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RESUMO

Com o avanc¢o da tecnologia e da ciéncia foi possivel o aumento na utilizacdo de
embalagens para conservacdo de alimentos, com isso 0s métodos de armazenamento se
tornaram mais eficazes e mais leves com o emprego de polimeros como o poli(tereftalato de
etileno) (PET). No entanto, esses polimeros sintéticos tém baixa degradabilidade o que pode
gerar um aumento no montante de residuos sélidos anualmente, devido ao rapido e Unico uso
dessas embalagens. Em vista disso, este trabalho tem como objetivo a revisao bibliogréafica de
processos envolvendo a reciclagem do PET focando no emprego de enzimas como
catalisadores e, posterior reuso dos mondmeros etileno glicol (EG) e &acido tereftalico (TA)
provenientes da despolimerizagdo do PET para reacdo de biossintese de Poli-alcanoatos
(PHAS) utilizando Pseudomonas sp. Os métodos tradicionais de reciclagem sdo 0s mecanicos,
energéticos e quimicos. Esses métodos foram criados a fim de diminuir a geracédo de residuos
solidos e permitir a utilizacdo desses materiais por mais tempo. Ja nos métodos atuais que estdo
sendo pesquisados se tem a reciclagem enzimatica do PET através de duas enzimas a PETase
e a MHET hidrolase que quando combinadas podem formar o EG e TA que sdo produtos da
despolimerizacdo do PET, permitindo assim a obtencdo de mondmeros e reduzir a necessidade
da utilizagdo de fontes fosseis. Alem disso, estudos recentes mostram a formacéo de PHAs a
partir de Pseudomonas sp., em ambiente escasso de nitrogénio. Esta é uma classe de polimeros
biodegradaveis com propriedades termoplasticas ou elastoméricas dependendo de sua massa
molar e ramificacdes. Ademais, pode-se utilizar o EG e 0 TA como substratos para a producao
de PHAs que sdo incorporados na via metabodlica primaria do micro-organismo e armazenadas
em vesiculas. Portanto, é possivel reduzir a geracdo de residuos solidos provenientes de
embalagens produzidas por polimeros nao-biodegradaveis como o PET e ainda permitir a
producdo de PHAS que é um polimero com maior valor agregado, logo ha eminente apreciacao
do método de reciclagem enzimatica e reuso de monémeros.

Palavras-chave: despolimerizacdo do PET, reciclagem enzimatica, biossintese de PHAs



ABSTRACT

As science and technology improved, it was possible to use intelligent packaging for
food preservation, thus making storage methods more efficient and lighter with the use of
polymers such as poly(ethylene terephthalate) (PET). However, these synthetic polymers have
low degradability in nature which generates a huge amount of solid waste annually due to the
rapid and single-use of these packages. Hence, this work aims to review the literature on
processes involving PET recycling focusing on the application of enzymes as catalysts and the
reuse of ethylene glycol (EG) and terephthalic acid (TA) monomers from the depolymerization
of PET for the reaction of biossintesis of Poly-alkanoates (PHAS) using Pseudomonas sp. The
traditional methods of recycling are mechanical, energetic and chemical, these methods were
created to reduce the generation of solid waste and allow the use of these materials for a longer
time. On the other hand, in the current methods that are being researched, there is the enzymatic
recycling of PET through two enzymes, PETase and MHET hydrolase. When combined can
form EG and TA, which are products of PET depolymerization, thus allowing the obtaining of
monomers and reducing the need to use fossil sources. Furthermore, recent studies show the
formation of PHAs from Pseudomonas sp. in a low nitrogen environment. This is a class of
biodegradable polymers with thermoplastic or elastomeric properties depending on their molar
mass and branches. Additionally, EG and TA can be used as substrates to produce PHAs to be
incorporated into the microorganism's primary metabolic pathway and stored in vesicles.
Consequently, it is possible to reduce the generation of solid waste from packaging produced
by non-biodegradable polymers such as PET and still allow the production of PHASs, which is
a polymer with greater added value, so there is an eminent appreciation of the enzymatic
recycling method and reuse of monomers.

Keywords: PET depolymerization, enzymatic recycling, PHA biosynthesis
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1. INTRODUCAO

Este trabalho tem como objetivo principal a revisdo bibliogréfica de processos de
reciclagem enzimaética por meio da despolimerizacao do poli(tereftalato de etileno) e exibir um
meio de reuso de acido tereftalico e etileno glicol na biossintese de poli(hidroxialcanoatos) a

partir de micro-organismos.

1.1.Embalagens
1.1.1. Breve contexto histérico

Nos primdrdios da sociedade, os seres humanos consumiam alimentos a partir do
extrativismo 1 e com isso, eram autossuficientes, reduzindo assim, a necessidade de
embalagens para armazenamento ou transporte 2. Naquele tempo, os primeiros materiais
utilizados como embalagens eram de origem natural como toras ocas, conchas, e até mesmo
6rgdos de animais 2. Com o passar do tempo e avancos na metalurgia e cerdmica, outros
materiais, como cobre, chumbo, ferro, argilas e o vidrol® foram introduzidos no transporte e
armazenamento de alimentos. Isso foi fundamental para a evolugdo tecnoldgica e,
consequentemente, construcdo de grandes cidades com aumento na populacdo ™! devido ao
maior tempo de durabilidade dos alimentos quando corretamente armazenados em embalagens.
Em meados do século XX, em 1939, iniciou-se a segunda grande guerra mundial ¥, em que
havia escassez na oferta e producéo de alimentos no mundo 1, uma maneira de se aumentar a
validade dos produtos foi a criacdo de alimentos processados em latas Bl Além disso, a
celulose, principal componente na producdo de embalagens de papel, como caixas corrugadas
e cartdes, foi descoberta em 1838 pelo quimico francés Anselme Payen [, que a isolou da
matéria vegetal e determinou sua formula quimica, a qual foi usada para produzir o primeiro
polimero termoplastico de sucesso, a celulbide, pela empresa Hyatt Manufacturing Company
81 Por outro lado, em 1907, Leo Baekeland, desenvolveu um novo produto sintético, a
baquelite 1, o0 que tornou uma corrida para novas rotas sintéticas e compreensdo do
comportamento desses materiais poliméricos. Em 1920, Hermann Staudinger publicou o livro
“Uber Polymerisation” %, no qual propGe a primeira estrutura de polimeros, sendo por ele
considerada uma estrutura de longas correntes de atomos unidas por ligagdes covalentes. Apos
a criacdo e, posteriormente, o rapido desenvolvimento de materiais poliméricos, possibilitou-
se novas formas de embalar alimentos que tem como principal funcéo: proteger os produtos de
contaminag&o, facilitar o transporte e armazenamento de produtos e trazer informacdes e
designs coloridos que tornem o alimento mais atraente . Entre os polimeros, as poliolefinas

se destacam quanto a utilizacdo em embalagens para alimentos 1. Isso se deve ao relativo
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rapido tempo de processo, com baixo custo, e a producdo de mondmeros a partir de fontes
fosseis [*2. Esses materiais foram descobertos e estudados por Giulio Natta, em 1938 1% ¢

como exemplo de poliolefinas tem-se: o PP (polipropileno), o PE (polietileno) e o PET 22,

1.1.2. Mercado global de embalagens

A producéo de embalagens para alimentos é uma industria global, sendo caracterizada
pela sua diversidade [*l. Nos dias atuais, ha crescente interesse no consumo de produtos frescos
com vida Gtil prolongada e qualidade controlada ™%, isso faz com que os fabricantes devam
fornecer embalagens modernas e seguras. E, de fato, um desafio para a industria de embalagens
de alimentos e atua como uma forca motriz para o desenvolvimento de novos e aprimorados
conceitos de empacotamento de tecnologia 4. Portanto, os produtores de embalagens
procuram solucdes que permitam melhorar as propriedades dos materiais de embalagem como:
barreira adequada para gases, protecdo a radiacdo ultravioleta, aumento no periodo de

armazenamento, transparéncia e biodegradagéo [*41,

O aumento no consumo de alimentos em supermercados impulsiona o mercado de
embalagens de alimentos [*31, principalmente durante a pandemia do COVID-19. Com isso,
recursos de conveniéncia como abertura facil, portabilidade e embalagem de uso Unico
aumentarm a inovacdo neste segmento 1. Isso faz com haja um rapido desenvolvimento de
novas embalagens, no entanto, o uso de embalagens de uso Unico aumenta a geracdo de
residuos plasticos solidos ¢! logo ha uma tendéncia na criacio de métodos de reuso e
reciclagem desses produtos, além do desenvolvimento de materiais mais rapidamente

biodegradaveis 1.

