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RESUMO 

CARNIEL, Adriano. Despolimerização de poli(tereftalato de etileno) utilizando 
enzimas comerciais. Orientadores: Maria Alice Zarur Coelho e Aline Machado de 
Castro. Dissertação (Mestrado Acadêmico em Engenharia de Processos Químicos e 
Bioquímicos). Rio de Janeiro, 2020. 

 

O poli(tereftalato de etileno) (PET) é o principal polímero utilizado na fabricação de 

garrafas plásticas. O tempo de uso curto e o descarte destas embalagens causam 

impactos ambientais e, também, econômicos. A reciclagem pela recuperação dos 

seus monômeros iniciais – o ácido tereftálico (TPA) e o etilenoglicol (EG) tem sido 

uma alternativa para reutilizar estas embalagens. A rota de reciclagem enzimática tem 

demonstrado um enorme potencial devido à alta especificidade catalítica, emprego de 

condições brandas de temperatura e pH, além de ser ambientalmente amigável. 

Algumas hidrolases de classes como esterases, lipases e cutinases têm sido 

reportadas pela habilidade de catalisar a hidrólise do PET. Entretanto, a produtividade 

e extensão de degradação ainda são baixas para substratos com alto grau de 

polimerização, como as garrafas. Logo, é necessária a busca por enzimas capazes 

de despolimerizar este tipo de materiais eficientemente. Neste estudo, um conjunto 

de 10 enzimas comerciais (nove lipases e uma cutinase) foram inicialmente avaliadas 

para identificar o melhor biocatalisador capaz de atuar sobre a molécula de tereftalato 

de bis(2-hidroxietileno) (BHET) e dois graus contrastantes do polímero de PET – 

amorfo e partículas de garrafa de água mineral após uso pelo consumidor. Em 

seguida, foram realizados ensaios em sistemas de reatores de agitação contínua 

empregando condições otimizadas de reação para o melhor biocatalisador visando 

despolimerizar um substrato moído de PET após uso pelo consumidor. Foram 

avaliados preliminarmente os efeitos de controle de pH, alimentação do biocatalisador 

e reduções nas cargas enzimáticas visando uma possível redução do custo do 

processo. Na triagem, a cutinase de Humicola insolens (HiC) apresentou 

significativamente a melhor performance sobre os dois graus de polímero de PET 

(soma dos produtos de hidrólise de 1372 μM para amorfo e 301,5 μM para garrafa). 

Entretanto, a HiC não converteu totalmente o BHET ao TPA a 37 °C, acumulando o 

tereftalato de mono(2-hidroxietileno) (MHET). A lipase B de Candida antarctica (CALB) 

foi a única enzima no estudo de hidrólise de BHET que apresentou alta especificidade 

ao produzir TPA (99,6%). Deste modo, um ensaio empregando a combinação de HiC 

e CALB confirmou um efeito sinergético entre as duas enzimas, potencializando 2,2 

vezes a concentração de TPA formada em relação ao uso apenas de HiC. Nos ensaios 

em biorreatores, foi observado que o uso de água pura como sistema reacional e 

controle de pH com NaOH 0,5 M apresentou melhores resultados em comparação 

com sistema tamponado. Além disso, o maior valor de concentração de TPA atingido 

foi de 65 mM (10,9 g/L) em 4 dias a 62,6 °C utilizando apenas a HiC, um dos melhores 

resultados reportados até o momento na literatura para este grau de cristalinidade do 

PET.  
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ABSTRACT 

CARNIEL, Adriano. Depolimerization of poli(ethylene terephthalate) using 
commercial enzymes. Supervisors: Maria Alice Zarur Coelho and Aline Machado de 
Castro. Dissertation (Master of Science in Chemistry and Biochemistry Processes 
Engineering). Rio de Janeiro, 2020. 

 

Poly(ethylene terephthalate) (PET) is the main polymer used in the manufacture of 
plastic bottles. The short use time and disposal of these packages cause 
environmental and economic impacts. Recycling has been an alternative to reusing 
these packages by recovery of their initial monomers - terephthalic acid (TPA) and 
ethylene glycol (EG). The enzymatic recycling route has shown great potential due to 
its high catalytic specificity, use of mild temperature and pH conditions, as well as being 
environmentally friendly. Some hydrolases of classes such as esterases, lipases and 
cutinases have been reported for their ability to catalyze PET hydrolysis. However, 
productivity and extent of degradation are still low for higher polymer grade, such as 
PET bottles. Therefore, the search for enzymes capable of depolymerizing these 
materials efficiently is urgent. In this study, a set of 10 commercial enzymes (nine 
lipases and one cutinase) were initially evaluated to identify the best biocatalyst 
capable of converting bis(2-hydroxyethyl) terephthalate (BHET) and two contrasting 
grades of PET, being one  amorphous PET and the other, a post-consumer mineral 
water bottle particles. Subsequently, tests were performed on continuous stirring 
reactor systems employing optimized reaction conditions of the best biocatalyst to 
depolymerize a post-consumer ground PET substrate. The effects of pH control, 
biocatalyst feeding and reductions in enzymatic loads were preliminarily evaluated 
aiming at a possible reduction of the process cost. In screening tests, Humicola 
insolens (HiC) cutinase showed significantly the best performance on both grades of 
PET polymer (sum of 1372 μM amorphous and 301.5 μM hydrolysis products for 
bottle). However, HiC did not fully convert BHET to TPA at 37 °C, accumulating 
mono(2-hydroxyethyl) terephthalate (MHET). Candida antarctica lipase B (CALB) was 
the only enzyme in the BHET hydrolysis study that showed high specificity in 
converting BHET to TPA (99.6%). Thus, an assay employing the combination of HiC 
and CALB confirmed a synergistic effect between two enzymes, enhancing 2.2-fold 
TPA concentration formed in comparison to use of HiC solely. In the bioreactor assays, 
it was observed the use of pure water as reaction system and pH control with 0.5 M 
NaOH presented better results compared to buffered system. In addition, the highest 
TPA concentration achieved was 65 mM (10.9 g / L) within 4 days at 62,7 °C using HiC 
solely, one of the best results reported so far in the literature for this crystallinity grade 
of PET.  
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

BHET – Tereftalato de bis(2-hidroxietileno)  

BSA – Albumina do soro bovino 

CPR – flocos de PET reciclado 

DCCR – Delineamento Composto Central Rotacional  

DMT – Tereftalato de dimetila  

EC – Enzyme Comission 

EG – Etilenoglicol 

GC – Grau de cristalinidade 

GP – Grau de polimerização 

GS – Grau de sinergia 

HPLC – Cromatografia Líquida de Alta Eficiência   

MEV – Microscopia eletrônica de varredura  

MHET – Tereftalato de mono(2-hidroxietileno) 

MS – Modificadora de superfície  

PET – poli(tereftalato de etileno) 

PH – PET hidrolase 

pH – Potencial hidrogeniônico 

RMN – Ressonância Magnética Nuclear 

Tg – Temperatura de transição vítrea 

Tm – Temperatura de fusão  

TPA – Ácido tereftálico 

VI – Viscosidade intrínseca 



 

xi 

 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. Reações químicas envolvidas nas duas rotas de síntese do pré-polímero, 

BHET, para síntese de PET. ..................................................................................... 23 

Figura 2. Ilustração dos processos de esticamentos monoaxial e biaxial realizados 

em um polímero amorfo para induzir o processo de cristalização. ............................ 27 

Figura 3. Três principais métodos de reciclagem química do PET. ..................... 36 

Figura 4.  Possíveis produtos da hidrólise do polímero de PET catalisada por 

poliésteres hidrolases. ............................................................................................... 40 

Figura 5. Estrutura da superfície de filme de PET e diferenças das atividades de 

enzimas modificadoras de superfície do PET e das PET hidrolases ........................ 41 

Figura 6. Atividade catalítica das lipases no metabolismo lipídico. Uma molécula 

de triacilglicerol pode ser hidrolisada pela ação de uma lipase e formar glicerol e ácidos 

graxos, embora esta mesma enzima passa utilizar estes produtos para realizar a 

reação reversa (síntese) de triacilgliceróis. ............................................................... 44 

Figura 7. Possível estrutura molecular da cutina e as diferentes famílias de ácidos 

graxos que podem ser encontrados. Figura adaptada de NIKOLAIVITS et al. (2018).

 .................................................................................................................................. 46 

Figura 8. Processo de degradação do polímero de PET pela bactéria Ideonella 

sakaiensis. O processo de degradação ocorre inicialmente pela adesão e secreção da 

enzima PETase, liberando MHET. Em seguida, o MHET é absorvido pela bactéria e 

hidrolisado a TPA e EG pela ação da MHETase, fornecendo estes monômeros como 

fonte de carbono para a célula. Figura adaptada de BORNSCHEUER (2016). ........ 49 

Figura 9. Biorreator BioFlo 110 operacional durante hidrólise de PET CPR 

catalisada pela enzima HiC em condições otimizadas. ............................................. 58 

Figura 10. Curvas padrões construídas para (a) TPA, (b) MHET e (c) BHET para 

análise quantitativa em HPLC. .................................................................................. 63 

Figura 11. Frações molares dos analitos presentes nas reações de hidrólise de 2 

mM BHET por (a) CALB e (b) HiC. As reações foram realizadas em tampão fosfato de 

sódio 200 mM (pH 7,0), carga de enzima de 4gproteína/gBHET, 180 rpm, 37 °C, em 

hibridizador. ............................................................................................................... 72 

file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041226
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041226
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041227
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041229
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041229
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041230
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041230
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041230
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041230
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041233
file:///C:/Users/Adriano%20Carniel/Desktop/Documentos%20para%20entrega%20dissertação/Dissertação_Adriano_Carniel%20Correção%20Banca%20FINAL.docx%23_Toc41041233


 

xii 

 

Figura 12. Progresso dos produtos liberados da hidrólise de PET amorfo e garrafa 

catalisada por HiC a 37 °C em hibridizador. (a) Somatório dos produtos liberados e 

concentração de cada analito liberado na hidrólise de (b) PET amorfo e (c) PET 

garrafa. As reações foram realizadas em tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0), 

200 mg de PET, carga de enzima de 0,01 gproteína/gPET e agitação de 25 rpm. .......... 77 

Figura 13. Progresso do grau de sinergia entre HiC e CALB durante hidrólise de 

três diferentes tipos de PET – (a) amorfo, (b) garrafa e (c) CPR – a 60 °C em 

hibridizador. As reações foram realizadas em tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 

7,0), 200 mg de PET, carga de enzima de 0,01gproteína/gPET e agitação de 25 rpm. .. 83 

Figura 14. Progresso da liberação de TPA, MHET e BHET durante hidrólise de 

PET CPR utilizando a estratégia de adição consecutiva de CALB a 37 °C após a 

reação com HiC a 60 °C por 14 dias em hibridizador. Os ensaios foram realizados em 

tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0), 200 mg de PET, carga de enzima de 

0,01gproteína/gPET e agitação de 25 rpm. ...................................................................... 85 

Figura 15. Imagens obtidas por MEV de partícula de PET CPR após a reação com 

HiC a 60 °C seguida da adição de CALB a 35 °C. (a) partículas controle proveniente 

de reação sem enzimas e (b) partículas degradadas pelas enzimas. ....................... 86 

Figura 16. Progresso da liberação de TPA. MHET e BHET, inclusive o 

monitoramento do pH, durante hidrólise de PET CPR por HiC em biorreator a 62,6 °C 

e agitação de 300 rpm. A reação foi realizada em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95), 

80,8 g/L de PET e carga de enzima de 0,065 gproteína/gPET. ....................................... 87 

Figura 17. Progresso do somatório de TPA, MHET e BHET (curvas cheias) e 

monitoramento do pH (curvas pontilhadas) durante hidrólise de PET CPR por HiC 

(0,065 gproteína/gPET) a 50 °C em reatores, comparando as condições com controle de 

pH em 8,95 com adição de NaOH 5 M (triângulos) e sem controle de pH (círculos). As 

reações foram realizadas em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95) com 80,8 g/L de PET 

e carga de enzima de 0,065 gproteína/gPET. .................................................................. 91 

Figura 18. Progresso do (a) monitoramento do pH e (b) somatório de TPA, MHET 

e BHET liberados durante hidrólise de PET CPR por HiC (0,065 gproteína/gPET)  a 50 °C 

em reatores. Foram comparadas as condições com controle de pH em 8,95 com 

adição de NaOH 0,5 M (círculos) e de KOH (triângulos), além da condição sem 

controle de pH (quadrados). As reações foram realizadas em água com 80,8 g/L de 

PET e carga de enzima de 0,065 gproteína/gPET e agitação de 300 rpm. ..................... 93 



 

xiii 

 

Figura 19. Progresso da concentração de TPA liberado pela hidrólise de PET CPR 

por HiC a 50 °C em reatores, comparando duas estratégias de alimentação de enzima: 

carga total de enzima (0,065 gproteína/gPET)  no início da reação (círculos) versus metade 

da carga total no início da reação e a outra metade em 48 hrs de reação (triângulos). 

