.842  27.055

Unknown 12057 595998 39874 4.292  3.655

Unknown 16613 5106790 720402 43.973  66.035

Unknown 17812 127434 20048 9.178 1838

Unknown 18.990 1209354 1591 8709 1.417 N/A 766 NfA [

Warning
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- Reacdes com PET 90h sem pré-tratamento

120 .
Retention Time [min]

SF243T - PET - 90H

237275 3L060 2L044 NfA 7552 15.329 1.224
16,507 7403469 844817 52.027 74925 NfA 88937 1568 137
17.823 1302082 29630 9.150 2628 NfA 2803 0.377 NfA
18,598 1104664 15824  7.763  L403 NfA 871 NjA 5.732

- Reacbes com PET 48h com pré-tratamento

12.0 13.0 140
Retention Time [min]

Peak Info. Table: ssH218SF243T - PET-48H -Pre - T

2 Height Height% | Quantity |NTP Symmetry Factor _ Warning
11,145 3070442 30,073 19.045 N/A 9152 16.187

16.623 6011440 716887 58.878  76.763 N/A 96798 N/A 1.370

17.482 568964 15600 5.573 1670 N/A N/A N/A N/A

17.868 559178 23543  5.477 2.521 N/A N/A N/A NA

Unknawn
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- Reacdes com PET 90h com pré-tratamento

[—=sH2185F243T - PET - 90H - Pre - T - CHS)|

Intensity [1¥]

14.0

12, .
etention Time [min]

Peak Info. Table: ssH218SF243T - PET-90H -Pre - T

Peak Name ea Height

Unknown | 5 31899  22.595 NjA

Unknown | 5 16.660 6114457 717489 50.148  73.163 NjA 95173 1523 1383
Unknown | 5 17.838 943351 24951 7.737  2.544 NjA 2856 0.394 NJA

Unknown | 5 18,660 124577 16644 10,216 1.697 NjA 686 N/A 1895
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ANEXO A — CURVAS DE CALIBRACAO

- Curva de calibracdo de MHET com padréo interno.

Curva de Calibragdo - MHET

1,2
1
= L
©
i .
o« 0,8
=3
e n
u
= 06 _
el g
0,4
y=10,776x+ 0,0278
» R?=0,9737
0,2
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentracdo de MHET (mg/mL)
- Curva de calibracdo de TPA com padrao interno.
Curva de Calibracdo - TPA
1,2
1
= 08
© .
g
‘{} 0,6
e =]
©
@ 04
< " y=10,572x+ 0,0644
R?=0,9882
0,2
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentracdo de TPA {mg/mL)

O padréo interno utilizado foi o 1-(2-Hidroxietil) 4-metil tereftalato (pureza: >
97%), adicionado nas amostras com uma concentracédo de 0,1 mg. mL™.
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