O mercado de embalagens de alimentos é segmentado com base em materiais, tipos,
aplicacdes e geografia. Os materiais envolvidos na embalagem de alimentos séo papel e cartéo,
plastico rigido e flexivel, vidro e metal. A segmentacdo geogréfica do mercado inclui quatro
regides: América do Norte, Europa, Asia-Pacifico e Resto do Mundo (RoW) (31118 Como visto
em Figura 1.

Reciclagem Enzimatica do PET para Reuso de Mondmeros
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Figura 1. Tamanho do mercado de embalagens para alimentos periodo 2014-2019 distribuido por regides

geograficas [18],

O mercado de embalagens de alimentos atingiu um valor superior a $300.000 milhdes

em 2019 [*8 e o mercado da Asia-Pacifico é o que se destaca na alta produtividade e exportacio

[19],

Em 2014, os segmentos de plasticos rigidos e flexiveis, em conjunto, detinham a maior

quota de mercado, em termos de materiais, sendo posteriormente seguidos pelos segmentos de

metal e papel e cartdo, como visto na Figura 2.

350,000.0
300,000.0
250,000.0
200,000.0
150,000.0
100,000.0

50,000.0

Tamanho do mercado ($ milhdes)

Figura 2. Tamanho do mercado de embalagens para alimentos por material (8],
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As empresas lideres de mercado estdo utilizando o langcamento de novos produtos,
aquisicdes, joint ventures e expansdo como estratégias de crescimento e desenvolvimento 29,
Sendo assim, destacam-se as principais empresas que desenvolvem importante papel na criagéo
de novas estratégias de mercado para as embalagens para alimentos, sendo eles: Amcor Ltd.
(Australia), Rock-Tenn Company (EUA), Sealed Air Corp. (EUA), Nuconic Packaging LLC
(EUA), Tetra Pak International SA (Suica) e Crown Holdings, Inc. (EUA) [e1[24,

Vale ressaltar que o mercado de embalagens, engloba os polimeros naturais e sintéticos
utilizados como estrutura principal, a qual engloba as propriedades fisicas, mecanicas, dpticas,
superficiais, que auxiliam a manter o alimento fresco por mais tempo, embora também engloba
0s adesivos que sdo utilizados para unir as camadas de polimeros para se obter os filmes, ou
para fechamento de caixas de papeldo ondulado. Esses adesivos sdo divididos essencialmente
em 3 tecnologias: base-agua, poliuretanas, e hotmelts %21, Cada adesivo com uma propriedade
especifica que sera destinado a aplicacdo de uma embalagem para alimento.

1.1.3.  Regulamentac@es para uso de polimeros em embalagens de alimentos

Para materiais de embalagem que tenham contato direto ou indireto com alimentos, 0s
requisitos gerais séo convencionalmente concentrados na seguranca, restringindo a migracao
de substancias dos materiais da embalagem para o alimento. Como a Resolu¢do — RDC n° 91,
de 11 de maio de 2001 da ANVISA, cuja ementa se destaca por “Aprovar 0 Regulamento
Técnico - Critérios Gerais e Classificacdo de Materiais para Embalagens e Equipamentos em
Contato com Alimentos constante do Anexo desta Resolugdo”.®l No mundo todo, tem-se a
tendéncia de embalagens flexiveis por apresentarem bons resultados de performance para
armazenamento de alimentos, além de reduzirem a massa em toneladas a serem transportadas
anualmente visto que em media uma embalagem flexivel é mais leve que o vidro, aléem de
menor gasto energetico para producdo. Como visto na Figura 3, as embalagens flexiveis sdo
normalmente compostas por multicamadas de polimeros como PET, BOPP, PE e cada camada

€ unida com a adic&o de adesivos poliuretanos 241,
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& PET (externo)

Transparente e Facil Impressao

MET-PET
Barreira Metalizada

PE (interior)
Alta Forca de Selagem e Integridade

Figura 3. Exemplo de filme polimérico utilizado em embalagens flexiveis para alimentos 24,

1.1.4. Residuo sélido gerado pelas embalagens poliméricas
Os polimeros apresentam baixa degradacédo sendo estaveis ao ataque microbiano. No
entanto, polimeros naturais como a celulose produzida por plantas, leva em torno de 0,5 anos

para se degradar na natureza por meios bioticos e abioticos 28,

Alguns estudos recentes mostram que o PET, que € um dos principais polimeros
utilizados em embalagens de alimentos e bebidas, leva em torno de 400 anos para se degradar
29 "isso indica que desde 1946 %1 grande parte do PET produzido e ndo reciclado ou no
reutilizado ainda esta na natureza. Com isso, pode-se observar que a expansdo na pesquisa e
desenvolvimento de embalagens para alimentos devido a crescente demanda por esses
materiais, gera ainda mais residuos sélidos anualmente B%. A Figura 4 (A) indica a formagc&o
de ilhas de plastico no oceano pacifico e (B) o consumo de plastico no mundo.

Reciclagem Enzimatica do PET para Reuso de Mondmeros
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0 kg 0.03 kg 0.08 kg 0.2 kg 0.4 kg >1 kg
No data 0.01 kg 0.05 kg 0.1kg 0.3 kg 0.5 kg

Figura 4. (A)llha de plastico do Pacifico B4, (B) Consumo de plastico no mundo 2,

Os microplasticos sdo 10°® m unidades de pléstico, os quais s&o encontradas no mercado
em forma de glitter, adesivos e esfoliantes, por exemplo %, No entanto, o maior problema esta
na geracdo de microplastico por processos de degradacdo de polimeros em que um macro-
polimero (uma garrafa PET, por exemplo) vai reduzindo sua massa e aumentando a area
superficial até virar um microplastico ou nanoplastico com maior reducio na escala B, Esses
micro-materiais ja contaminam cerca de 90% do sal de cozinha (NaCl) utilizado B4, uma vez
que uma parte dos polimeros de rapido uso empregados em embalagens de alimentos acaba

Reciclagem Enzimética do PET para Reuso de Mondmeros
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chegando nos oceanos B%. Como exemplo disso, tem-se a ilha de plastico do pacifico (Figura
4(A)) que segundo o Greenpeace, representa cerca 12,7 milhdes de toneladas de polimeros néo-
biodegradaveis, o que gera problemas, principalmente, aos animais marinhos acarretando perda
de biodiversidade nos oceanos 21, Isso é decorrente ao alto consumo de plasticos no mundo
devido ao rapido uso e posterior descarte inadequado. Como visto na Figura 4 (B), paises mais
desenvolvidos no hemisfério norte como os Estados Unidos e Alemanha geram um alto
consumo de pléstico por habitante diariamente. Como se observa na Figura 5 (A) cientistas
observaram em laboratdrio a ingestao de um polimero marcado com pigmento fluorescente por
um zooplancton. Isso indica que a contaminacdo por micro-plastico esta se inserindo no inicio
da cadeia alimentar marinha. Além disso, na Figura (B) observa-se uma estimativa na producéo

de micro-plastico entre os anos de 1950 a 2050.

Crescimento de emissdo para 2050
2.5 million t =
Nivel de emissdo de 2020
2 million t
1.5 million t Parada de emissdo em 2020
1 million t
500,000t
0t
1950 1960 1980 2000 2020 2040 2050

Figura 5. (A) Zooplancton apds ingestdo de micro-plastico com pigmento fluorescente %1, (B) Crescimento na
emissdo de microplasticos nos anos de 1950 a 2050 [34,
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1.2.Introducdo aos polimeros
1.2.1. Caracteristicas de polimeros
Os polimeros sdo estruturas moleculares formadas a partir de reagentes chamados de
mondmeros. Esses reagentes sdo moléculas com baixa massa molar que sofrem reacdo de
polimerizagdo por mecanismo em etapa ou condensacdo dependendo dos grupos funcionais
presentes (dupla ligacdo, diois, lactonas, vinil acetatos, butadieno, entre outros)®. Esses
materiais sdo classificados quanto as suas propriedades térmicas sendo considerados
termopléastico ou termofixo, também quanto a reacdo de polimeriza¢do sendo homopolimero
ou copolimero, e por fim sua origem sintética como o PET, PE, PP e natural como o PHAR®!,

celulose, quitina.