As reações foram realizadas em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95) com 80,8 g/L de 

PET. .......................................................................................................................... 98 

Figura 20. Progresso da concentração de TPA liberada durante hidrólise de PET 

CPR por HiC a 62,6 °C reduzindo a carga enzimática padrão de 0,065 gproteína/gPET 

(quadrados) em 50% (losângos), 100% (círculos) e 500% (triângulos). As reações 

foram realizadas em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95) e com 80,8 g/L de PET e 

agitação de 25 rpm em hibridizador. ....................................................................... 101 

 

 

  



 

xiv 

 

ÍNDICE DE TABELAS 

 

Tabela 1. Principais propriedades físico-químicas do PET .................................. 24 

Tabela 2. Relação dos principais organismos produtores de cutinases e hidrolases 

homólogas descritos na literatura por apresentar atividade hidrolítica sobre PET. (PH 

= PET hidrolase e MS = modificadora de superfície). ............................................... 48 

Tabela 3: Reagentes utilizados nos ensaios experimentais. ................................ 53 

Tabela 4. Equipamentos utilizados nos ensaios experimentais. .......................... 54 

Tabela 5. Enzimas comerciais utilizadas nos estudos de hidrólise de BHET e PET.

 .................................................................................................................................. 55 

Tabela 6. Variações estudadas para avaliar o efeito do controle de pH durante 

hidrólise de PET CPR catalisada pela HiC. ............................................................... 59 

Tabela 7. Variações estudadas para avaliar o efeito da redução de carga da enzima 

HiC durante hidrólise de PET CPR. .......................................................................... 60 

Tabela 8. Gradiente de fase móvel utilizada em HPLC para análise quantitativa de 

TPA, MHET e BHET. ................................................................................................. 62 

Tabela 9. Resultados das variáveis de respostas da hidrólise de BHET catalisada 

por enzimas ao final da reação (24 horas). ............................................................... 69 

Tabela 10. Resultados das variáveis de respostas da triagem de enzimas para 

hidrólise de PET amorfo e garrafa a 37 °C no final das reações (14 dias). ............... 74 

Tabela 11. Resultados das variáveis de respostas no final das reações (14 dias) 

de hidrólise de PET amorfo, garrafa e CPR a 60 °C pela adição individual ou 

simultânea de HiC e CALB. ....................................................................................... 78 

Tabela 12. Resultados das variáveis de respostas das reações em reatores de 

agitação contínua para hidrólise de PET CPR com HiC (0,065 gproteína/gPET) a 50 °C no 

final das reações (96 horas). ..................................................................................... 90 

Tabela 13. Resultados das variáveis de respostas correspondentes ao tipo de 

alimentação da enzima durante a hidrólise de PET CPR com HiC (0,065 gproteína/gPET) 

a 50 °C no final das reações (96 horas). As reações foram realizadas em tampão Tris-

HCl 397,3 mM pH 8,95. ............................................................................................. 97 



 

xv 

 

Tabela 14. Resultados das variáveis de respostas ao final das reações (14 dias) 

de hidrólise do PET CPR a 62,6 °C empregando diferentes reduções de carga da 

enzima. .................................................................................................................... 100 

Tabela 15. Concentrações finais do somatório de produtos de hidrólise e de TPA 

liberado obtidos por grama de enzima nos ensaios de hidrólise de PET CPR utilizando 

diferentes cargas da enzima HiC. As reações foram realizadas em tampão Tris-HCl 

397 mM (pH 8,95) e com 80,8 g/L de PET e agitação de 25 rpm em hibridizador a 62,6 

°C por 14 dias.......................................................................................................... 102 

 

 

  



 

xvi 

 

ÍNDICE DE APÊNDICES 

 

Apêndice A - Artigo publicado em 2016 no periódico Process Biochemistry: 

“Lipase from Candida antarctica (CALB) and cutinase from Humicola insolens act 

synergistically for PET hydrolysis to terephthalic acid”. ........................................... 117 

Apêndice B - Artigo publicado em 2017 no periódico Journal of Industrial 

Microbiology & Biotechnology: “Screening of commercial enzymes for poly(ethylene 

terephthalate) (PET) hydrolysis and synergy studies on different substrate sources”.

 ................................................................................................................................ 123 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xvii 

 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................... 19 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .............................................................................. 21 

2.1. Poli(tereftalato de etileno) (PET) ............................................................ 21 

2.1.1. Síntese do PET .................................................................................. 21 

2.1.2. Propriedades e aplicações do PET .................................................... 23 

2.1.3. Impactos da indústria dos plásticos e do PET .................................... 29 

2.2. Reciclagem do PET ............................................................................... 33 

2.2.1. Reciclagem enzimática de PET .......................................................... 39 

2.2.1.1. Lipases ............................................................................................ 43 

2.2.1.2. Cutinases ........................................................................................ 45 

2.2.1.3. PETase ........................................................................................... 49 

3. OBJETIVOS ....................................................................................................... 52 

3.1. Objetivo geral......................................................................................... 52 

3.2. Objetivos específicos ............................................................................. 52 

4. METODOLOGIA ................................................................................................. 53 

4.1. Materiais ................................................................................................ 53 

4.1.1. Reagentes .......................................................................................... 53 

4.1.2. Equipamentos .................................................................................... 54 

4.1.3. Enzimas .............................................................................................. 54 

4.2. Quantificação da concentração de proteínas ........................................ 55 

4.3. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de BHET ...................... 56 

4.4. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de PET garrafa e amorfo . 

   ............................................................................................................... 56 

4.5. Despolimerização de diferentes tipos de PET por HiC e CALB ............. 57 

4.6. Despolimerização de PET CPR por HiC em reator de agitação contínua 

empregando condições otimizadas de reação ....................................................... 58 

4.7. Efeito do controle de pH na reação de despolimerização de PET CPR por 

HiC   ............................................................................................................... 59 

4.8. Efeito de adição da enzima HiC na despolimerização de PET .............. 59 

4.9. Efeito da carga de enzima na despolimerização de PET CPR por HiC . 60 



 

xviii 

 

4.10. Síntese de MHET ............................................................................... 60 

4.11. Quantificação dos produtos da despolimerização de PET por HPLC 61 

4.12. Microscopia Eletrônica por Varredura ................................................ 63 

4.13. Cálculos .............................................................................................. 64 

4.13.1. Concentração em quantidade de matéria dos analitos....................... 64 

4.13.2. Fração molar dos analitos .................................................................. 64 

4.13.3. Conversão de BHET........................................................................... 65 

4.13.4. Rendimento de MHET ou TPA na hidrólise de BHET ........................ 65 

4.13.5. Seletividade da conversão de BHET a TPA ....................................... 66 

4.13.6. Rendimento de TPA na hidrólise de PET ........................................... 67 

4.13.7. Grau de sinergia ................................................................................. 67 

4.13.8. Produtividade de TPA na hidrólise de PET ........................................ 68 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................... 69 

5.1. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de BHET ...................... 69 

5.2. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de PET amorfo e garrafa . 

   ............................................................................................................... 73 

5.3. Hidrólise enzimática de diferentes tipos de PET pelas enzimas HiC e 

CALB   ............................................................................................................... 77 

5.4. Hidrólise de PET CPR catalisada por HiC em biorreatores empregando 

condições otimizadas ............................................................................................. 86 

5.5. Estudo do efeito do controle de pH na hidrólise de PET CPR catalisada 

por HiC  ............................................................................................................... 89 

5.6. Estudo do efeito do tipo de alimentação de HiC na hidrólise de PET CPR 

em biorreatores ...................................................................................................... 96 

5.7. Estudo do efeito da redução da carga da enzima HiC na hidrólise de PET 

CPR   ............................................................................................................... 99 

6. CONCLUSÕES ................................................................................................ 103 

7. PERSPECTIVAS FUTURAS ............................................................................ 105 

8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................ 106 

9. ANPÊNDICES .................................................................................................. 117 



 

19 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O mundo tem sido modificado economica e ambientalmente desde a 

descoberta e produção dos materiais plásticos. Devido às suas excelentes 

propriedades e baixo custo de produção, os plásticos têm sido aplicados em diversos 

setores industriais e é estimado que mais 1 bilhão de toneladas destes materiais 

deverão ser produzidas no ano de 2050 (NEW PLASTICS ECONOMY, 2016).  

O poli(tereftalato de etileno) (PET) é um dos principais polímeros utilizados na 

fabricação de embalagens plásticas, principalmente em garrafas de bebidas 

carbonatadas. Isto porque este material possui excelentes propriedades requeridas 

para esta finalidade, como barreira a gases, transparência, leveza, resistência 

mecânica e durabilidade (MCINTYRE, 2004; ROBERTSON, 2016). O polímero de 

PET é produzido principalmente pela esterificação do ácido tereftálico com o 

etilenoglicol, ambos provenientes de matéria-prima fóssil (AWAJA; PAVEL, 2005).  

O despejo inadequado dos resíduos das embalagens plásticas tem impactado 

negativamente os ecossistemas terrestres e marinhos, pois apresentam alta 

recalcitrância à degradação abiótica e biótica nestes ambientes (CRAWFORD; 

QUINN, 2016). Além disso, os monômeros utilizados para fabricar as embalagens 

descartadas são desperdiçados, demandando continuamente matérias-primas 

virgens para a síntese de novas embalagens e gerando uma perda econômica no 

processo (PAYNE; MCKEOWN; JONES, 2019).  

A reciclagem é a melhor alternativa para o manejo destes resíduos, i.e. 

recuperar os monômeros que os compõem e criar uma forma de economia circular 

para a indústria dos plásticos (NEW PLASTICS ECONOMY, 2016). A rota de 
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reciclagem química tem apresentado excelentes resultados, porém utilizam reagentes 

agressivos ao meio ambiente (BARTOLOME et al., 2012).  

Recentemente, a descoberta de algumas enzimas hidrolíticas microbianas 

capazes de despolimerizar o PET tem demonstrado um potencial uso no processo de 

reciclagem (KHOONKARI et al., 2015; BORNSCHEUER, 2016; WEI; ZIMMERMANN, 

2017a). O uso industrial das enzimas torna o processo ambientalmente amigável 

devido à alta biodegradabilidade destes biocatalisadores (RAO et al., 2010). 

Entretanto, as taxas de despolimerização obtidas pelas enzimas conhecidas têm sido 

relativamente baixas para resíduos com propriedades mais complexas, como as 

garrafas PET (KAWAI; KAWABATA; ODA, 2019). Desta forma, a busca por enzimas 

com maiores atividades hidrolíticas sobre estes tipos de amostras é encorajada. 

Portanto, este trabalho apresenta a triagem de dez enzimas produzidas 

comercialmente para avaliar a capacidade em catalisar a hidrólise do polímero de 

PET. A cutinase de Humicola insolens (HiC) e a lipase B de Candida antarctica (CALB) 

foram selecionadas como potenciais biocatalisadores para o uso na reciclagem 

enzimática de PET a fim de obter os seus monômeros iniciais: ácido tereftálico (TPA) 

e etilenoglicol (EG). Além disso, baseado em um estudo prévio de otimização das 

condições experimentais por delineamento experimental da despolimerização de PET 

reciclado apenas pela HiC (CASTRO et al., 2019), este trabalho também avaliou 

preliminarmente os efeitos do controle de pH, do tipo de alimentação do biocatalisador 

e da redução da carga de enzima visando a redução de custos de processo. Os 

principais resultados descritos no Capítulo 5 deram origem a dois artigos científicos 

publicados em periódicos e ambos se encontram no Capítulo 9 – Apêndices A e B.    
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Poli(tereftalato de etileno) (PET) 

 

2.1.1. Síntese do PET 

 

O poli(tereftalato de etileno), mundialmente conhecido pelo acrônimo PET, é um 

polímero sintético alifático–aromático de enorme importância comercial na indústria 

dos plásticos. Este material pertence à classe dos poliésteres, pois apresenta este 

grupo funcional – o éster – por toda sua cadeia estrutural devido às reações de 

esterificações entre seus monômeros (MCINTYRE, 2004). A síntese comercial do PET 

pode ser realizada em três ou quatro etapas de produção: (1) transesterificação ou 

esterificação direta, (2) pré-polimerização, (3) policondensação e (4) policondensação 

em estado sólido (RAVINDRANATH; MASHELKAR, 1986). 

A primeira etapa de síntese do PET (1) consiste em produzir o pré-polímero 

tereftalato de bis(2-hidroxietileno) (BHET). Esta molécula pode ser obtida por duas 

vias distintas: transesterificação ou esterificação direta (Figura 1). A transesterificação 

foi a primeira rota a ser desenvolvida e utiliza como monômeros o tereftalato de 

dimetila (DMT; porção aromática) e o etilenoglicol (EG; porção alifática) para produzir 

o BHET, liberando metanol como coproduto. Já a esterificação direta tem sido a rota 

industrial preferencial atualmente devido ao baixo custo de obtenção da matéria-prima 

desta via – o ácido tereftálico (TPA; porção aromática) de alta pureza – e melhores 

eficiências reacionais, além de não gerar metanol, um álcool tóxico (TEPHLY, 1991; 

HANSEN; SARGEANT, 2000). Nesta reação, o TPA é reagido com o EG para formar 
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o BHET através de uma reação de esterificação, liberando água como coproduto 

(RAVINDRANATH; MASHELKAR, 1986; PANG; KOTEK; TONELLI, 2006; WEBB et 

al., 2012).  

Após a obtenção dos monômeros de BHET e eventuais oligômeros de cadeias 

curtas, diversas reações de transesterificação ocorrem entre estas moléculas 

liberando EG como coproduto e alongando a cadeia polimérica do PET. Na etapa de 

pré-polimerização (2), as moléculas de BHET são polimerizadas até atingirem cadeias 

com grau de polimerização (GP) de aproximadamente 30 unidades monoméricas.  