Um exemplo deste material proveniente de origem sintética é o poli(tereftalato de
etileno) mais conhecido como PET, um poliéster produzido a partir da condensacdo do acido
tereftalico e o etileno glicol. Entre o grupo de poliésteres, Wallace H. Carothers sintetizou o
primeiro deles em 1930 a partir de mondmeros a base de trimetileno glicol e do &cido
dicarboxilico hexadecametileno e foi possivel a producdo de fibras sintéticas. No entanto, a
baixa temperatura de fusdo e estabilidade hidrolitica comprometeram a qualidade do produto
final. "1 Em 1946, Whinfield e Dickson descobriram o PET, que é comumente utilizado em
embalagens para alimentos como sacolas, embalagens flexiveis, copos e garrafas. Este
apresenta alta temperatura de fuséo cristalina (~265 °C) [ e alta estabilidade hidrolitica em
temperatura ambiente devido a presenca de anéis aromaticos na cadeia principal. Atualmente,
0o PET é um dos termoplasticos mais produzidos e empregados no mundo devido

principalmente a seu baixo custo de produgéo.

Para obtencdo do PET pode ser utilizado o xileno, que passa por um processo de
oxidacdo energética para formacéo do acido tereftalico que posteriormente é polimerizado em
meio &cido na presenca de etileno glicol™ ou com o emprego de altas temperaturas e

catalisadores, visto em Figura 6.
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Figura 6. Proposta de rotas para produgéo de PET [,

O PET é um polimero facilmente cristalizavel, dentre outros fatores por possuir grupos
ésteres com intera¢fes secundarias do tipo interagdo m-x ¢ dipolo-dipolo. Com isso, pode-se
formar um polimero semicristalino dependendo do processamento utilizado. Um exemplo no
cotidiano é o PET utilizado em garrafas de refrigerantes, neste contexto tem-se o chamado PET
semicristalino, o qual pode ser obtido por resfriamento controlado do polimero fundido %,

Um polimero tem inUmeras interagBes secundarias que leva a um empacotamento e em
muitos casos a formacdo de estruturas contendo regibes amorfas e cristalinas que crescem
radialmente para formar o esferulito 31, como visto na Figura 7. Uma caracteristica disso é que
nas regides cristalinas ndo ha passagem de luz, com isso & um material opaco, ja em polimeros
com baixo grau de cristalinidade ou amorfos ndo ha formacdo de estruturas organizadas
havendo passagem de luz o que caracteriza um material transparente. As caracteristicas de um
polimero apresentar regides cristalinas ou amorfas vai impactar totalmente nas propriedades
Opticas, mecanicas, térmicas, e reoldgicas destes materiais *°1, como visto no caso do PET. Ou

seja, a escolha da estrutura final de um polimero vai depender principalmente da aplicagéo.
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Figura 7. Teoria de formagéo de polimeros semicristalinos 42,

A polimerizacéo envolve moléculas de baixa massa molar como o gas etileno (massa
molar de 28,05 g.molt) formando um polimero com alta massa molar (50.000 ~ 250.000 g.mol
1 exemplo de polietileno). Apesar disso, as moléculas de polimeros geralmente ndo possuem
a mesma massa molar e sim uma faixa de distribuicdo de massa que vai depender do
catalisador, temperatura, e pardmetros envolvidos no meio reacional 3. A distribuicio de
massa interfere nas propriedades mecanicas do material majoritariamente, pois maior massa
apresenta maior rigidez, e as menores massas agem como lubrificantes 13 por serem mais
facilmente difundidas e apresentarem menor impedimento espacial. O controle na massa molar

de polimeros é importante para se obter produtos reprodutiveis a polimerizacéo.

1.2.2.  Processos de degradacao de polimeros

Entre os materiais existentes (polimeros, metais e ceramicas), os polimeros séo o0s que
se destacam pela importante dependéncia na temperatura de aplicagdo, maior degradacédo e
deformacéo pléstica devido as liga¢fes primaria covalentes (exemplo de ligacéo entre carbonos
com hibridizacao sp3 é de 160 kcal/mol) 4 serem mais fracas que ligaces primarias como
em metais (324 kcal/mol) 4 e em ceramicas (900 kcal/mol) “4.Um dos fatores que levam a
degradacdo de polimeros amplamente conhecido é com o uso da radiacdo na regido do
ultravioleta (100 nm ~ 400 nm) (61, Essas ondas eletromagnéticas possuem energia com
comprimento proximas as das ligacdes primarias, como no caso de C-C, C-Cl, C-O que formam
os polimeros, e com isso, hd um enfraquecimento dos orbitais moleculares que formam essas
ligacOes e com isso seu rompimento. Isso pode ocorrer na natureza com a incidéncia da luz
solar que apresenta 6% de emisséo de radiagdo na regido UV 71, Outro fator conhecido, é com

a utilizacdo de altas temperaturas, acima da temperatura de fuséo de polimeros em muitos casos
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> 100 °C o que facilita processos degradativos por se fornecer energia no meio que gera maior
vibracdo e, consequentemente, enfraquecimento dessas ligacdes 81, o que pode se acentuar em
meio de H,0 e O; que sdo oxidantes e geradores de espécies radicalares 1%, como visto em
Figura 8. Outro ponto, € com o esforco mecénico que pode gerar processos degradativos por

meio da quebra de cadeia.
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Figura 8. Mecanismos propostos de degradagdo do PET [0,

1.3.Métodos de reciclagem de polimeros
1.3.1. Métodos de reciclagem de polimeros
Como ja discutido no Item 1.1. sobre as embalagens e sua importancia no
desenvolvimento tecnologico global, também é notavel que o single-use gera um grande
volume de residuos anualmente, os quais séo a partir de materiais ndo-biodegradaveis e de
fontes ndo-renovaveis. Uma maneira de se reduzir os problemas gerados pelo uso desses
materiais € a partir da sua reciclagem. Entre os diversos processos de reciclagem se destacam

0S mecanicos, quimicos, térmicos e bioldgicos.

Reciclagem Enzimatica do PET para Reuso de Mondmeros



21

Métodos mecanicos

Neste método de reciclagem existem algumas etapas importantes seguidas que sao:
fragmentagdo (moagem), lavagem e separagéo, secagem e extrusdo, como descrito na Tabela
1.

Tabela 1. Métodos de reciclagem mecanica de polimeros.

Método Descricao

Fragmentacdo (moagem) | Os residuos séo levados para um moinho gque reduz o seu tamanho.

Lavagem e Separacdo | Os fragmentos (comumente chamados de flakes) sdo lavados com
agua e a separacdo é feita pela diferenca de densidades, ou seja, 0s
materiais mais densos afundam e os menos densos ficam na
superficie da agua.

Secagem Os flakes separados sdo secos em grandes secadores com
circulacdo de ar quente. (necessario para que o polimero sofra
degradacdo hidrolitica).

Extruséo Os flakes secos sdo alimentados em uma méaquina extrusora onde
sdo fundidos por aquecimento e, posteriormente sdo, formando os
granulos de material plastico reciclado que sdo embalados.

Feito isso, as recicladoras enviam a matéria-prima para as industrias de transformacéo
e inserem o plastico novamente na cadeia produtiva, como indicado na Figura 9.

OO = Destinacio

'.L"_\ o.. 'r' R R

- _ Sisis Residuos
I -.- L N "')L
Embalagem Triturar Matéria-prima Ms. - x
usada e lavar reciclada +
residuos ;
Matéria_prima Produtos Reciclados
reciclada

Figura 9. Reciclagem mecanica de polimeros 54,
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Meétodos quimicos

No método quimico ha utilizacdo de agentes extremamente oxidantes e geradores de
espécies reativas de oxigénio para cisao da ligacdo covalente, ou catalisadores especificos as
ligagBes quimicas primarias formadas entre 0os meros de polimeros, esse processo permite a
despolimerizacdo, uma vez que os produtos gerados sdo geralmente os monémeros de partida
utilizados na reacdo de polimerizacdo. Um exemplo de método quimico com o emprego de
hidroxido de sodio em alta concentragéo, ja que se pode hidrolisar a ligagédo éster do PET, como
visto na Figura 10. No entanto, uma dificuldade deste método é a separacdo dos monémeros

do meio, além de serem muito abrasivos.

[ o 0 N&*O — P
% /4 \ /4 CH,—CH
[ c—~ O »c CH,4 + 2NaOH ——» ({O E T
y N/ % N OH OH
\ O 0—CH, o ONa
E n
Poli (tereftalato de etileno) (PET) Tereftalato dissédico Etilenoglicol

J H,S0,
HO /U
\(i' (_./ + Nu:SUu
4 \
0 OH

Acido tereftdlico (PTA)

Figura 10. Reciclagem quimica de polimeros 2,

Meétodos energéticos

Ha queima de residuos para gerar calor, vapor ou energia. Usada em locais onde a coleta
ndo se da ainda de forma seletiva ou quando j& foram esgotadas todas as possibilidades de
reciclagem mecanica. Os residuos incinerados, na verdade, sdo considerados como rejeitos.
Estima-se que a incineracdo de residuos plasticos proporciona uma reducdo de 85-90% do

volume de material plastico, como visto em Figura 11.
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Figura 11. Reciclagem energética de polimeros 54,

Métodos enziméaticos

O método consiste na utilizacdo de enzimas e/ou micro-organismos capazes de degradar
os polimeros, esta é uma técnica em grande avanco ultimamente, principalmente com avancos
na biotecnologia e manipulacdo do material genético, criando micro-organismos mais
seletivos, o que pode auxiliar na biodegradacdo acelerada de polimeros de rapido uso como

PET, PP, PE. Com isso, pode-se gerar biomassa, e outros produtos de interesse comercial,

como visto em Figura 12.

Polimeros

Oligdmeros
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Anaerobica . Aerdbia

[ |
CH,/H,S
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Figura 12. Reciclagem de polimeros com a utilizagio de micro-organismos [3,
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1.3.2. Introducéo ao bio-upcycling
O upcycling, também conhecido como reutilizacdo criativa, € 0 processo de
transformacéo de subprodutos, residuos, produtos inuteis ou indesejados em novos materiais
ou produtos considerados de maior qualidade, como valor artistico ou ambiental. Upcycling é
0 oposto de downcycling, que é a outra parte do processo de reciclagem. O downcycling
envolve a conversdo de materiais e produtos em novos materiais, em sua maioria de menor

qualidade *, como visto em Figura 13.

29 EN 49

Recycling Downcycling Upcycling

Figura 13. Simbologia utilizada para processos de recycling, downcycling e upcycling 5%,

Pensando nisso, surgiram as ideias de bio-upcycling, na qual se pensa na utilizacao de
processos bioldgicos e enzimaticos para se despolimerizar e posteriormente reutilizacdo de
mondmeros para producdo de polimeros com maior valor agregado °®l. Logo, tem-se maior
valorizacdo de processos de reciclagem visando maior lucratividade e interesse econémico,
além de importante diminuicao da utilizacdo de monémeros a partir de fontes ndo-renovaveis.
Como pode-se notar na Figura 14, a ideia se da pela utilizacdo de polimeros como PE, PP, PS,
PU e PET, o qual pode gerar, apés de abordagens de bio-upcyling, produtos como PLA, PHA,

PBS, e amido os quais s&o polimeros biodegradaveis 71,
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Figura 14. Proposta de bio-upcycling utilizado na reciclagem de polimeros néo biodegradaveis 71,

1.4.Biocatalise
1.4.1. Introducdo a catalise

A catalise ¢ a area da ciéncia que estuda a cinética quimica, ou seja, a velocidade em
que reacdes acontecem e quais os fatores que podem influenciar como: temperatura, pressao,
concentracdo, e 0 uso de catalisadores especificos. Esses sao origem sintética ou natural
(enzimas e RNA) 8 os quais fornecem um mecanismo alternativo envolvendo um estado de
transicio com energia de ativacdo mais baixa [8. Consequentemente, mais colisbes
moleculares tém a energia necessaria para atingir o estado de transicdo. O catalisador pode
aumentar a taxa de reagdo ou seletividade %, ou permitir a reacio em temperaturas mais
baixas. Este efeito pode ser ilustrado com um diagrama de perfil de energia, visto em Figura
15. Os catalisadores, portanto, ttm como funcéo permitir, em curto tempo, reacdes que sejam
termodinamicamente permitidas, acontecam. Ou seja, as colisGes entre os reagentes X e Y tém
energias suficientes para produzir o produto Z, pois o catalisador fornece o caminho para esta
rota. Essa seletividade faz com que os catalisadores sejam fundamentais para obtencédo de
produtos especificos e com menor gasto de energia, uma vez que ele apenas atua como um
caminho, uma ponte, para rea¢fes quimicas e no final é restabelecido, podendo assim, ter

muitos ciclos de reuso chamado Turnover (eficiéncia de um catalisador).
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E. (sem catalizador)
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Progresso da Reagao

Figura 15. Diagrama de energia em fungio do tempo de reagdo com e sem o uso de catalisadores [6%,

Neste caso, o catalisador tem interaces quimicas com 0s reagentes, ou seja, ligacdes
covalentes, ligacbes coordenadas, ligagdes de hidrogénio e interacfes coulombicas que
permitem mudanca nas energias orbitalares dos reagentes, e com esse enfraquecimento nos
orbitais moleculares, pode-se entdo formar o estado de transicdo que ird dar origem aos
produtos 8. Sem o uso de catalisadores especificos, a barreira energética para se atingir os
produtos é muito alta, o que levaria longo tempo, como o caso do H> reagindo com o O, que
sdo termodinamicamente favorecidos (AG = -237,2 kJ.mol?) para formagdo de H.O (um
produto de menor energia) %1, no entanto, ha uma barreira cinética para atingir a energia de
ativacdo, e com isso, a utilizacdo de catalisadores de Platina ou Paladio tornam esta reacao

possivel 611,

A catélise é dividida em dois grandes grupos: catalise homogénea e heterogénea. Os
catalisadores heterogéneos atuam em uma fase diferente dos reagentes (sendo solido, liquido e
gas) . A maioria dos catalisadores heterogéneos sdo sélidos que agem sobre substratos em
uma mistura de reacdo liquida ou gasosa. Diversos mecanismos para reagcdes em superficies
sdo conhecidos, dependendo de como a adsorcéo ocorre, pois, a area total da superficie do
solido tem um efeito importante na taxa de reagdo. Quanto menor for o tamanho da particula
do catalisador, maior sera a area de superficie para uma dada massa de particulas. Um
catalisador heterogéneo possui sitios ativos, que sdo os atomos ou faces do cristal onde a reacdo
realmente ocorre %21, Dependendo do mecanismo, o local ativo pode ser uma superficie plana
de metal exposta, uma borda de cristal com valéncia de metal imperfeita. Assim, ndo apenas a
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maior parte do volume, mas também a maior parte da superficie de um catalisador heterogéneo
pode ser cataliticamente inativa. Por outro lado, os catalisadores homogéneos funcionam na
mesma fase dos reagentes (liquido-liquido, por exemplo) 9. Catalisadores tipicamente
homogéneos séo dissolvidos em um solvente com substratos permitindo assim um melhor
transporte de massa em relacéo a catalise heterogénea. Um exemplo de catalise homogénea é
com a utilizacdo de organocatalisadores, 0s quais sdo considerados, em alguns casos, mais
competitivos do que os catalisadores tradicionais contendo metal 2. Supde-se que os
organocatalisadores operem de forma semelhante as enzimas sem metal, utilizando, por
exemplo, interacBes ndo-covalentes, como liga¢6es de hidrogénio. Outro exemplo de catalise
homogénea é a fotocatalise, sendo esta o fendbmeno em que o catalisador pode receber luz, ou
seja, energia, e com isso é promovido a um estado excitado o qual pode sofrer cruzamento
intersistema com o material de partida, retornando ao estado fundamental sem ser consumido.
As enzimas sdo biocatalisadores baseados em proteinas no metabolismo e catabolismo
produzidas a partir dos ribossomos em células eucarioticas e procarioticas. Os biocatalisadores
podem ser considerados intermediarios entre os catalisadores homogéneos e heterogéneos,
sendo assim, as enzimas solUveis estritamente sejam catalisadores homogéneos e as enzimas
ligadas a membrana sejam heterogéneas. Varios fatores afetam a atividade das enzimas,
incluindo temperatura, pH, concentracdo da enzima, substrato e produtos(®®. Além disso, um
reagente particularmente importante nas reaces enzimaticas € a agua, que é o produto de
muitas reacdes de formacdo de ligacOes e um reagente em muitos processos de quebra de
ligacGes. Na biocatalise, as enzimas sdo empregadas para preparar muitos produtos quimicos
béasicos, incluindo xarope de milho com alto teor de frutose, acrilamida, e os PHAs (poli-

hidroxilalcanoatos) [¢°].