Em seguida, a etapa de policondensação (3) é realizada para estender a cadeia 

do PET em um GP em cerca de 100 e massa molar de 16.000 a 19.000 g.mol-1. Nesta 

etapa, o PET obtido já pode ser destinado a aplicações industriais que demandam um 

polímero com características mais maleáveis e de baixa massa molar (CULBERT; 

CHRISTEL, 2004).  

Adicionalmente, uma etapa de policondensação em estado sólido (4) pode ser 

realizada para obter um polímero de PET de alta massa molar (27.000 a 38.000 g.mol-

1 e GP < 150) e com propriedades mais robustas (AWAJA; PAVEL, 2005; ROMÃO; 

SPINACÉ; PAOLI, 2009). Este processo consiste no resfriamento do PET fundido 

formado na etapa de policondensação (3) e sua granulação em forma de “pellets”. Em 

seguida, estas partículas são processadas em condições específicas para induzir o 

aumento da cadeia polimérica e cristalização do PET (RAVINDRANATH; 

MASHELKAR, 1986; CULBERT; CHRISTEL, 2004).  
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Figura 1. Reações químicas envolvidas nas duas rotas de síntese do pré-polímero, 

BHET, para síntese de PET. 

 

2.1.2. Propriedades e aplicações do PET 

 

As propriedades físico-químicas inerentes do polímero de PET são as principais 

características que impulsionaram sua comercialização massiva desde a sua 

descoberta e patenteamento por John Rex Whinfield e James Tennant Dickson  na 

Inglaterra em 1941 (WHINFIELD; DICKSON, 1941; MCINTYRE, 2004). 
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Transparência, leveza, rigidez, versatilidade, resistência química, térmica e mecânica, 

durabilidade e baixo custo de produção são algumas das principais vantagens do uso 

deste polímero (MANDAL; DEY, 2019). 

O PET é um termoplástico, portanto pode ser aquecido e remodelado em 

diferentes formas de interesse através de técnicas de processamento, tais como 

modelagem por extrusão, por injeção e por sopro (AWAJA; PAVEL, 2005). Além disso, 

variações nos parâmetros reacionais no processo de síntese do PET podem ser 

empregadas a fim de obter diferentes graus do polímero final contendo características 

físico-químicas que variam de acordo com a finalidade de aplicação (WEBB et al., 

2012). A Tabela 1 resume algumas destas características e evidencia a versatilidade 

com que o PET pode ser produzido.  

 

Tabela 1. Principais propriedades físico-químicas do PET. Tabela adaptada de 

AWAJA & PAVEL (2005). 

 

 

 

 

 

O monitoramento do aumento da massa molar do polímero é um dos principais 

parâmetros de processo da síntese de PET. Determinados valores de massas molares 

devem ser atingidos para que o PET possa ser empregado para uma certa finalidade. 

Geralmente, estes valores de massa molar são reportados como viscosidade 

intrínseca (VI) (GUPTA; BASHIR, 2002). A VI é uma forma de mensurar o tamanho 

Propriedade Valor (unidade) 

Massa molar média 30.000 – 80.000 g.mol-1 

Densidade 1,41 g.cm-3 

Temperatura de transição vítrea (Tg) 69 – 115 °C 

Temperatura de fusão (Tm) 255 – 265 °C 

Absorção de água (após 24 horas) 0,5 % 
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das cadeias moleculares poliméricas através de uma técnica que determina a 

viscosidade de uma solução diluída contendo o polímero de interesse dissolvido em 

um solvente apropriado. Utilizando a equação de Mark-Houwink, é possível 

correlacionar a VI da solução com a massa molecular do polímero de forma 

diretamente proporcional (PADSALGIKAR, 2017). 

O grau de cristalinidade também é um importante fator que influencia diretamente 

as propriedades do PET e suas aplicações, e consequentemente impacta nas 

condições reacionais e de processamento. Os polímeros podem apresentar dois 

estados morfológicos: amorfo (1), onde as cadeias poliméricas estão dispostas de 

forma desorganizada, e cristalino (2), na qual as cadeias poliméricas assumem uma 

organização conformacional, paralela e extremamente empacotada, originando os 

cristalitos (ROBERTSON, 2016). O PET pode ser obtido tanto na forma amorfa como 

semicristalina. Esta última forma é observada em polímeros que apresentam diversas 

regiões cristalinas – os cristalitos – embebidas em uma região amorfa formando uma 

complexa estrutura polimérica. Este fenômeno de cristalização parcial envolve 

diversos fatores intrínsecos e extrínsecos que impedem a perfeita organização e total 

cristalização do polímero, tais como a não uniformidade do tamanho das cadeias 

poliméricas (massa molar), interações químicas e espaciais entre as moléculas 

estruturais das cadeias, e dos parâmetros reacionais empregados para o processo de 

cristalização (DEMİREL; YARAȘ; ELÇİÇEK, 2011; ROBERTSON, 2016). 

O PET é um polímero cristalizável devido à linearidade de sua cadeia polimérica e 

da uniformidade química e geométrica de suas repetições monoméricas. Para elevar 

o grau de cristalinidade e a massa molar do PET, geralmente é empregada uma 

estratégia térmica através da policondensação em estado sólido – a quarta etapa da 

síntese de PET (ROMÃO; SPINACÉ; PAOLI, 2009). Neste processo, os “pellets” de 
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PET são incubados em uma temperatura próxima à temperatura de fusão (Tm) em 

atmosfera inerte e, posteriormente, sofrem um resfriamento lento. Isto permite que as 

cadeias do PET possam assumir uma mobilidade capaz de induzir uma orientação 

estrutural que promova cristalização (DEMİREL; YARAȘ; ELÇİÇEK, 2011).  

Inicialmente, o PET foi desenvolvido e explorado na forma de fibras para utilização 

na indústria têxtil (EFBW - EUROPEAN FEDERATION OF BOTTLED WATERS, 

2013). Tenacidade e encolhimento são as principais características que o polímero 

deve apresentar para esta finalidade, além de possuir uma VI de 0,40 – 0,80 dL.g-1 

(GUPTA; BASHIR, 2002; MANDAL; DEY, 2019). Para obter tais características, estas 

fibras são produzidas logo após a terceira etapa de síntese do PET (policondensação). 

Geralmente, o polímero fundido é  transpassado por um pequeno buraco de uma 

matriz e, conforme o filamento emerge pela saída, uma tensão é aplicada nesta fibra 

para induzir um alinhamento linear unidirecional das cadeias poliméricas 

(CARRAHER, 2003; AWAJA; PAVEL, 2005). 

Durante a década de 1950, foram desenvolvidas técnicas capazes de produzir o 

PET em forma de filme. Este material tem sido empregado para inúmeras finalidades: 

folhas de raios-X, filmes fotográficos, fitas de gravadores, isolantes elétricos e filmes 

de embalagens alimentícias, entre outras (AWAJA; PAVEL, 2005; DEMEUSE, 2011). 

A principal característica destes materiais se deve à orientação biaxial das cadeias 

poliméricas do PET, produzindo o boPET – um tipo de polímero aprimorado altamente 

forte e rígido.   

Para a obtenção dos filmes de boPET, geralmente é necessário um polímero que 

apresente uma VI entre 0,60 – 0,70 dL.g-1 (GUPTA; BASHIR, 2002). A produção 

ocorre por um processo onde o polímero fundido é extrusado em um rolo resfriado, o 
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qual adota um estado amorfo através do rápido resfriamento – processo conhecido 

como “quenching”. Em seguida, um processo de esticamento bidirecional (Figura 2) é 

realizado neste PET amorfo, permitindo o alinhamento biaxial das cadeias poliméricas 

e o aumento do grau de cristalização. Esta cristalização induzida por esticamento 

promove a formação de vários cristalitos menores que o comprimento de onda da luz 

visível, conferindo transparência ao polímero final (DEMEUSE, 2011). 

 

 

Na década de 1970, essa estratégia de orientação biaxial das cadeias do PET foi 

empregada no desenvolvimento de garrafas plásticas e provocou a popularização 

mundial deste polímero na indústria dos plásticos (ROBERTSON, 2016). Desde então, 

o PET tem sido o principal material de escolha para aplicação de embalagens plásticas 

para bebidas. Isto porque as garrafas de PET apresentam excelentes propriedades 

para esta finalidade: são mais leves que as garrafas de vidro, são transparentes, 

inquebráveis e quimicamente resistentes, fornecem uma excelente barreira de gases 

de bebidas gaseificadas e apresentam uma insignificante absorção de água (WELLE, 

 

Figura 2. Ilustração dos processos de esticamentos monoaxial e biaxial realizados 

em um polímero amorfo para induzir o processo de cristalização. Figura adaptada de 

WEI & ZIMMERMANN (2017a). 
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2011). Todas estas características tornaram as garrafas de PET altamente vantajosas 

tanto no ponto de vista de aplicação como econômico.  

A fabricação das garrafas de PET tem sido realizada pelo processamento de 

modelagem de sopro. Inicialmente, uma pré-forma amorfa altamente precisa em forma 

e espessura é fabricada através da injeção do PET fundido em um molde resfriado. 

Posteriormente, esta pré-forma é transferida para uma unidade de modelagem por 

sopro que contém o molde da garrafa a ser produzida. Então um sopro de ar 

comprimido é realizado no centro da pré-forma, esticando o polímero em duas 

direções e expandindo as paredes do mesmo até as paredes do molde final. Estes 

processos podem ser realizados em um ou dois estágios de processo (AWAJA; 

PAVEL, 2005; LARSON, 2015).  

Dependendo do tipo de bebida que será armazenada, diferentes graus do polímero 

de PET são necessários para a produção. Geralmente, as garrafas utilizadas para 

estocar água apresentam uma VI de 0,70 – 0,78 dL.g-1, enquanto que para 

refrigerantes e outras bebidas carbonadas são necessárias VIs de 0,78 – 0,85 dL.g-1 

(GUPTA; BASHIR, 2002). Além disso, as garrafas PET podem apresentar um perfil 

heterogêneo de cristalinidade ao longo do corpo deste material. Geralmente as 

garrafas são mais amorfas na parte superior do “pescoço”, enquanto que as paredes 

laterais apresentam o maior grau de cristalinidade do produto. Já na porção inferior 

da garrafa é observado um gradiente entre estas duas morfologias descritas (GUPTA; 

BASHIR, 2002).  

Embora a produção mundial do polímero de PET seja majoritariamente 

demandada para as finalidades resumidas acima, existem outras dezenas de 

aplicações distintas em que este polímero pode ser utilizado, como em produtos 
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automotivos, equipamentos eletrônicos e esportivos, insumos medicinais, dispositivos 

elétricos, entre outros (CARRAHER, 2003). 

 

2.1.3. Impactos da indústria dos plásticos e do PET  

 

A indústria mundial de plásticos tem sido um mercado com enorme sucesso 

econômico e tem crescido exponencialmente desde a descobertas destes materiais. 

Estima-se que a produção global de fibras e resinas plásticas cresceu de 2 milhões 

em 1950 para 380 milhões de toneladas em 2015, com uma taxa de crescimento anual 

composta de 8,4%, produzindo um total de 8.300 milhões de toneladas de plásticos 

neste período (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). Estimativas apontam que a demanda 

para produção dos plásticos quadruplique em 2050 (NEW PLASTICS ECONOMY, 

2016). Esta previsão está diretamente relacionada com a forte dependência destes 

materiais pela sociedade no uso cotidiano e industrial, além de acompanhar o 

aumento da população mundial – atualmente existem 7,7 bilhões de habitantes e 

estima-se que serão 9,7 bilhões em 2050 (UNITED NATIONS, 2019).  

Dentre os diferentes tipos de polímeros plásticos produzidos, o PET representa o 

quinto maior mercado desta indústria, alcançando cerca de 50 milhões de toneladas 

produzidas anualmente (BORNSCHEUER, 2016; GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). 

Mundialmente, as fibras demandam a maior quantidade do PET produzido (66%), 

seguida das embalagens processadas por sopro (28%), filmes (5%) e outras 

aplicações (1%) (ONG, 2018). No Brasil, foi estimado que 840 mil toneladas de PET 

foram consumidas apenas em 2016. Entretanto, o perfil brasileiro de consumo deste 
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polímero diverge em relação à tendência mundial, pois a produção de embalagens de 

bebidas e alimentos compreende 90% da demanda majoritária (ABIPET, 2012).  

Devido às quantidades colossais de plásticos que foram produzidos e acumulados 

durante os últimos setenta anos e às previsões de crescimento desta indústria nas 

próximas décadas, diversas preocupações, debates e alternativas têm sido 

levantadas acerca da manutenção dos resíduos plásticos gerados. Os plásticos 

representam aproximadamente 12% do conteúdo dos resíduos sólidos urbanos 

(MOHARIR; KUMAR, 2019). Apesar do PET ter correspondido apenas a 5,9% do total 

de resinas plásticas consumidas no Brasil em 2016, este poliéster compõe cerca de 

20% dos resíduos plásticos urbanos coletados (ROMÃO; SPINACÉ; PAOLI, 2009; 

ABIPLAST - ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DA INDÚSTRIA DO PLÁSTICO, 2018). 

As embalagens plásticas alimentícias são os principais alvos de preocupações. 