Entre os catalisadores utilizados para rea¢6es de polimerizagdo, o processo Ziegler-
Natta € um dos mais importantes para o desenvolvimento de materiais poliméricos com mais
simetria. Nesta rota sintética sdo produzidas as poliolefinas por meio de polimerizacdo por
insercdo coordenativa com catalisadores organometalicos. Este processo encontra aplicacdo
técnica na sintese de polietileno e polipropileno. Na catalise Ziegler-Natta entende-se a
polimerizag&o por insergédo coordenativa de olefinas em complexos de metais acidos de Lewis.
Os sistemas de catalisador geralmente consistem em um componente do grupo principal
organometalico, como trietilaluminio, e um componente de metal de transi¢cdo organometalico
dos subgrupos quatro a oito. Um catalisador Ziegler-Natta é usado na producao de polimeros

vinilicos estereoregulares ndo-ramificados, e essa simetria fornece mais organizacdo das
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cadeias, o que influencia na microestrutura de polimeros. Catalisadores Ziegler-Natta sdo

tipicamente baseados em cloretos de titanio e compostos organometalicos de alquil aluminio
[66]

0 reacao agostica

~———————»_  Polipropileno Isotatico

Transferéncia de cadeia
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Figura 16. Mecanismo de polimerizag&o tipico com catalisadores Ziegler-Natta 71,

Na primeira etapa da Figura 16, observa-se formado um complexo octaédrico que
possui um sitio de coordenacdo livre. O propeno se liga ao local de coordenacgdo livre e, em

seguida, ha insercdo na ligacdo metal-carbono, que leva a estrutura do polimero.

1.4.2. Biocatélise

As enzimas sdo biocatalisadoras altamente especificos e seletivos a ligagdes quimicas
devido a sua estrutura tercidria que envolve interagdes secundarias (ligagdo de hidrogénio,
dipolo-dipolo, interagBes hidrofobicas, Van der Waals e London) e ao seu sitio ativo que
envolve interacdes secundarias e ligagdes primarias (covalentes, coordenadas, i6nica), além
disso, pode-se ocorrer ligacbes covalentes formando pontes de enxofre para sustentar a
estrutura terciarias das enzimas 4. A estrutura primaria desses biocatalisadores s&o produzidos
a partir dos ribossomos seguindo o Dogma Central da biologia molecular (Figura 17). A
estrutura terciaria (alfa hélice e beta conjugacdo) sdo formados no reticulo endoplasmatico
rugoso 681,
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Figura 17. Dogma Central da biologia molecular envolvendo a sintese de proteinas [,

As proteinas com atividade catalitica envolvendo o metabolismo celular sdo chamadas
de enzimas cuja cinética de reacdo foi descrita por Michaelis-Menten. Este modelo é utilizado
para a descri¢do cinética de rea¢fes enzimaticas simples fornecendo uma relacdo entre a taxa
de reacdo (v) e a concentracdo de enzima [E] e substrato [S]. Além disso, baseia-se no
pressuposto de que uma enzima forma um complexo enzima-substrato com uma molécula de

substrato e isso se decompde em enzima e produto ou em seus componentes iniciais.

ko = kcat

O modelo afirma que, conforme a concentragdo de substrato aumenta, também aumenta
a taxa de reacgdo. Isso acontece linearmente no inicio e depois se achata até que um novo
aumento na concentracao do substrato ndo tenha mais influéncia na velocidade da enzima, uma
vez que ela ja esta trabalhando na velocidade maxima (Vmax). A equacao de Michaeles-Menten
é descrita na Figura 18, observa-se também o modelo de Lineweaver-Burk, no qual hd uma
linearizagdo da equacgdo de Michaelis e podendo assim obter-se os pardmetros cinéticos como
Km, vmax, colocando 1/v no eixo vertical e 1/[S] no eixo horizontal. Km é a constante de
Michaelis-Menten e descreve a afinidade do substrato com a enzima, altos valores de Km
indicam baixa afinidade do complexo enzima-substrato, j& em baixos valores de Km indicam

que alta afinidade com o complexo enzima substrato. Km também é a concentracao de substrato
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quando a velocidade (v) é metade da velocidade méaxima (vmax) 641701,

)
Vo = K_ + [S]

Equagdo Michaeles-Menten

i K 1

m

+
VO Vmax[S] V

max

Equacdo Lineweaver-Burk

Figura 18. Modelo cinético proposto por Michaelis-Menten envolvido em reacdes enzimaticas 7],

Na Figura 19, observa-se a estrutura terciaria de uma enzima como exemplo. As
enzimas sdo formadas por aminoacidos na estrutura primaria que envolve ligacbes covalentes,
apos isso, inicia-se 0 enovelamento das enzimas e formagdo da estrutura secundaria com
ligagBes de hidrogénio, ligacdo de dissulfeto, interacdes de VVan der Waals e London, além de
interacOes eletrostatica e hidrofébicas, com isso formam estruturas como a-hélice e B-
conformacao [%4. Essas estruturas novamente tém as mesmas interagdes secundarias e formam
a estrutura terciaria das enzimas. A funcdo catalitica de enzimas € muito dependente de sua
estrutura terciaria, pois pequenas modificacdes e tor¢cdes nessa estrutura vao mudar a distancia
de ligagOes e simetria do sitio ativo. O sitio ativo de enzimas é onde acontece o acoplamento
do substrato por interacdes secundarias ou ligacdo coordenada, pois muitos sitios ativos

possuem metais como ferro, magnésio, cobre, cobalto em seu sitio de ligacgo 3.

Figura 19. Estrutura terciaria de enzima [2,
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Como afirmado anteriormente, as interaces secundarias fundamentais para a atividade
enzimatica, com base nisso, o pH desenvolve um papel importante na regulacédo da velocidade
das reagdes enzimaticas, tendo um patamar ideal para a enzima. Esse pH ideal indica que 0s
grupos funcionais laterais estardo corretamente organizados para o sitio ativo receber o
substrato. Além disso, em variacdes extremas do pH étimo, a enzima pode sofrer processos de
degradacéo e perda da estrutura terciaria, isso ocorre quando ha o rompimento dessas interacdes
por via térmica, pH, agitacdo mecénica extrema e agentes quimicos. Como se observa na Figura
20. existem algumas enzimas como lipases do estdbmago que agem em meio acido, ja lipases
de pancreas em meio mais alcalino 4. A Pepsina, uma hidrolase, encontrada no estbmago atua
em pH muito baixos, isso ocorre devido a concentracdo de HCI no estdmago que auxilia na

degradacéo de alimentos pela hidrélise de proteinas [].

A

o -~ PH 6timo Lipase (estdmago) 4.0-5.0

lg" Lipase (pancreas) 8.0

% Pepsina 15-1.6

E Tripsina 7.8—-8.7

g Urease 7.0

S Maltase 6.1-6.8

= Amilase (pancreas) 6.7—7.0
> Catalase 7.0

pH

Figura 20. Influéncia do pH em reagdes enzimaticas [,

Durante décadas foi entendido que o mecanismo de acdo de enzimas se dava pelo
modelo de Chave-Fechadura, em gue o substrato é especifico para o sitio ativo de uma enzima,
0 que gera a alta seletividade das enzimas. No entanto, Koshland prop6s em 1958 a teoria do
encaixe induzido, no qual o substrato consegue induzir uma mudanca na conformacéo de uma
enzima [®4. Isso demonstra que a interacdo entre a enzima e o substrato ndo é um processo

rigido e sim, um processo no qual a enzima se adapta ao substrato, permitindo desenvolver seu

processo catalitico.

1.4.3. Biossintese
O bioquimico francés, Jacques Monod, propds um modelo matematico para relacionar
0 crescimento de micro-organismos a concentragcdo de um nutriente limitante em ambiente

aquoso [, A equagdo de Monod tem a mesma forma que a equacio de Michaelis-Menten,
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porém difere por ser empirica, enquanto a Gltima é baseada em consideracdes teoricas.

FASE FASE FASE DE
EXPONENCIAL [ESTACIONARIA| DECLINIO

log UFC/g
(8]

3- FASE LAG
__—/

OIIIIIIIIII
1 3 &8 7 9 11 13 156 17 19 21 23

tempo (horas)

Figura 21. Fases do crescimento de micro-organismos proposta por Monod [76],

Durante a fase de laténcia (fase lag), as bactérias se adaptam as condigdes de
crescimento (Figura 21). Sendo assim, é o periodo em que as bactérias individuais estdo
amadurecendo e ainda ndo sdo capazes de se dividir. Durante a fase de laténcia do ciclo de
crescimento bacteriano, ocorre a sintese de RNA, enzimas e outras moléculas. Durante a fase
de laténcia, as células mudam muito pouco porque ndo se reproduzem imediatamente em um
novo meio. Por outro lado, a fase logaritmica ou fase exponencial (fase log) é um periodo
caracterizado pela duplicacdo da célula. O nimero de novas bactérias que aparecem por
unidade de tempo é proporcional a populacdo atual. Se o crescimento ndo for limitado, a
duplicacdo continuara a uma taxa constante, de forma que o nimero de células e a taxa de
aumento da populacdo dobre a cada periodo de tempo consecutivo. Para esse tipo de
crescimento exponencial, tracar o logaritmo natural do nimero de células em relacdo ao tempo
produz uma linha reta. A inclinagdo desta linha é a taxa de crescimento especifica do
organismo, que é uma medida do nimero de divisdes por célula por unidade de tempo. A taxa
real desse crescimento (ou seja, a inclinacdo da linha na figura) depende das condicdes de
crescimento, que afetam a frequéncia dos eventos de divisdo celular e a probabilidade de
sobrevivéncia de ambas as celulas filhas. Sob condic¢Ges controladas, as cianobactérias podem
dobrar sua populacdo quatro vezes ao dia e, entdo, podem triplicar sua populagdo. O
crescimento exponencial ndo pode continuar indefinidamente, entretanto, porque 0 meio logo
fica sem nutrientes e enriquecido com residuos. A partir disso, surge a fase estacionaria que é
frequentemente devido a um fator de limitagdo do crescimento, como o esgotamento de um

nutriente essencial ou a formagdo de um produto inibidor ou a formagdo de um produto
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regulador em excesso, como no caso da producéo de etanol, no qual este produto, em maiores
concentragdes, podem ser toxicos as novas células em formacdo, o que gera diminuicdo da
atividade. A fase estacionéria resulta de uma situacdo em que a taxa de crescimento e a taxa de
mortalidade s&o iguais. O nimero de novas células criadas € limitado pelo fator de crescimento
e, como resultado, a taxa de crescimento celular corresponde a taxa de morte celular. O
resultado € uma parte linear horizontal “suave” da curva durante a fase estacionaria. As
mutacdes podem ocorrer durante a fase estacionaria. As espécies reativas de oxigénio geradas
endogenamente parecem ser a principal fonte de tais danos. Na fase de morte (fase de declinio),
as bactérias morrem. Isso pode ser causado por falta de nutrientes, temperatura ambiente acima

ou abaixo da faixa de tolerancia da espécie ou outras condicdes prejudiciais 7.

Como pode se observar na Equacado de Monod, visto em Figura 22, sendo que S é a
concentracdo de substrato, ks é a constante de crescimento, [ € a velocidade de crescimento e
pmax é a velocidade maxima de crescimento. Ou seja, a velocidade de crescimento esta
relacionada com a velocidade maxima (umax), com a concentracao de substrato e a constante
ks. A partir da linearizacdo da equacdo de Monod pode-se obter uma reta e 0s parametros umax
pelo coeficiente linear da reta e kx pelo coeficiente angular da reta tragada em 1/p1 sendo o eixo
y e 1/S no eixo x. Essa equacdo é importante para se entender a fase de crescimento microbiano
e quais as tendéncias de metabolismo em cada etapa. Além disso, é possivel prever o tempo

necessario para a biossintese desses materiais.

Monod
(Equacdo de Lineweaver-Burk)
S
W=Umax &
ks +S
1 A
n Linearizagdo
KS "'IV-LI max 1 1 KS 1
1 __,,—“ — = + —_
0 W Mmax  Mmax S
> |
/S Coef. linear
Linearizacao da equacao de Monod M

Coef. angular

Figura 22. Equagéo de Lineweaver-Burk e Monod [8l,
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Sendo assim, a taxa de crescimento de micro-organismos é importante para entender a
formacéo de seus metabdlitos e proteinas como os PHA, pois geralmente na fase exponencial
é a qual a velocidade de consumo de substrato é igual a velocidade de crescimento dos micro-
organismos, entdo ha forte interacdo com producgdo de vias energéticas seguindo ciclos de
sintese proteica, carboidratos e lipideos. No entanto, na fase estacionéria, a taxa de consumo €
a mesma de morte, entdo a concentracdo de células vivas ndo muda, 0 meio comeca e se tornar
mais escasso de nutrientes essenciais e com iSso 0 organismo inicia processo adaptativo com a
producio de metabélitos secundarios [l producdo de agentes oxidantes como espécies
reativas de oxigénio e entre outros para se proteger e impedir a concorréncia de nutrientes por

outras espeécies.
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2. ESTUDO DE CASO 1: DESPOLIMERIZACAO ENZIMATICA DO PET

Como os plésticos sdo em grande parte exclusivamente de uso Unico (single-use), 95%
do valor do material de embalagem de pléstico é perdido ap6s um curto tempo de uso. Além
dessa problematica tem-se o descarte inadequado o que gera um grande problema ambiental
891 para resolver esses problemas, vérios programas de reciclagem foram lancados no passado,
incluindo a reciclagem e reutilizacdo da embalagem de plésticos. Em particular, recuperadores
regeneram aproximadamente 562 quilotons de flocos e pellets limpos de garrafas PET
coletadas para reutilizacdo. O PET reciclado (RPET) foi reprocessado em 2016 em fibra (43%),
folha e filme (19%), cintas (8%), garrafas de alimentos e bebidas (25%), garrafas ndo
alimentares (4%) e outros usa (1%). Embora a quantidade de RPET tenha aumentado
concomitante com a escalada da producgéo de PET virgem, a reciclagem bruta e as taxas de
utilizacdo permaneceram em aproximadamente 30% e 20% nos ultimos anos [©4,
respectivamente [, Além disso, o baixo custo do PET virgem afeta a atividade de reciclagem.
Em vista disso, processos de reciclagem enzimatica do PET se tornam uma possibilidade,
devido ao seu processamento mais limpo, utilizagdo de menos energia e recuperacdo dos

mondmeros EG e TA.

2.1.Processos de despolimerizacdo enzimatica

A despolimerizacdo é um processo de degradacdo de polimeros a fim de se obter os
mondmeros provenientes da polimerizacdo, sendo um viés que favorece processos de
reutilizacdo dos mondmeros. No entanto, os métodos quimicos para despolimerizacao
conhecidos como em meio basico tornam dificeis a separacdo dos produtos gerados, além de
serem pouco especificos aos aditivos ou blendas utilizados no material. Como visto na
introduc&o deste trabalho, as enzimas sdo biocatalisadores extremamente seletivos, especificos,
as quais sdo ativadas em meios quimicamente brandos e portanto, menos degradativos e com

menor gasto energético.