Embora forneçam diversos benefícios, como reduzir o custo de transporte devido à 

leveza das embalagens e ampliar o tempo de prateleira dos produtos acondicionados, 

estes materiais apresentam um tempo de vida útil muito curta, geralmente para um 

único uso e, então, são descartados (HOPEWELL; DVORAK; KOSIOR, 2009; NEW 

PLASTICS ECONOMY, 2016). Estas embalagens plásticas após uso pelo consumidor 

podem receber diferentes destinos como resíduo. Em 2013, as embalagens plásticas 

coletadas globalmente foram destinadas aos aterros sanitários (40%), incineradores 

(14%) ou foram recicladas (14%). Entretanto, 32% destes resíduos foram descartados 

diretamente no meio ambiente (WEBB et al., 2012; NEW PLASTICS ECONOMY, 

2016). 

Até o ano de 2015, cerca de 4.900 milhões de toneladas de plásticos foram 

descartados diretamente no meio ambiente ou acumulados em aterros sanitários 
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(GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). Estes aterros são enormes espaços reservados 

para que os resíduos sólidos urbanos sejam mantidos enterrados a fim de promover 

a degradação. No entanto, os resíduos plásticos apresentam baixíssimas taxas de 

degradação devido as suas características recalcitrantes e podem permanecer por 

dezenas ou até centenas de anos para que comecem a se deteriorar. Mesmo assim, 

a deterioração destes plásticos pode gerar inúmeros componentes tóxicos que 

contaminam os solos destes espaços (WEBB et al., 2012). 

A incineração é outra rota de destinação que visa a degradação térmica dos 

resíduos plásticos e permite recuperar a energia contida nos plásticos em forma de 

calor. Esta rota tem sido bastante questionada devido à formação de compostos 

tóxicos voláteis e de gases do efeito estufa que podem ser liberados na atmosfera 

durante a combustão (SINHA; PATEL; PATEL, 2010; WEBB et al., 2012; NEW 

PLASTICS ECONOMY, 2016).  

O descarte indevido dos resíduos plásticos diretamente no meio ambiente tem 

afetado diversos ecossistemas, porém os ambientes marinhos têm sido os mais 

impactados (LAW, 2017). Cerca de 8 milhões de toneladas de plásticos foram 

lançados nos oceanos apenas em 2015, podendo esta quantidade quadruplicar em 

2050 e superar a quantidade total de peixes em termos de massa (NEW PLASTICS 

ECONOMY, 2016). Neste tipo de ecossistema, os plásticos podem apresentar 

diferentes tamanhos (macro ou microplásticos) e serem encontrados flutuando, 

submersos, sedimentados ou encalhados nas regiões costeiras (CRAWFORD; 

QUINN, 2016). Em 2012, cerca de 69,8% dos resíduos coletados no litoral brasileiro 

eram plásticos. Além disso, aproximadamente 62% destes resíduos plásticos 

coletados pertenciam a classe de embalagens plásticas (CRAWFORD; QUINN, 2016). 

Uma vez despejados nos ambientes marinhos, os plásticos podem permanecer por 
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período indeterminadamente longo devido à resistência desses materiais à 

degradação natural. Um estudo recente analisou diferentes garrafas de PET 

encontradas no fundo do mar do Golfo de Sarónico (Grécia) e observou que estas 

amostras permaneceram robustas por cerca de 15 anos, e, então, começaram a 

apresentar diferenças nos grupos funcionais nativos na superfície do polímero, 

indicando um processo de degradação destas garrafas (IOAKEIMIDIS et al., 2016).  

A presença dos resíduos plásticos nos oceanos afeta imensamente o equilíbrio da 

biota marinha. Embora alguns grupos de bactérias e microalgas aparentam beneficiar-

se com estes materiais, diversos invertebrados, zooplânctons, peixes, tartarugas, 

pássaros, cetáceos e outros mamíferos são negativamente afetados através do 

emaranhamento ou ingestão destes plásticos, podendo ser letal. (BEAUMONT et al., 

2019). Diferentes estudos vêm demonstrando a bioacumulação de microplásticos 

ingeridos por diferentes organismos marinhos, inclusive aqueles que são consumidos 

pelos seres humanos. Este fato tem preocupado a comunidade científica em relação 

à transferência destes contaminantes pelas cadeias tróficas e aos efeitos toxicológicos 

que podem impactar a saúde humana (ROCHMAN et al., 2015; MIRANDA; DE 

CARVALHO-SOUZA, 2016; FORREST; HINDELL, 2018; SMITH et al., 2018). Além 

deste desequilíbrio ecológico, a poluição marinha pelos plásticos poderá afetar 

economicamente o setor pesqueiro e de alimentação global pela redução de 

disponibilidade de alimentos oriundos do mar (BEAUMONT et al., 2019).  
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2.2. Reciclagem do PET  

 

Devido às imensas quantidades de resíduos plásticos gerados, à baixa taxa de 

decomposição natural e aos impactos negativos que estes materiais causam ao meio 

ambiente, a reciclagem tem sido a melhor alternativa para a gestão dos resíduos 

plásticos, incluindo o PET (BARTOLOME et al., 2012). A reciclagem pode ser definida 

como a reutilização de resíduos em forma de matéria-prima para a produção de novos 

produtos (ROBERTSON, 2016). Atualmente, alguns países têm se conscientizado e 

investido na reciclagem de PET, especialmente de garrafas (WELLE, 2011). No Brasil, 

cerca de metade das garrafas de PET coletadas após uso pelo consumidor foram 

destinadas para reciclagem em 2015, porém, menos de 22% dos municípios 

brasileiros contavam com o serviço de coleta seletiva  (ABIPET- ASSOCIAÇÃO 

BRASILEIRA DA INDÚSTRIA DO PET, 2016; CEMPRE - COMPROMISSO 

EMPRESARIAL PARA RECICLAGEM, 2019).  

Para reciclar este tipo de embalagem, é imprescindível que haja inicialmente uma 

eficiente seleção deste material na mistura dos resíduos plásticos coletados. Após 

esta seleção, preferencialmente é realizada uma separação por cores de garrafas. Em 

seguida, as garrafas são lavadas utilizando detergentes para remover contaminantes, 

rótulos e cola. Logo, as garrafas são moídas em flocos e lavadas novamente. 

Polímeros de outras naturezas podem ser removidos durante as etapas de lavagem 

por flotação. Por fim, estes flocos são secos e disponibilizados para serem reciclados 

(WELLE, 2011; ROBERTSON, 2016). Existem duas principais rotas empregadas para 

reciclar o PET: a mecânica e a química. 
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A reciclagem mecânica consiste no reprocessamento do polímero de PET sem 

modificar sua estrutura química. Nesta rota ocorrem a reextrusão dos flocos de PET 

e granulação em forma de “pellets”, que poderão ser reprocessados para a confecção 

de novos materiais (ROBERTSON, 2016). Este tipo de reciclagem apresenta diversas 

vantagens: baixo custo operacional, processo simplificado e de baixo impacto 

ambiental (PARK; KIM, 2014). No entanto, apresenta também diversas limitações. A 

principal desvantagem desta reciclagem se deve a deterioração das propriedades do 

PET a cada ciclo de reciclagem mecânica, reduzindo a massa molar / VI do PET. Isto 

ocorre devido ao rompimento das cadeias poliméricas do PET causada pela presença 

de contaminantes carreados nos flocos de PET processados (SINHA; PATEL; PATEL, 

2010). Além disso, o PET reciclado mecanicamente geralmente apresenta uma 

coloração acinzentada, o que é indesejável para a reutilização em embalagens 

alimentícias (BARTOLOME et al., 2012). Deste modo, este tipo de reciclagem apenas 

permite que sejam produzidos materiais com propriedades inferiores em relação ao 

material original reciclado (PASZUN; SPYCHAJ, 1997). Mundialmente, cerca de 70% 

do PET pós-reciclado mecanicamente é convertido em fibras, pois geralmente 

requerem menores qualidades físico-químicas (SINHA; PATEL; PATEL, 2010; 

ROBERTSON, 2016). 

Já a reciclagem química visa a despolimerização do plástico pós-consumido para 

recuperar os monômeros ou oligômeros constituintes do resíduo plástico (AWAJA; 

PAVEL, 2005; PAYNE; MCKEOWN; JONES, 2019). Assim como a maioria dos 

polímeros plásticos, os monômeros utilizados para a síntese industrial de PET são 

predominantemente oriundos de matéria-prima fóssil –  um recurso sabidamente finito 

–, embora seja possível produzir de forma sustentável TPA e EG a partir de biomassas  

(PANG et al., 2016; ROBERTSON, 2016). Estima-se que, em 2014, aproximadamente 
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6% da quantidade total extraída de petróleo foram destinadas para o processo e 

formação dos plásticos, e a expectativa é que, em 2050, atinja 20% para permitir 

produzir cerca de 1,12 bilhões de toneladas de plásticos. Logo, a recuperação destes 

monômeros reduziria a dependência do petróleo como fonte de matéria-prima 

principal e evitaria a perda econômica do valor presente nos plásticos descartados 

indevidamente (NEW PLASTICS ECONOMY, 2016; PAYNE; MCKEOWN; JONES, 

2019).  

Além disso, a partir dos monômeros recuperados, é possível fabricar novos 

materiais com as mesmas propriedades e finalidades do material original que foi 

reciclado, ou também para síntese de outros produtos de alto valor agregado 

(HOPEWELL; DVORAK; KOSIOR, 2009). Logo, a reciclagem química evita a 

desvalorização do material reciclado e mantem o valor econômico dos resíduos 

plásticos (PAYNE; MCKEOWN; JONES, 2019).  

Além disso, a reciclagem química atende a maioria das prerrogativas do conceito 

de economia circular, um novo modelo de sustentabilidade que vem sido fortemente 

incentivada por diversos países, principalmente os europeus (NEW PLASTICS 

ECONOMY, 2016). A aplicação deste modelo econômico na indústria dos plásticos 

visa a substituição do atual modelo linear (extração – processamento – consumo – 

descarte dos materiais fabricados) e preconiza a redução do volume de resíduos 

descartados e poluição dos ecossistemas através da regeneração dos produtos e 

matérias-primas e manutenção do valor dos resíduos (KAUR et al., 2018; PAYNE; 

MCKEOWN; JONES, 2019). 
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A reciclagem química pode ser realizada principalmente através da 

despolimerização do PET por hidrólise, metanólise, glicólise, aminólise e amonólise 

(LORENZETTI et al., 2006). Cada uma destas rotas utiliza diferentes agentes 

químicos e gera produtos reacionais distintos. Entretanto, apenas a metanólise, 

glicólise, e hidrólise formam diretamente as moléculas fundamentais para a nova 

síntese de PET (Figura 3), enquanto que a aminólise e amonólise formam outras 

moléculas intermediárias com diferentes finalidades e valores agregados 

(LORENZETTI et al., 2006). 

 

A metanólise (Figura 3.a) promove a despolimerização de PET na presença de 

metanol e gera o DMT e EG, monômeros utilizados na síntese do BHET por 

transesterificação na fabricação de PET. Para isto, são empregados catalisadores 

metálicos que promovem a transesterificação entre o metanol e a molécula do PET 

(PASZUN; SPYCHAJ, 1997). Apesar deste método alcançar bons rendimentos, a 

metanólise não tem sido investida porque a produção do PET utilizando DMT tem se 

Figura 3. Três principais métodos de reciclagem química do PET. 
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tornado obsoleta, incompatibilizando o uso deste monômero nas unidades industriais 

atuais de síntese do PET (BARTOLOME et al., 2012).  

A glicólise (Figura 3.b) permite a despolimerização do PET para formar monômeros 

e oligômeros de BHET – o monômero da polimerização do PET. Nesta reação, 

emprega-se o EG como solvente e, geralmente, um catalisador que promove a reação 

de transesterificação entre a cadeia do PET e a molécula de EG.  Diferentes 

catalisadores podem ser empregados, tais como sais metálicos, líquidos iônicos ou 

hidrotalcitas (PASZUN; SPYCHAJ, 1997; KHOONKARI et al., 2015). Esta rota de 

reciclagem tem sido intensamente investigada e mostrando ser bastante promissora, 

apresentando excelentes resultados em termos de produtividade de BHET e tempo 

de reação. No entanto, os melhores resultados são obtidos com catalisadores pouco 

ambientalmente amigáveis e podem apresentar grandes riscos se aplicados em 

escala global (BARTOLOME et al., 2012).  

A hidrólise (Figura 3.c) promove a formação de TPA e EG – os monômeros 

utilizados na principal rota comercial de síntese do PET (esterificação direta) – como 

produtos da despolimerização. Existem três tipos de reações de hidrólise do PET: 

alcalina, ácida e neutra. A hidrólise alcalina geralmente utiliza soluções aquosas de 

hidróxido de sódio ou de potássio (4 – 20% m/m). Em hidrólises ácidas, geralmente 

emprega-se concentrações elevadíssimas de ácido sulfúrico (>87%), encarecendo o 

processo. Já a hidrólise neutra  possui a vantagem ecológica em relação às anteriores, 

porém ocorre em temperaturas mais elevadas e utiliza acetatos de metais alcalinos 

como biocatalisadores (PASZUN; SPYCHAJ, 1997; SINHA; PATEL; PATEL, 2010). 

Como desvantagem, a reação de hidrólise apresenta um taxa de despolimerização 

mais lenta em comparação com a glicólise e a metanólise, mesmo ocorrendo em 

pressões e temperaturas maiores, pois a molécula de água é um nucleófilo mais fraco 
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(BARTOLOME et al., 2012). Entretanto, esta é a única rota em que efetivamente 

podem ser recuperados os monômeros iniciais utilizados atualmente na fabricação de 

PET, aumentando o interesse nos estudos e desenvolvimento desta tecnologia 

(SINHA; PATEL; PATEL, 2010). 