Em vista disso, pesquisadores da Universidade de Portsmouth do Reino Unido
examinaram a estrutura molecular de uma enzima que ocorre naturalmente denominada

PETase, a qual foi extraida a partir do micro-organismo Ideonella sakaiensis 821,

Reciclagem Enzimatica do PET para Reuso de Mondmeros



36

Figura 23. Estrutura terciaria de PETase [#2,

Ideonella sakaiensis possui algumas enzimas envolvidas no metabolismo do PET, que
foram classificadas como membros da familia das tanases 21, Como visto na Figura 23, duas
enzimas participam da hidrolise do PET, sendo elas a PETase que age na hidrdlise das ligacGes
ésteres formando o &cido (2-hidroxietil) tereftdlico (MHET) e bis-(2-hidroxietil) TA (BHET),
0 primeiro é substrato paraa MHET hidrolase, pois esta enzima utiliza o MHET para formacéo
de TA e EG. Embora seja altamente ativa e especifica para MHET, tem efeito BHET e vérios

outros substratos 83!,

Q O PETase HO Q 0
) <:> L] <= —\_5 <:> Z
o} o1 H,0O o} OH
PET MHET
0 o} 0 o}
HO—\_ MHETase e /\/OH "
o C oH H0 HO C OH

EG
MHET TA

Figura 24. Reacéo simplificada da despolimerizagio do PET via PETase e MHETase [3],

Como visto na Figura 24, o processo de despolimerizacdo total do PET ocorre
fundamentalmente via duas enzimas em conjunto com a PETase e a MHETase gerando entéo
EG e TA. Esse é um mecanismo fundamental para processos de reuso de mondmeros, Vvisto a
alta seletividade e especificidade das enzimas neste processo, 0 que torna a reciclagem mais
viavel, até mesmo em misturas complexas de polimeros (blendas, aditivos, compadsitos, entre
outros).
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Figura 25. Mecanismo de reacdo da PETase 84,

A estrutura cristalina mostrou que ¢ composta de um dominio o/B-hidrolase e um
dominio de tampa. Enquanto o dominio de a/B-hidrolase inclui residuos de aminoacidos
essenciais para a catalise, o dominio de tampa fornece especificidade de substrato. As analises
estruturais e bioquimicas para MHETase identificaram que a ligagdo de MHET a bolsa
catalitica induz uma mudanca estrutural que fecha o sitio ativo, e que seis residuos de
aminodacidos no dominio da tampa estdo em contato direto com o substrato [, como visto em
Figura 25. A carbonila presente na ligacdo éster forma 2 ligac@es de hidrogénio com residuos
de amino&cidos presentes, M161 e Y87, no sitio ativo da PETase. Apds isso, ocorre uma
mudanga induzida dos residuos dos dominios o/B-hidrolase em que o grupo D206 que contém
uma carboxila é uma base que abstrai o hidrogénio do His237. Entéo, por ressonancia desse
grupo h&d um ataque ao Ser160 com a captura do hidrogénio, e por fim o oxigénio ataca a ligacdo

éster e inicia a despolimerizacdo do PET.

No entanto, a PETase pode gerar o bis-(2-hidroxietil) TA que é um substrato com baixa
interacdo com a MHETase, e poderia dificultar a reciclagem dos residuos gerados. Com isso
alguns estudos propdem a modificagao estrutural desta enzima via adi¢éo de ligantes a estrutura
tercidria a fim de aumentar sua seletividade para ambos substratos bis-(2-hidroxietil)TA e o
acido (2-hidroxietil) tereftalico, podendo assim concluir o processo de despolimerizagdo com

maiores rendimentos.
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A cinética enzimética dessas enzimas extraidas de Ideonella sakaiensis foi
acompanhada para terem a otimizacdo dos parametros. Como visto na Figura 26 ao se comparar
0 percentual de despolimerizacdo, no exemplo (A) tem-se a adi¢cdo de EG, o que mostra uma
acentuacdo na cinética chegando até 30 % de despolimerizacdo em 6 dias, ja quando comparado
a adicdo de TA, como no exemplo (B), ndo ha grandes variacdes na porcentagem de produto
despolimerizado, isso mostra grande indicio no artigo de que hd uma influéncia do EG no

mecanismo de catalise [831,
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Figura 26. Cinética de despolimerizacdo do PET meio a PETases %,

Além disso, alguns estudos mostram que a cristalinidade do PET tem papel importante
para 0 processo de despolimerizacdo, uma vez que 0s dominios cristalinos impedem o
acoplamento da enzima por impedimento estérico entre enzima e estrutura cristalina, ja PET
com menos porcentagem de cristalinidade apresenta maior facilidade de enzimas como as
PETases e MHET hidrolase produzirem o EG e 0 TA.

Como ja abordado anteriormente, existem outros métodos degradativos para a
reciclagem do PET e gerar o EG e TA. No entanto, esses métodos exigem maior gasto de
energia, meios mais degradativos, o que pode acabar gerando subprodutos indesejaveis. Esses
problemas sdo facilmente amenizados quando se utiliza as enzimas no processo de
despolimerizacao, ja que as mesmas conseguem se ativar com baixas temperaturas de processo,
meios mais brandos, e por fim sdo seletivas e ndo produzem subprodutos, o que pode reduzir

0s custos de producéo.
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Figura 27. Cinética de despolimerizacdo do PET [,

Como visto na Figura 27, a medida que decorre a reacdo de despolimerizacdo, ha
formacdo de MHET que é resultado da PETase, ap0s isso, h4 maior formacéo de EG e TA
decorrente da acdo da MHET hidrolase. Ao fim do processo descrito, o pH final é menor que
o inicial devido a formacdo de &cido tereftalico. Ja a concentracdo de BHET se mantém
constante, pois € um dos produtos gerados pela hidrélise do PET pela PETase, porém é

consumido mais lentamente ao fim da reagéo devido a baixa interagdo com a MHET hidrolase.

Como ja discutido, meros de poli(tereftalato de etileno) sdo ligados por ligacOes éster,
que podem ser hidrolisadas por muitas enzimas hidroliticas encontradas na natureza.
Teoricamente, isso torna o PET mais suscetivel a degradacdo natural do que as poliolefinas, ja
que ndo existem enzimas conhecidas que possam quebrar diretamente suas ligacbes C — C.
Uma das principais razfes para a baixa biodegradabilidade do PE e de outras poliolefinas séo
as ligagBes C — C minimamente reativas [, Outros fatores, como a flexibilidade da cadeia do
polimero, sua cristalinidade e hidrofobicidade da superficie, também limitam a degradacéo

enzimatica.
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3. ESTUDO DE CASO 2: POLIMERIZACAO VIA MICROBIANA DE PHAS

Os PHAs sdo poliésteres acumulados pelas bactérias (Figura 28) quando existe
abundéncia de carboidrato e auséncia de outro nutriente essencial, como, por exemplo, o
nitrogénio. Os PHAs possuem propriedades semelhantes aos plasticos. Dependendo de sua
composicao podem ser apresentar caracteristicas de um termoplastico, que pode ser moldado

com o aumento da temperatura, ou podem se assemelhar com elastdmeros 7,

PHAS

7 N7T

Figura 28. Células bacterianas contendo granulos de polimero biodegradavel, da familia dos poli-
hidroxialcanoatos no seu interior [,

Ou seja, dependendo do tipo de fonte de carbono que é fornecido a bactéria, pode-se
obter uma diferente composicao do polimero. O maior controle da composicéo dos PHAs pode
ser alcangado com o estudo do metabolismo deste microrganismo. Os PHAS possuem interesse
comercial por serem biodegradaveis, biocompativeis e podem ser sintetizados a partir de
matérias-primas renovaveis pela agricultura, sendo uma alternativa mais sustentavel, ao uso

dos plésticos de origem petroquimica.
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3.1.Processos de biopolimerizacdo de PHAS

O processo de polimeriza¢do em rotas sintéticas ja foi avaliado anteriormente, e 0 que
difere a biopolimerizacéo € o fato de que esta utiliza-se de microrganismos capazes de produzir
polimeros a partir de seu metabolismo primario para manter sua estrutura (parede celular,
membranas, vesiculas, entre outras). Um exemplo disso sdo as Pseudomonas sp modificada
geneticamente para polimerizacdo do PHAs em excesso a partir do reciclo de acido tereftélico
e etileno glicol B, Os micro-organismos capazes de acumular PHAs sdo geralmente as
bactérias cujas cepas tém velocidade especifica de crescimento e de producao de PHA elevados
que possam utilizar substratos de baixo custo, que apresentam uma porcentagem de PHA em
relacdo a massa total seca. Essas bactérias podem produzir tanto o polihidroxialcanoado de
cadeia lateral média (PHAwmsc) quanto o de cadeia lateral longa (PHALcL). Na Figura 29 ha
alguns exemplos do tamanho da cadeia de PHAS, essas varia¢fes podem alterar as propriedades

do material.