Apesar da reciclagem química solucionar diversos problemas causados pela 

indústria dos plásticos, diversas desvantagens podem ser pontuadas nesta estratégia. 

Todos os tipos de reciclagem química citadas demandam elevadas temperaturas (100 

– 300 °C) e pressões (1 – 4 MPa) para o sucesso do processo de despolimerização 

(PASZUN; SPYCHAJ, 1997; SINHA; PATEL; PATEL, 2010). Além disso, o emprego 

em larga escala destes métodos demandaria uma gestão eficiente dos agentes 

químicos residuais – necessários para catalisar a despolimerização –  e permitindo o 

enquadramento da reciclagem química no conceito de economia circular. O eventual 

despejo inadequado destes resíduos poderia trazer consequências graves ao meio 

ambiente. (MOHARIR; KUMAR, 2019).  

Atualmente, a reciclagem química ainda é pouco empregada nos resíduos 

plásticos. No caso do PET, este tipo de reciclagem compreende apenas 4% do volume 

total reciclado (SINHA; PATEL; PATEL, 2010). Deste modo, ainda se faz necessário 

buscar alternativas de reciclagens sustentáveis que sejam ambientalmente amigáveis, 

empreguem condições mais brandas de processo e que apresentem alta eficiência. 
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2.2.1. Reciclagem enzimática de PET 

 

Apesar do PET apresentar uma taxa de decomposição biótica extremamente lenta 

no meio ambiente, algumas enzimas de origem microbiana vêm sendo reportadas na 

literatura como demonstrando habilidade em catalisar a despolimerização deste 

material (WEI; ZIMMERMANN, 2017a). As enzimas são moléculas majoritariamente 

proteicas produzidas por todos os seres vivos e atuam como catalisadores biológicos 

nas reações químicas necessárias para a vida, aumentando a velocidade destas 

reações através da redução de energia de ativação (NELSON; COX, 2014). Devido a 

diversos fatores como versatilidade reacional, alta especificidade catalítica e atuação 

em condições brandas de temperatura e pH, as enzimas têm sido amplamente 

exploradas e empregadas em inúmeros processos industriais (LI et al., 2012). Além 

disso, as enzimas são facilmente biodegradadas na natureza e os resíduos da sua 

degradação não são tóxicos; portanto, o emprego em larga escala destes 

biocatalisadores possui um caráter ambientalmente amigável (RAO et al., 2010). 

Logo, existe uma enorme vantagem do uso das enzimas em relação à rota química 

para a reciclagem de resíduos plásticos. 

Todas as enzimas capazes de promover a degradação do PET pertencem à 

grande classe das hidrolases (EC 3) – aquelas que utilizam a molécula de água para 

catalisar a clivagem de determinadas ligações covalentes por meio de uma reação de 

substituição nucleofílica (NELSON; COX, 2014; PAUL; SANGEETHA; DEEPIKA, 

2019; WIERCKX et al., 2019). Isto porque a hidrólise é o principal processo pelo qual 

estas enzimas promovem a quebra das ligações ésteres das cadeias poliméricas do 

PET (Figura 4), liberando os seus monômeros iniciais – TPA e EG. Entretanto, 
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também podem ser liberados como produtos intermediários BHET e MHET 

(VERTOMMEN et al., 2005). O perfil de liberação destes produtos oriundos da 

despolimerização de PET varia de acordo com a natureza catalítica da enzima e as 

condições experimentais empregadas no processo (KAWAI; KAWABATA; ODA, 

2019). 

Figura 4.  Possíveis produtos da hidrólise do polímero de PET catalisada por 

poliésteres hidrolases.  

 

No ponto de vista de extensão da degradação do polímero de PET, são propostas 

duas classificações gerais: enzimas modificadoras de superfície do PET e PET 

hidrolases (Figura 5). O primeiro grupo é composto por enzimas que atuam na 

hidrólise das terminações ou das curvaturas das cadeias poliméricas presentes na 

superfície do polímero, reduzindo a hidrofobicidade natural do PET pela exposição de 

grupamentos carboxilas e hidroxilas. Entretanto, essas enzimas não são capazes de 

degradar a matriz interna do polímero e não provocam mudanças morfológicas 

observáveis por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Já as PET hidrolases são 
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enzimas que, além de modificar as cadeias de superfície, também degradam o 

polímero internamente, provocando mudanças morfológicas significativas. Por MEV, 

é possível observar um típico padrão de erosão na superfície do polímero resultante 

do processo de degradação enzimática (MÜLLER et al., 2005; HERZOG; MÜLLER; 

DECKWER, 2006; TANIGUCHI et al., 2019). Logo, o grupo das PET hidrolases 

apresenta um maior potencial de uso na reciclagem enzimática de PET e recuperação 

dos monômeros estruturais. 

 

Existem diversos fatores que influenciam diretamente na eficiência de 

despolimerização enzimática do PET. A alta hidrofobicidade da superfície do PET 

tende a repelir a adsorção eficiente das enzimas neste substrato. Este efeito pode ser 

reduzido pela hidrólise das cadeias poliméricas superficiais (hidrofilização), permitindo 

maior adsorção, acessibilidade do sítio catalítico às cadeias do PET e avanço da 

Figura 5. Estrutura da superfície de filme de PET e diferenças das atividades 

de enzimas modificadoras de superfície do PET e das PET hidrolases. Figura 

adaptada de KAWAI; KAWABATA & ODA (2019). 
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degradação para as camadas mais internas (ATTHOFF; HILBORN, 2007; WEI; 

ZIMMERMANN, 2017a). Outras estratégias podem ser aplicadas para driblar este 

efeito, como aumentar a área de superfície do material polimérico a fim de permitir um 

maior contato entre as enzimas e o substrato (BARTH et al., 2015a; GAMERITH et al., 

2017b), ou fusionar elementos proteicos funcionais na estrutura das PET hidrolases 

que promovam maior taxa de adsorção; cutinases fusionadas com diferentes 

hidrofobinas fúngicas – proteínas que se aderem a superfícies hidrofóbicas – ou com 

o módulo do complexo de ligação à carboidrato de uma celulase bacteriana 

demonstraram um aumento da atividade hidrolítica sobre o PET devido à maior 

interação destes complexos enzimáticos com a superfície polimérica (ESPINO-

RAMMER et al., 2013; ZHANG et al., 2013; RIBITSCH et al., 2015).  

Geralmente, maiores taxas de hidrólise são alcançadas quando as reações são 

executadas em temperaturas próximas à Tg do PET. Entretanto, o valor médio de Tg 

do PET in natura geralmente é menor quando o polímero está presente em meio 

aquoso. Isto ocorre devido à difusão das moléculas de água pela matriz do polímero, 

enfraquecendo as ligações hidrogênio estruturais e aumentando a mobilidade das 

cadeias poliméricas. Consequentemente, este fenômeno permite a maior 

acessibilidade das enzimas até as cadeias internas (HERRERO ACERO et al., 2011; 

KAWAI et al., 2014; WEI; ZIMMERMANN, 2017a; KAWAI; KAWABATA; ODA, 2019) 

Outro fator que influencia fortemente a eficiência da despolimerização é o grau de 

cristalinidade, onde as regiões amorfas são mais facilmente degradadas 

enzimaticamente do que as regiões cristalinas (KAWAI; KAWABATA; ODA, 2019). 

Esta preferência ocorre porque as cadeias poliméricas dos cristalitos possuem menor 

mobilidade, impedindo a difusão das enzimas nestas seções (SHAH et al., 2008; 

BILLIG, 2011; WEI; ZIMMERMANN, 2017; ZIMMERMANN). Além disso, materiais 
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com orientação biaxial das cadeias de PET são menos susceptíveis a 

despolimerização, pois induzem o processo de cristalização pela maior formação de 

ligações do tipo hidrogênio entre as cadeias poliméricas (RONKVIST et al., 2009; 

ZIMMERMANN; BILLIG, 2010; KAWAI; KAWABATA; ODA, 2019). 

Em relação aos biocatalisadores, a atividade catalítica e a estrutura nativa da 

enzima é outro fator relevante que permite a reação de hidrólise do PET. Diferentes 

subclasses das hidrolases já foram identificadas pela habilidade de despolimerizar o 

PET, entretanto destacam-se as lipases, as cutinases e a recém-descoberta PETase 

(WEI; ZIMMERMANN, 2017a; KAWAI; KAWABATA; ODA, 2019).  

 

2.2.1.1. Lipases 

 

Também conhecidas como triacilglicerol éster hidrolases (EC 3.1.1.3), as lipases 

são uma classe de enzimas produzidas por quase todos os organismos vivos e estão 

geralmente envolvidas no metabolismo de lipídeos. Naturalmente, catalisam a 

hidrólise de ligações ésteres de tri-, di- ou monoglicerídeos (preferencialmente de 

cadeias longas – número de carbonos > 10), liberando ácidos graxos e glicerol ou, 

também, a reação reversa de síntese (Figura 6) (JAEGER, 1998). Geralmente, atuam 

na interface em um sistema bifásico composto por uma fase aquosa e outra orgânica. 

Entretanto, em condições reacionais específicas, as lipases também podem catalisar 

diversas reações de síntese, através de três rotas gerais: esterificação, 

transesterificação e interesterificação (CASAS-GODOY et al., 2012; KHAN et al., 

2017). Devido à imensa diversidade catalítica, versatilidade e possuir tipo-, regio- e 

enantioseletividade, as lipases têm sido foco de intenso estudo e são largamente 



 

44 

 

empregadas nos processos industriais, com destaque para a área farmacêutica e de 

produtos de limpeza, como detergentes (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004; HASAN; 

SHAH; HAMEED, 2006).  

 

Estruturalmente, as cadeias polipeptídicas das lipases possuem uma conformação 

típica das hidrolases, com folhas- centralizadas e -hélices laterais. Também são 

categorizadas como serina hidrolases, pois apresentam em seu sítio catalítico uma 

tríade catalítica altamente conservada composta por serina – glutamato ou aspartato 

– histidina (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). Além disso, estas enzimas apresentam 

uma característica singular: uma estrutura flexível em forma de tampa localizada sobre 

o sítio catalítico para protegê-lo. Esta tampa possuí caráter anfipático e sua 

conformação varia de acordo com a polaridade do ambiente. O controle da abertura 

desta estrutura determina o estado de ativação da lipase pelo impedimento espacial 

do substrato com o sítio ativo. Logo, a lipase fica ativa quando a tampa está aberta, e 

inativa quando fechada (CASAS-GODOY et al., 2012; KHAN et al., 2017). 

Figura 6. Atividade catalítica das lipases no metabolismo lipídico. Uma molécula 

de triacilglicerol pode ser hidrolisada pela ação de uma lipase e formar glicerol e 

ácidos graxos, embora esta mesma enzima passa utilizar estes produtos para 

realizar a reação reversa (síntese) de triacilgliceróis. 
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Em relação à atividade sobre o polímero de PET, a lipase A de Candida antarctica 

(KHODDAMI; MORSHED; TAVANAI, 2001; LEE; SONG, 2010), lipase PS de 

Burkholderia cepacia (HEUMANN et al., 2006), e as lipases de Thermomyces 

lanuginosus (EBERL et al., 2009) e de Aspergillus oryzae (WANG et al., 2008)  já 

foram reportadas pela habilidade de modificar a superfície de fibras de PET para 

conferir características desejadas aos tecidos poliésteres como tingimento e 

maleabilidade. Entretanto, ainda não foram identificadas lipases capazes de degradar 

as cadeias internas do PET. 

 

2.2.1.2. Cutinases 

 

Também denominadas cutina hidrolases (EC 3.1.1.74), este grupo de enzimas 

catalisa a hidrólise de ligações éster presentes na estrutura polimérica da cutina: um 

poliéster natural complexo formado por unidades de glicerol e de diferentes famílias 

de ácidos graxos (hidroxilados, diácidos e epóxi) de 16 e 18 carbonos ( 

Figura 7). Estes monômeros são interconectados por estas ligações éster, 

formando uma macromolécula glicerolipídica insolúvel (DUTTA; SEN; VEERANKI, 

2009; LI-BEISSON et al., 2016). A cutina, juntamente com ceras, compõe a estrutura 

da cutícula: uma camada protetora que recobre a epiderme de determinados tecidos 

vegetais da porção aérea das plantas, atuando como uma barreira contra a 

desidratação e ataques por insetos e micro-organismos (CHEN et al., 2013). 
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Figura 7. Possível estrutura molecular da cutina e as diferentes famílias de ácidos 

graxos que podem ser encontrados. Figura adaptada de NIKOLAIVITS et al. (2018). 

 

As cutinases são enzimas predominantemente extracelulares, secretadas por 

microrganismos patogênicos e saprofíticos visando o rompimento da barreira 

polimérica protetora da cutina (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009; CHEN et al., 2013). 

Entretanto, as cutinases também podem ser produzidas por plantas atuando no 

processo de germinação dos pólens (MAITI; KOLATTUKUDY; SHAYKH, 1979). 

Assim como as lipases, as cutinases apresentam o mesmo padrão de dobramento 

/ das hidrolases e uma tríade catalítica conservada formada por serina – histidina – 

aspartato. Estes biocatalisadores também apresentem enorme versatilidade, atuando 

tanto na reação de hidrólise como nas de síntese (esterificação e transesterificação) 

e possuem atividade em uma enorme variedade de substratos como outros 
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poliésteres e triacilgliceróis de cadeia curta ou longa (HAN et al., 2017; NIKOLAIVITS 

et al., 2018). 

No entanto, as cutinases são as menores enzimas dentre todo o grupo das 

hidrolases de conformação típica / (LONGHI; CAMBILLAU, 1999).  Além disso, a 

estrutura de tampa que protege o sítio catalítico das lipases não está presente neste 

grupo, expondo-o diretamente a solventes e substratos. Elas também não apresentam 

ativação interfacial em sistema bifásico, permitindo catalisar a hidrólise de substratos 

hidrofóbicos que estejam em solução ou emulsionados. Porém, uma das principais 

características das cutinases é a ampla abertura da região do sítio catalítico, 

permitindo a acomodação de moléculas maiores, como o polímero de cutina e outros 

poliésteres complexos (DUTTA; SEN; VEERANKI, 2009; CHEN et al., 2013). 

Diversas cutinases já foram reportadas por apresentar atividade hidrolítica sobre o 

PET e, atualmente, representam o principal grupo de enzimas com esta habilidade 

(LIU et al., 2019). Isto pode estar relacionado com a melhor difusão das enzimas pelas 

cadeias poliméricas devido aos seus menores tamanhos e, também, pela melhor 

acomodação da estrutura do polímero de PET na fenda catalítica totalmente exposta 

das cutinases. A Tabela 2 dispõe uma relação das principais cutinases, assim como 

algumas hidrolases homólogas a esta classe, que foram identificadas por apresentar 

atividade sobre o polímero de PET. Embora haja uma boa diversidade de enzimas, 

muitas destas atuam apenas em substratos de baixa massa molar, como filmes e 

fibras, e poucos trabalhos demonstram suas atuações em graus poliméricos mais 

complexos, como os das garrafas.  
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Tabela 2. Relação dos principais organismos produtores de cutinases e hidrolases 

homólogas descritos na literatura por apresentar atividade hidrolítica sobre PET. (PH 

= PET hidrolase e MS = modificadora de superfície). 

Enzima 
Organismo de 

origem 
Atividade 

Tipo de substrato 
de PET 

Referência bibliográfica 

Cutinase AnCUT2 Aspergillus niger MS “pellets” de PET 
(AHMED AL-TAMMAR et 

al., 2016) 

Cutinase Fusarium oxysporum MS Fibras de PET 
(DIMAROGONA et al., 
2015; KANELLI et al., 

2015) 

Hidrolase tipo-
cutinase LCH1 

Fusarium oxysporum MS Fibras de PET 
(NIMCHUA; 

PUNNAPAYAK; 
ZIMMERMANN, 2007) 

Cutinase Fusarium solani PH 

Filmes de PET 
amorfo e 

biorientado, Fibras 
de PET 

(VERTOMMEN et al., 
2005; ARAÚJO et al., 
2007; O’NEILL et al., 

2007; RONKVIST et al., 
2009) 

Cutinase Humicola insolens PH 
Filmes de PET 

amorfo e 
biorientado 

(RONKVIST et al., 2009) 

LC cutinase 
Metagenoma de 

composto de folhas e 
galhos 

PH 
Filme de PET, 

BHET 
(SULAIMAN et al., 2012; 

SHIRKE et al., 2018) 

Cutinase Penicillium citrinum MS Fibra de PET 
(LIEBMINGER et al., 

2007) 

Cutinase 
Pseudomonas 

mendocina 
PH 

Filmes de PET 
(amorfo e 

biorientado) 
(RONKVIST et al., 2009) 

Cutinase (Cut190) 
Saccharomonospora 

viridis  
PH Filme de PET 

(KAWAI et al., 2014; 
KAWABATA; ODA; 

KAWAI, 2017) 

Cutinases 
Est1 e Est119 

Thermobifida alba MS PET filme amorfo 
(RIBITSCH et al., 2012a; 
THUMARAT et al., 2015) 

Cutinase Thc_Cut1 
Thermobifida 
cellulosilytica 

PH 
Pó de PET, filmes 
de PET e garrafas 

de água 

(HERRERO ACERO et 
al., 2011; RIBITSCH et 

al., 2013; GAMERITH et 
al., 2017a, 2017b) 

Cutinase TfCut1 e 
TfCut2 

Thermobifida fusca PH 
Filmes de PET, 

nanopartículas de 
PET 

(HERRERO ACERO et 
al., 2011; BARTH et al., 

2015a, 2015b, 2016; 
RIBITSCH et al., 2015; 

WEI et al., 2016) 

Hidrolase tipo-
cutinase 

Thermobifida fusca 
DSM43793 

PH Garrafa de PET (MÜLLER et al., 2005) 

Esterase Thh_Est 
Thermobifida 
halotolerans 

MS Filmes de PET (RIBITSCH et al., 2012b) 

Tcur1278 e 
Tcur0390 

Thermomonospora 
curvata 

PH 
Nanopartículas de 

PET 
(WEI et al., 2014b) 

Cutinase Thielavia terrestris PH Filme de PET (YANG et al., 2013) 
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2.2.1.3. PETase 

 

A subclasse das poli(tereftalato de etileno) hidrolases (EC 3.1.1.101) foi 

recentemente criada para categorizar enzimas que especificamente possuem o PET 

como substrato principal (FURUKAWA et al., 2018). Isto ocorreu devido à descoberta 

revolucionária de Ideonella sakaiensis, uma bactéria capaz de utilizar o polímero de 

PET como fonte de carbono (YOSHIDA et al., 2016). Neste estudo, foram identificadas 

duas enzimas-chave para o processo de degradação do PET: a PETase e a MHETase 

(Figura 8). 

 

Figura 8. Processo de degradação do polímero de PET pela bactéria Ideonella 

sakaiensis. O processo de degradação ocorre inicialmente pela adesão e secreção da 

enzima PETase, liberando MHET. Em seguida, o MHET é absorvido pela bactéria e 

hidrolisado a TPA e EG pela ação da MHETase, fornecendo estes monômeros como 

fonte de carbono para a célula. Figura adaptada de BORNSCHEUER (2016). 
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Para utilizar o PET como fonte de energia,  I. sakaiensis primeiramente adere na 

superfície do polímero e, então, secreta a PETase. Esta enzima catalisa a hidrólise 

das ligações éster das cadeias poliméricas do PET, liberando majoritariamente o 

MHET como produto e BHET e TPA em menores quantidades (YOSHIDA et al., 2016).  

Estruturalmente, a PETase foi identificada por apresentar a típica conformação / da 

superfamília das hidrolases e apresenta a tríade catalítica serina – aspartato – 

histidina (LIU et al., 2019). Além disso, a PETase possui alta similaridade com as 

lipases e, principalmente, com as cutinases. O homólogo de maior similaridade com a 

PETase é a cutinase de Thermobifida fusca (TfC), apresentando 51% de identidade 

de sequência peptídica (YOSHIDA et al., 2016; AUSTIN et al., 2018). 

Após a formação do MHET, esta molécula é internalizada pela bactéria e, então, é 

hidrolisada pela ação da MHETase, formando TPA e EG – os monômeros inicias da 

síntese de PET que são utilizados como fonte de carbono por diferentes rotas 

metabólicas de I. sakaiensis (YOSHIDA et al., 2016). Apesar da PETase também 

conseguir catalisar a hidrólise do BHET em MHET, esta enzima não possui atividade 

sobre o MHET. Deste modo, a MHETase possui um papel fundamental nesta rota de 

metabolização do PET presente nesta bactéria (BORNSCHEUER, 2016; YOSHIDA et 

al., 2016). De forma semelhante, uma carboxilesterase de Thermobida fusca KW3 

(TfCa) já foi anteriormente descrita por possuir alta especificidade sobre as moléculas 

de MHET e BHET, inclusive, sendo utilizada como biocatalisador para converter estes 

intermediários a TPA em um processo de despolimerização enzimática de PET 

(BILLIG et al., 2010; BARTH et al., 2016). 

Em relação à estrutura, a MHETase também possui uma conformação clássica / 

das hidrolases e possui uma homologia que converge entre a classe das tanases (EC 

3.1.1.20) e das feruloil esterases (EC 3.1.1.73), embora a MHETase não seja capaz 
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de metabolizar os substratos específicos destas famílias. Entretanto, a MHETase 

possui uma estrutura de tampa que confere a alta especificidade catalítica pelo 

substrato MHET e, provavelmente, está relacionada à baixa atividade desta enzima 

sobre o BHET e outros substratos (YOSHIDA et al., 2016; PALM et al., 2019). 

Embora a expressão de ambas enzimas seja fortemente regulada pela presença 

do substrato de PET no meio extracelular, indicando uma adaptação evolutiva e um 

papel dedicado destes biocatalisadores no processo de degradação de PET por I. 

sakaiensis, as taxas de hidrólise observadas in vitro ainda são muito baixas, mesmo 

com substratos de PET com baixa cristalinidade, e envolvem condições reacionais 

mesofílicas que são distantes dos parâmetros adequados para uma efetiva 

despolimerização (BORNSCHEUER, 2016; YOSHIDA et al., 2016; FECKER et al., 

2018; KAWAI; KAWABATA; ODA, 2019).  

Diversos estudos de engenharia de proteínas estão sendo desenvolvidos visando 

aumento da atividade e promiscuidade catalítica da PETase e MHETase nativas, 

assim como conferir uma maior estabilidade térmica para processos de 

despolimerização em temperaturas próximas à Tg do polímero do PET (AUSTIN et 

al., 2018; LIU et al., 2018; PALM et al., 2019; SON et al., 2019). Deste modo, estas 

enzimas submetidas a técnicas de engenharia de proteínas podem ser potenciais para 

o uso no processo de reciclagem enzimática do PET, recuperando seus monômeros 

iniciais (BORNSCHEUER, 2016).  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Identificar uma potencial enzima comercial capaz de catalisar a 

despolimerização hidrolítica de resíduos de garrafas de PET de forma eficiente e 

avaliar as condições operacionais para este processo. 

 

3.2. Objetivos específicos 

• Realizar uma triagem para identificar diferentes enzimas comerciais 

capazes de catalisar a hidrólise de BHET e de PET. 

• Selecionar o melhor biocatalisador e realizar ensaios de hidrólise enzimática 

de diferentes tipos de PET que variam em graus de cristalinidade. 

• Realizar ensaios de hidrólise enzimática de PET em reatores de agitação 

contínua a fim de avaliar o controle do pH da reação, o fracionamento da 

alimentação de biocatalisador e a redução de carga de enzima, visando a 

redução de custos do processo. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Materiais 

 

4.1.1. Reagentes 

Os principais reagentes utilizados neste estudo estão listados na Tabela 3. 

Tabela 3: Reagentes utilizados nos ensaios experimentais. 

Reagente Fornecedor Pureza (%) 

Acetonitrila Tedia 99,9 

Ácido fórmico Sigma ≥95 

Ácido sulfúrico Vetec 95 – 99 

Albumina do Soro Bovino 
(BSA) 

New England BioLabs 95 

BHET Sigma 95 

Corante concentrado para 
ensaio de Bradford 

Bio-Rad – 

Fosfato de sódio dibásico Vetec 99 

Fosfato de sódio monobásico Vetec 99 

Hidróxido de potássio Vetec 99 

Hidróxido de sódio 
(Micropérolas) 

Isofar 99 

MHET 
Obtido conforme descrito 

no item 4.10 
86,7 

PET (amorfo) Petroquímica Suape – 

PET (garrafa) Crystal®/Coca Cola Brasil – 

PET (CPR) Global PET – 

TPA Sigma 98 

Tris-Base CALBIOQUEM ≥99 
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4.1.2. Equipamentos 

Os equipamentos utilizados neste estudo estão listados na Tabela 4. 

Tabela 4. Equipamentos utilizados nos ensaios experimentais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3. Enzimas 

Todas as enzimas comerciais que foram empregadas neste estudo e suas origens 

biológicas estão detalhas na Tabela 5. 

Equipamento Fabricante Modelo 

Cromatógrafo (HPLC) Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 

Espectrofotômetro Thermo Scientific Multiskan GO™ 

Agitador com banho de 
água 

New Brunswick 
Scientific 

Innova 3100 

Hibridizador FINEPCR Combi-D24 

Biorreator de agitação 
contínua 

Infors HT Multifors 2 

Biorreator de agitação 
contínua 

New Brunswick BioFlo 110 

Microscópio Eletrônico de 
Varredura (MEV) 

Zeiss EVO-LS15 

pHmetro Metrohm 827 

Metalizador 
Quorum 

Technologies 
Q150TES 

Moinho de facas Ika A11 Basic 
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Tabela 5. Enzimas comerciais utilizadas nos estudos de hidrólise de BHET e PET. 

 

 

4.2. Quantificação da concentração de proteínas 

Os teores de proteínas de todos os preparados enzimáticos utilizados nesse 

estudo foram mensurados pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) adaptado 

para análises de alto rendimento em microplacas de 96 poços com fundo chato. 