l:—o —CH —(CHz)n‘ICI —}
i 9 100 - 30000

n=1 R = hidrogénio Poli (3-hidroxipropionato)

R = metil Poli (3-hidroxibutirato)

R = etil Poali (3-hidroxivalerato)

R = propil Poli (3-hidroxihexanoato)

R = pentil Poli (3-hidroxioctanoato)

R = nonil Poli (3-hidroxidodecanoato)
n=2 R = hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)

R = metil Poli (4-hidroxivalerato)
n=3 R = hidrogénio Poli (5-hidroxivalerato)

R = metil Poli (5-hidroxihexanoato)
n=4 R = hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Figura 29. Estrutura geral dos PHAs [®9,

Um exemplo de rota de biossintese se da pela producdo dos poli-hidroxialcanoatos
(PHA), os quais sdo produzidos por algumas bactérias (Ex.: Burkholderia sp. , Pseudomonas
sp.) como bioplasticos por muitos anos, o qual pode representar 80% da massa seca de bactérias
[ No entanto, sua comercializacio ainda estd em andamento, isso se deve principalmente a

questdes relacionadas com a dificuldade de produgdo, o que gera um aumento no custo de
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producdo, e além disso sua alta dispersividade em massa molares e estruturas gera instabilidade
nas propriedades termo-mecanicas 2. Esses PHAs como se observa na Figura 30, é utilizado
por bactérias como um desvio de rotas energéticas para acumulo de carbono em forma de

polimero, a fim de aumentar a producdo as bactérias sdo privadas de nutrientes essenciais

(nitrogénio e fosforo), e contam com uma fonte abundante de carbono [#2,
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Figura 30. Rotas de biossintese de PHAs [*3],

Sao conhecidos mais de 150 mondmeros, ou seja, metabdlitos microbianos que podem
formar a cadeia principal deste polimero 7], 0 que pode gerar grande variacio nas propriedades
mecanicas. No esquema acima os PHAs podem ser formados a partir de um desvio do ciclo de
Krebs, ou da via dos Lipidios que podem formam o R-3-hidroxiacil-CoA, que a partir da
enzima PhaC se polimeriza em PHA. Estes possuem importantes propriedades que permitem
sua aplicacdo em diversas areas como substitutos dos plasticos convencionais em aplicacdo
single-use como é o caso das poliolefinas que possuem baixa degradabilidade na natureza. No
entanto, uma aplicacao de grande importancia para os PHASs se da em biomateriais de alto custo

utilizados como fios de suturas em cirurgias em humanos e outros animais 4,
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Figura 31. Metabolismo do EG e TA em micro-organismos para producéo de PHAs %],

As vias metabolicas para a metabolizacdo do etilenoglicol (EG) e do acido tereftalico
(TA) estdo descritas na Figura 31. No lado esquerdo, as etapas enzimaticas para a conversao
de EG no intermediario do metabolismo central do carbono (2-fosfo-glicerato) sdo mostradas
em verde. As linhas cinzas representam caminhos nos quais EG serve apenas como fonte para
equivalentes redox e geracdo de CO.. No lado direito, a conversdo de TA em intermediario
como succinato e acetil-CoA é representada em azul claro. As setas grossas sombreadas

representam as reacOes que foram adicionadas ao modelo metabdlico.
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Figura 32. Cinética de biossintese de PHAs %,

Os mondmeros obtidos por hidrdlise enzimética de PET foram inicialmente utilizados
para a conversdao em PHA usando Pseudomonas umsongensis, como descrito na Figura 32. Os
PHAs sdo uma familia de poliésteres de armazenamento de carbono e energia bacterianos, que
representaram 1,2% do mercado global de bioplésticos em 2019. A bioconversdo do PET
hidrolisado em PHA foi realizada em um reator descontinuo de 5 L. O TA foi completamente
consumido por 23 horas de cultivo, enquanto o EG foi consumido a uma taxa 3,5 vezes menor
e ndo atingiu o esgotamento completo. Ao usar uma mistura sintética de TA e EG, a taxa de
deplecdo de EG foi muito maior. A maior biomassa alcancada foi de 2,3 g / L apds 22 h de
incubacdo, permanecendo em um nivel semelhante pelas préximas 5 h. O nitrogénio foi
completamente exaurido apds 16 h de cultivo, correspondendo ao inicio do acimulo de PHA.
Um rendimento final de 0,21 gCDW / g substrato foi alcancado, incluindo a porcdo PHA da

biomassa (8],
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Figura 33. (A) cinética de formagdo de HAA (B) estruturas de PHAs [83],
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O PHA de comprimento de cadeia médio produzido por P. umsongensis a partir de PET
hidrolisado consistiaem C10 (61% molar), C12 (24% molar) e C8 (15% molar). O rendimento
de PHA com base no substrato total usado foi de 0,014 gPHA / gsubstrato 1, como visto na
Figura 33. As PHA sintases de Pseudomonas sp. apresentam especificidade por hidroxiacil-
Coa de cadeia média e estes substratos podem ser produzidos a partir da beta oxidacdo de
acidos graxos de cadeia longa ou média, sendo assim, esses acidos graxos sdo 0s substratos
para a biossintese de PHAs. Como visto na Figura 34, um esquema resumindo a producéo de
PHA a partir de PET o que gera uma reciclagem inteligente ou de bioupcycling uma vez que o

produto tem maior valor agregado.

| 3 i ( Biossintese
el PHA Q)

Bio-upcycling

@
e

Despolimerizagao
enzimatica

PET

Figura 34. Rota de bioupcyling a partir do PET para formagéo de PHAs (3],

Duas areas de aplicacGes sdo destacadas, embalagens e aplicagdes medicas. A principal
desvantagem do PHA na sua utilizacdo como commodity biodegradavel é seu custo de
producdo elevado comparado aos polimeros provenientes do petréleo, mesmo assim seu
mercado potencial inclui embalagens, itens de uso descartaveis, utilidades domésticas,
eletrodomésticos, eletroeletronicos, agricultura e estabilizagdo do solo, adesivos, tintas e
revestimentos. Embora muitas possibilidades venham sendo exploradas para baixar seu custo
de producdo, o PHA ainda n&o esta em condi¢des de concorrer com plasticos convencionais
tais como polipropileno e poliestireno. Na Tabela 2 s&o apresentados alguns exemplos de

empresas especializadas na producdo de PHAs.
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Tabela 2. Produtos comerciais de PHAs [°°1,
Nome Fornecedor Origem
Biopol Monsanto - Metabolix EUA
Mirel Metabolix / ADM EUA
Biocycle PHB Industrial S/A Brasil
Enmat Tianan China
Biomer L Biomer Alemanha
Nodax Procter & Gamble EUA
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4. CONCLUSAO

As embalagens utilizadas em alimentos foram fundamentais para o desenvolvimento
urbano e crescimento populacional devido as propriedades de melhor armazenamento de
alimentos. Um exemplo desses polimeros € o PET, que foi empregado em garrafas de bebidas
gaseificadas e embalagens flexiveis. No entanto, isso gera anualmente um enorme montante de
residuos sélidos devido ao seu single-use e ao descarte inadequado. Uma maneira de reduzir
esse problema é com a reciclagem de polimeros, sendo a reciclagem enzimatica mais seletiva
e efetiva, pois pode-se obter os monémeros EG e TA com menor gasto energético. Ademais,
ha estudos que mostram como reutilizar esses mondmeros para a biossintese de PHAS que sédo
polimeros biodegradaveis, termoplasticos e/ou elastdmeros provenientes de rotas metabolicas
de Pseudomonas sp.

Portanto, esses processos visam a reciclagem e reutilizacdo inteligente do PET, ja que
com a producdo de PHA tem-se um polimero com maior valor agregado, 0 que acarreta na
diminuigdo das emissbes de CO> provenientes de plasticos single use e ndo-biodegradaveis, o

que por fim contribuiu para 0 meio ambiente e a economia circular.
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