Primeiramente uma curva de calibração foi construída utilizando BSA (New England 

BioLabs) em diferentes níveis de concentrações: 5; 10; 15; 20; 30; 40; e 50 mg/L. Para 

cada reação, 40 μL do reagente comercial Coomassie Brillian Blue G-250 (Bio-Rad) 

foram adicionados em cada poço e, posteriormente, 160 μL de solução proteica. As 

reações foram incubadas por 5 min à temperatura ambiente e, em seguida, a 

microplaca foi inserida no espectrofotômetro Multiskan GO™ (Thermo Scientific) para 

leitura de absorbâncias no comprimento de onda de 595 nm. Para a quantificação da 

concentração proteica das soluções enzimáticas comerciais, também foram aplicados 

40 μL do reagente comercial de Comassie em cada poço e, posteriormente, 160 μL 

Código Enzima Origem Código do Produto Fabricante 

CALB Lipase B Candida antarctica Lipozyme© CALB L Novozymes 

CrL Lipase Candida rugosa 62316 Sigma 

HiC Cutinase Humicola insolens NZ 51032 Novozymes 

MmL Lipase Mucor miehei 62298 Sigma 

PcL Lipase Pseudomonas cepacia 62309 Sigma 

PfL Lipase Pseudomonas fluorescens 534730 Sigma 

PPL Lipase Pâncreas suíno L3126 Sigma 

RmL Lipase Rhizomucor miehei 80484 Sigma 

RnL Lipase Rhizopus niveus 62310 Sigma 

TlL Lipase Thermomyces lanuginosus 76546 Sigma 
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da solução enzimática. As reações foram incubadas por 5 min à temperatura ambiente 

e, em seguida, foi registrada a leitura da absorbância no comprimento de onda de 595 

nm. Quando necessário, as soluções enzimáticas comerciais foram diluídas em 

tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0) para que a concentração proteica da 

amostra analisada estivesse abrangida na faixa dos níveis da curva padrão 

construída. 

 

4.3. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de BHET 

Foi realizada uma triagem com 10 enzimas comerciais (Tabela 5) a fim de avaliar 

a capacidade de hidrolisar o BHET. Deste modo, foram utilizados tubos Falcon de 15 

mL com meio reacional de 1,1 mL contendo 2 mM de BHET em tampão fosfato de 

sódio 200 mM (pH 7,0) e carga de enzima de 4 gproteína/gBHET. As reações foram 

conduzidas a 37 °C e rotação de 180 rpm em um agitador com banho de água Innova 

3100 (New Brunswick Scientific). Além disso, reações controles foram realizadas nas 

mesmas condições, porém, com a ausência das enzimas. 

 

 

4.4. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de PET garrafa e amorfo 

A fim de avaliar a despolimerização do PET pelas enzimas do ensaio anterior 

(Tabela 5), foi realizada uma nova triagem utilizando dois tipos de substrato: (1) PET 

garrafa – partículas cortadas do corpo de garrafas PET de água mineral da marca 

Crystal© após uso pelo consumidor de espessura de 1 mm e (2) PET amorfo – 

“pellets” doados cortesmente pela planta de produção industrial de PET Petroquímica 
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Suape (Suape, Brasil), que foram moídos por um moinho de facas A11 Basic (Ika) em 

baixa temperatura pelo uso de nitrogênio líquido.  

Para as reações, foram utilizados tubos Falcon de 15 mL com meio reacional de 

de 10 mL contendo tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0), 200 mg de substrato 

de PET e carga de enzima de 0,01 gproteína/gPET. Então, foram incubadas em um 

hibridizador Combi-D24 (FINEPCR) a 37 °C e 25 rpm. Além disso, reações controle 

foram realizadas nas mesmas condições, porém, com a ausência das enzimas. 

  

4.5. Despolimerização de diferentes tipos de PET por HiC e CALB 

Com o intuito de avaliar a atuação das enzimas HiC e CALB em diferentes tipos 

de substratos de PET, foram realizados ensaios de hidrólise com as seguintes 

amostras: (1) PET garrafa, (2) PET amorfo e (3) PET CPR – flocos moídos de PET 

reciclado proveniente de uma planta industrial local (Rio de Janeiro, Brasil) que foram 

doados gentilmente pelo Professor Marcos Lopes Dias (UFRJ).  

As reações foram realizadas em tubos Falcon de 15 mL com volume reacional de 

10 mL contendo tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0). Foram utilizados 200 mg 

de substrato de PET e carga de enzima de 0,01 gproteína/gPET. Também foi testada a 

combinação simultânea das duas enzimas, adicionando a mesma carga de cada uma, 

totalizando uma carga final de 0,02 gproteína/gPET. Então, as reações foram incubadas 

em hibridizador a 60 °C e 25 rpm. Além disso, reações controle foram realizadas nas 

mesmas condições, porém, com a ausência das enzimas. 
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4.6. Despolimerização de PET CPR por HiC em reator de agitação contínua 

empregando condições otimizadas de reação 

Com base no estudo de otimização das varáveis de processo da reação de 

hidrólise do PET CPR catalisada apenas por HiC, publicado previamente por CASTRO 

et al. (2019), foi realizado um ensaio empregando as condições otimizadas em um 

sistema de biorreator de agitação contínua modelo BioFlo 110 (New Brunswick) de 

vasos com capacidade de 1,3 L. Foi utilizado um volume reacional de 500 mL 

contendo 80,76 g/L de PET CPR em tampão Tris-HCl 397,3 mM (pH 8,95). A carga 

da enzima HiC foi de 0,065 gproteínas/gPET. As reações foram conduzidas a 62,6 °C e 

agitação de 300 rpm. A Figura 9 ilustra a montagem e operação do biorreator durante 

esta hidrólise enzimática de PET CPR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Biorreator BioFlo 110 operacional durante hidrólise de PET CPR 

catalisada pela enzima HiC em condições otimizadas. 
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4.7. Efeito do controle de pH na reação de despolimerização de PET CPR por 

HiC 

Com o objetivo de avaliar o impacto do controle de pH nas reações de hidrólise de 

PET CPR, foram realizados diferentes experimentos variando o tipo de controle de pH 

(Tabela 6) nas reações em biorreatores de agitação contínua Multifors 2 (Infors HT) 

de vasos com capacidade de 1 L. Foi utilizado um volume reacional de 500 mL 

contendo 80,76 g/L de PET CPR e carga da enzima HiC de 0,065 gproteínas/gPET. As 

reações foram conduzidas a 50 °C e agitação de 300 rpm. 

 

Tabela 6. Variações estudadas para avaliar o efeito do controle de pH durante 

hidrólise de PET CPR catalisada pela HiC. 

Condição Meio Reacional Solução de ajuste de pH 

A 
Tampão Tris-HCl  

397,3 mM (pH 8,95) 
Sem ajuste 

B 
Tampão Tris-HCl  

397,3 mM (pH 8,95) 
NaOH 5 M 

C Água alcalinizada Sem ajuste de pH 

D Água alcalinizada NaOH 0,5 M 

E Água alcalinizada KOH 0,5 M 
 

 

4.8. Efeito de adição da enzima HiC na despolimerização de PET 

A fim de avaliar o tipo de carregamento das enzimas durante a reação de hidrólise, 

foi realizado um experimento em biorreatores Multifors 2 (Infors HT) com vasos de 

capacidade de 500 mL. O volume reacional foi de 300 mL contendo 80,76 g/L de PET 

CPR em tampão Tris-HCl 397,3 mM (pH 8,95). A carga de enzima total foi de 

0,065gproteínas/gPET, e a forma de adição foi realizada de duas condições: (1) toda a 
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carga de enzima foi adicionada no início do tempo da reação e (2) metade da carga 

de enzima foi adicionada no início, enquanto a outra parte ocorreu no meio tempo de 

reação.  Então, as reações foram incubadas a 50 °C e 300 rpm. 

 

4.9. Efeito da carga de enzima na despolimerização de PET CPR por HiC 

Para estudar o impacto da redução da quantidade de enzima empregada nas 

reações de hidrólise de PET, foram realizados ensaios em triplicata usando tubos 

Falcon de 15 mL com volume reacional de 5 mL contendo tampão Tris-HCl 397,3 mM 

(pH 8,95) e 80,76 g/L de PET CPR. As variações das cargas de enzima avaliadas 

estão descritas na Tabela 7.  Por fim, as reações foram incubadas em hibridizador a 

62,6 °C, 25 rpm. 

 

Tabela 7. Variações estudadas para avaliar o efeito da redução de carga da enzima 

HiC durante hidrólise de PET CPR. 

 

 

 

 

 

 

4.10. Síntese de MHET  

A molécula de MHET foi obtida com base na reação de hidrólise de BHET a MHET 

catalisada pela lipase B de Candida antarctica (CALB) – conforme descrito por 

Condição 
Carga de enzima 

(gproteína/gPET) 
Redução de carga de enzima em 
relação a condição padrão (%) 

A 0,065 condição padrão 

B 0,0325 50% 

C 0,0065 90% 

D 0,00325 95% 
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CARNIEL et al. (2017) – e sua síntese e purificação foram realizadas pelo grupo de 

pesquisa do Laboratório de Tecnologia Enzimática (LTE) situado na Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (UERJ).  Nessa metodologia, a reação de hidrólise de 60 

mM de BHET ocorreu a 40°C, por 2,5 horas, e foi interrompida por acidificação do 

meio reacional (pH 1 ~ 2). Em seguida, o MHET foi removido da fase aquosa utilizando 

acetato de etila como solvente orgânico. Por fim, o acetato de etila foi evaporado e o 

sólido remanescente de MHET foi lavado com água gelada e desidratado a vácuo. 

A pureza deste MHET sintetizado foi avaliada pela técnica de Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) de carbono (13C) na Gerência de Química do Centro de 

Pesquisa e Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de Mello 

(CENPES/Petrobras) (dados não publicados). Em temperatura ambiente, 25 mg do 

sólido obtido foram dissolvidos em 750 µL de dimetilsulfóxido hexadeuterado seco em 

um tubo de RMN. Como referência interna de quantificação, foram também 

dissolvidos 5 mg de 1,3,5-trioxano. Para a aquisição dos espectros, foi utilizado um 

espectrômetro Bruker Avence III 500 com campo magnético de 11,75 Tesla e sonda 

de detecção direta de 5 mm. As condições operacionais foram: 28 °C de temperatura, 

janela espectral de 29,8 KHz, tempo de aquisição de 1,1 s, pulso de radiofrequência 

de 90° com intervalos de 45 s, 256 scans e desacoplamento de hidrogênio apenas 

durante a aquisição do sinal. Com base nas intensidades obtidas de ressonância, a 

pureza calculada do MHET na amostra sólida foi de 86,7 %. 

 

4.11. Quantificação dos produtos da despolimerização de PET por HPLC 

Para a quantificação de TPA, MHET e BHET, todas as alíquotas de amostragens 

experimentais foram diluídas apropriadamente em metanol padrão HPLC. Em 
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seguida, foram processadas em filtro de seringa com membrana de PTFE 0,22 µm e 

analisadas pelo cromatógrafo Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific) equipado com 

uma coluna Eclipse Plus C18 de 5 µm – 4,6 mm x 250 mm (Agilent) e uma pré-coluna 

SB-C18 de 5 µm – 4,6 mm x 12,5 mm (Zorbax). As amostras foram injetadas utilizando 

as seguintes condições: volume de injeção de 10 µL, temperatura da coluna em 30 °C 

e detector de UV em comprimento de onda de 254 nm. A fase móvel era formada por 

um gradiente de duas soluções – solução A (Acetonitrila padrão HPLC) e solução B 

(ácido fórmico 0,05%) – e mantinha o fluxo de 0,5 mL.min-1 com tempo total de análise 

de 30 min. O padrão do gradiente formado durante as análises está descrito na Tabela 

8. Posteriormente, foram utilizadas curvas padrões construídas previamente de cada 

analito (Figura 10) para correlacionar com as áreas destes produtos presentes nas 

amostras e, assim, quantificar as concentrações mássicas de cada analito. 

 

   Tabela 8. Gradiente de fase móvel utilizada em HPLC para análise quantitativa 

de TPA, MHET e BHET. 

Tempo  
(minutos) 

Solução A (%) Solução B (%) 

Acetonitrila Ácido fórmico 0,05% 

0 20 80 

5 60 40 

13 60 40 

16 100 0 

24 100 0 

25 20 80 

30 20 80 
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Figura 10. Curvas padrões construídas para (a) TPA, (b) MHET e (c) BHET para 

análise quantitativa em HPLC. 

 

4.12. Microscopia Eletrônica por Varredura 

Com o intuito de observar os padrões morfológicos da degradação enzimática do 

PET, diversas partículas foram selecionadas e fixadas em fita condutora dupla face 

presa em um suporte de alumínio. Em seguida, as partículas foram recobertas com 

liga de ouro e paládio utilizando o metalizador Q150TES (Quorum Technologies). Por 

fim, as amostras foram analisadas no microscópio EVO-LS15 (Zeiss), com filamento 

de LaB6 no modo alto vácuo, a 1 kV, com distância de trabalho em torno de 11 mm. 
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4.13. Cálculos 

 

4.13.1. Concentração em quantidade de matéria dos analitos 

Devido à equimolaridade da reação de hidrólise da molécula de BHET a MHET ou 

TPA e com o intuito de auxiliar a compreensão correta dos perfis de liberação destes 

produtos durante a hidrólise de PET, os valores de concentração em massa (g/L) dos 

produtos de hidrólise de PET –  BHET, MHET e TPA –, obtidos por HPLC, foram 

convertidos em concentrações em quantidade de matéria (mol/L) utilizando a equação 

abaixo:  

 

Equação 1.   𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 =  
(𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 ∗ 1000)

𝑀.𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜
 

Onde: 

Conc. analito = concentração em quantidade de matéria do analito (µM); 

Conc. massa analito = concentração em massa do analito (mg/L); 

M. molar analito = massa molar do analito (mg/mmol); 

[TPA = 166,13 mg/mmol, MHET = 210,17 mg/mmol e BHET = 254,24 mg/mmol] 

   

4.13.2. Fração molar dos analitos 

A fração molar é uma forma alternativa de expressar a quantidade relativa de um 

determinado produto em uma mistura de diferentes produtos, ou seja, representa a 

razão da concentração de um dos produtos da hidrólise do PET (BHET, MHET ou 

TPA) em relação ao somatório da concentração molar destes três produtos, conforme 

a equação abaixo: 
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Equação 2.   𝑋 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 =  
𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝛴 𝐶𝑜𝑛𝑐.𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜𝑠
 

Onde:  

X analito = Fração molar do analito; 

Conc. analito = Concentração do analito (µM); 

Σ Conc. analitos = Somatório das concentrações de TPA, MHET e BHET (µM); 

 

4.13.3. Conversão de BHET 

A hidrólise enzimática do BHET foi calculada através da equação abaixo que 

estabelece a conversão de BHET ao final da reação: 

 

Equação 3             𝐶𝑜𝑛𝑣. 𝐵𝐻𝐸𝑇 = (
𝐶𝑜𝑛𝑐.𝐵𝐻𝐸𝑇𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝐶𝑜𝑛𝑐.𝐵𝐻𝐸𝑇𝑓𝑖𝑛𝑖𝑎𝑙

𝐶𝑜𝑛𝑐.𝐵𝐻𝐸𝑇𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) ∗ 100 

Onde: 

Conv. BHET = Conversão de BHET (%); 

Conc. BHETinicial = Concentração de BHET no início da reação (µM); 

Conc. BHETfinal = Concentração de BHET no final da reação (µM); 

  

4.13.4. Rendimento de MHET ou TPA na hidrólise de BHET  

A hidrólise enzimática da molécula de BHET pode ocorrer em duas etapas 

(Equação 4a): (I) uma ligação éster da molécula de BHET é hidrolisada, formando 

MHET e EG; e (II) uma outra ligação éster da molécula de MHET também sofre 

hidrólise, liberando TPA e EG. 

 

Equação 4a.   (𝐼)    1 𝐵𝐻𝐸𝑇 + 1 𝐻2𝑂  
ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑎𝑠𝑒
→       1 𝑀𝐻𝐸𝑇 +  1 𝐸𝐺  

     (𝐼𝐼)    1 𝑀𝐻𝐸𝑇 + 1 𝐻2𝑂 
ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑎𝑠𝑒
→       1 𝑇𝑃𝐴 +  1 𝐸𝐺  
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 Logo, foi utilizada a equação a seguir para quantificar o percentual de rendimento 

de MHET ou de TPA formado pela hidrólise enzimática de BHET presente na reação: 

 

Equação 4b.    𝑅𝑒𝑛𝑑. 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜= (
𝐶𝑜𝑛𝑐. 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 

𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝐵𝐻𝐸𝑇𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝐵𝐻𝐸𝑇𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
) ∗ 100 

Onde: 

Rend. analito = Rendimento do analíto [MHET ou TPA] (%); 

Conc. analito = Concentração do analito liberado [MHET ou TPA] (µM); 

Conc. BHETinicial = Concentração de BHET no início da reação (µM); 

Conc. BHETfinal = Concentração de BHET no final da reação (µM); 

 

4.13.5. Seletividade da conversão de BHET a TPA 

A fim de avaliar a capacidade de uma determinada enzima em catalisar as duas 

etapas de hidrólise da molécula de BHET, formando TPA e EG como produtos finais, 

a equação abaixo foi utilizada para quantificar esta seletividade de conversão do 

BHET a TPA: 

  

Equação 5.   𝑆𝑇𝑃𝐴  =    
𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑇𝑃𝐴,24ℎ

𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑀𝐻𝐸𝑇,24ℎ
 

Onde: 

STPA = Seletividade da reação para formação de TPA; 

Conc. TPA, 24h = Concentração de TPA em 24 horas (µM); 

Conc. MHET, 24h = Concentração de MHET em 24 horas (µM); 

 

 

 



 

67 

 

4.13.6. Rendimento de TPA na hidrólise de PET 

Para quantificar a despolimerização do PET em seu monômero final, o TPA, a 

equação abaixo foi utilizada para determinar o percentual obtido de TPA na reação 

com base no rendimento teórico máximo possível de TPA para a quantidade de PET 

presente na reação. 

  

Equação 6.   𝑅𝑒𝑛𝑑𝑇𝑃𝐴 = [
(𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑇𝑃𝐴)

𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑃𝐸𝑇 ∗ 𝑅𝑒𝑛𝑑.  𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜
] ∗ 100% 

Onde: 

RendTPA = Rendimento de TPA (%); 

Conc. TPA = Concentração de TPA (mg/L); 

Conc. PET = Concentração de PET no início da reação (mg/L); 

Rend. teórico = Fator de rendimento teórico de TPA → 0,86436 [razão entre a 

massa molar do TPA (166,13 g/mol) e a massa molar média do PET (192,20 g/mol)]; 

 

4.13.7. Grau de sinergia 

Para investigar o grau de sinergia entre duas enzimas visando impulsionar a 

formação de TPA pela hidrólise de PET, a equação abaixo foi aplicada utilizando a 

razão entre a concentração de TPA obtida, nas mesmas condições reacionais, pelo 

uso das enzimas simultaneamente e as concentrações de TPA obtidas por ambas 

separadamente. 

  

Equação 7.   𝐺𝑆 =  
𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑇𝑃𝐴 [𝐻𝑖𝐶+𝐶𝐴𝐿𝐵]

(𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑇𝑃𝐴[ 𝐻𝑖𝐶]) + (𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑇𝑃𝐴 [𝐶𝐴𝐿𝐵])
 

Onde: 

GS = Grau de sinergia;  
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Conc. TPA [HiC + CALB] = Concentração de TPA na reação com as duas enzimas 
simultaneamente (µM); 

Conc. TPA [HiC] = Concentração de TPA na reação com apenas a HiC (µM); 

Conc. TPA [CALB] = Concentração de TPA na reação com apenas a CALB (µM); 
 

 

4.13.8. Produtividade de TPA na hidrólise de PET 

Para verificar a liberação de TPA em função do tempo durante as reações de 

despolimerização de PET, a produtividade de TPA foi calculada conforme a equação 

abaixo: 

 

Equação 8.   𝑃𝑟𝑜𝑑. 𝑑𝑒 𝑇𝑃𝐴 =  
𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑇𝑃𝐴(𝑡)

𝑡
   

Onde: 

Prod. de TPA = Produtividade de TPA (ex: µM.min -1); 

Conc. TPA(t) = concentração de TPA (µM) no um determinado tempo de reação (t); 

t = tempo de reação (ou min ou hrs ou dias); 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de BHET 

Com o objetivo de avaliar preliminarmente a capacidade de diferentes enzimas 

comerciais em hidrolisar a cadeia polimérica do PET, foi realizado um ensaio 

utilizando como substrato um dos monômeros fundamentais do polímero de PET – o 

BHET. Para as triagens iniciais, foi fixada uma condição branda de temperatura (37 

°C) e de pH (7,0) a fim de permitir que todas as enzimas estivessem ativas e estáveis 

durante o período reacional avaliado, mesmo que estas não sejam as condições ideais 

para a atuação ótima de cada enzima em particular. As reações foram incubadas por 

24 horas e as concentrações dos analitos liberados foram quantificadas por HPLC. 

Diferentes variáveis de respostas foram calculadas utilizando os valores de 

concentrações e as mesmas estão dispostas na Tabela 9. 

Tabela 9. Resultados das variáveis de respostas da hidrólise de BHET catalisada 

por enzimas ao final da reação (24 horas).  

Enzima 
Conversão de 

BHET (%) 
Rendimento  
de TPA (%) 

Rendimento  
de MHET (%) 

STPA 

Controle negativo 
(sem enzima) 

22,7 4,05 95,95 - 

TlL 55,7 4,37 95,63 0,046 

PfL 64,3 2,40 97,60 0,025 

MmL 74,5 7,32 92,68 0,079 

RmL 84,5 2,74 97,26 0,025 

PcL 93,3 2,74 97,26 0,028 

RnL 95,1 2,75 97,25 0,028 

PPL 96,2 1,86 98,14 0,019 

CrL 98,6 3,35 96,65 0,035 

HiC 99,6 10,19 89,91 0,113 

CALB 99,8 99,60 0,40 250,381 
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 Foi possível observar que todas as enzimas foram capazes de hidrolisar o 

BHET, porém em diferentes extensões (Tabela 9). Considerando a conversão global 

de BHET ao final das reações, o menor valor observado foi de 55,7% através da lipase 

de Thermomyces lanuginosus (TlL), enquanto que a lipase B de Candida antarctica 

(CALB), a cutinase de Humicola insolens (HiC) e a lipase de Candida rugosa (CrL) 

praticamente esgotaram todo o BHET presente na reação – 99,8%, 99,6% e 98,6%, 

respectivamente. Já na reação controle sem biocatalisador, pôde ser observada uma 

hidrólise do BHET (22,7%), porém, muito inferior aos valores obtidos pela ação das 

enzimas (valores contendo a hidrólise não biocatalisada). Esse mesmo fenômeno já 

foi reportado por Hantani et al. em reações sem enzima, contendo BHET em tampão 

Tris-HCl, e foi observado um aumento da hidrólise do BHET conforme o pH e a 

temperatura das reações eram elevados (HANTANI et al., 2018). Entretanto, são 

necessários estudos adicionais que investiguem a influência destas variáveis na 

estabilidade do BHET, assim como a de MHET – visto que essa molécula foi 

acumulada nas reações (Tabela 9).  

Quando se observa os valores de TPA ou de MHET liberados pela conversão do 

BHET pelas enzimas (Equação 4b), nota-se que a CALB foi a única enzima que 

realizou com êxito as duas etapas da reação de hidrólise do BHET – conforme 

ilustrado pela Equação 44a – convertendo 99,60% do BHET em TPA.  Logo após a 

CALB, a HiC apresentou apenas 10,19% de TPA formado, acumulando 89,91% de 

MHET. Este mesmo perfil de acúmulo foi observado para o restante das enzimas, 

porém de forma mais acentuada – 92,68% até 98,14% de MHET como a molécula 

predominante da reação – indicando que possivelmente estas enzimas apresentam 

alguma limitação em realizar a segunda etapa de hidrólise do BHET e assim obter o 

TPA como produto final. Como forma de corroborar o entendimento deste perfil, foi 
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calculado um fator de seletividade de cada biocatalisador em converter BHET em 

TPA. O STPA (Equação 5) é a razão entre a concentração de TPA pela concentração 

de MHET liberados na reação. Como esperado, a CALB obteve o maior STPA (250,381) 

e significa que sua ação liberou cerca de 250 vezes mais TPA do que MHET na 

reação, ao contrário das outras enzimas que variaram o FTPA em valores ínfimos entre 

0,113 (HiC) até 0,019 (PPL). 

Para ilustrar a diferença entre os dois perfis de ação descritos acima, a Figura 11 

representa as frações molares dos analitos (Equação 2) presentes no meio reacional 

durante o curso do tempo de hidrólise do BHET pela CALB e HiC – os dois melhores 

biocatalisadores baseado na resposta de conversão de BHET (Tabela 9). A fração 

molar é uma maneira distinta de expressar a concentração de um determinado analito 

presente numa mistura. No caso deste estudo, expressamos as frações molares de 

TPA, MHET e de BHET presentes na mistura da reação, ou seja, no somatório da 

concentração destes três analitos produzidos ao longo da hidrólise. Ambas as 

enzimas conseguem hidrolisar praticamente todo o BHET em até 30 minutos de 

reação, porém, neste período a CALB (Figura 11.a) libera mais MHET (χMHET = 0,787) 

do que TPA (χTPA = 0,205) e, posteriormente, vai convertendo gradativamente todo 

este MHET em TPA até 24 horas de reação. Em contrapartida, a HiC (Figura 11.b) 

mantém o MHET como o produto majoritário (χMHET = 0,987 em 30 minutos; χMHET = 

0,895 em 24 horas), apresentando uma pequena conversão de MHET a TPA a partir 

de 1 hora de reação (χTPA = 0,007) até o final da reação (χTPA = 0,102). 
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Figura 11. Frações molares dos analitos presentes nas reações de hidrólise de 2 

mM BHET por (a) CALB e (b) HiC. As reações foram realizadas em tampão fosfato de 

sódio 200 mM (pH 7,0), carga de enzima de 4gproteína/gBHET, 180 rpm, 37 °C, em 

hibridizador. 

 

Este perfil de preferência catalítica já foi observado na literatura. As enzimas 

produzidas por I. sakaiensis para degradar o PET possuem atividades distintas em 

relação aos monômeros liberados da hidrólise deste polímero (YOSHIDA et al., 2016). 

A PETase, responsável por atacar as cadeias do polímero, consegue consumir 

eficientemente o BHET, mas possui baixa atividade sobre o MHET, acumulando-o. Já 

MHETase é responsável pela hidrólise deste intermediário, pois apresenta uma 

estrutura de tampa sobre o sítio catalítico que fornece um domínio de ligação 

altamente específico para o grupo terminal carboxila do MHET (YOSHIDA et al., 2016; 

PALM et al., 2019). Similarmente, as lipases também possuem uma tampa que cobre 

o sítio catalítico e, geralmente, é aberta por ativação interfacial anfifílica ou por 

protonação (KHAN et al., 2017). Como o MHET é mais hidrofílico que o BHET, talvez 

esta diferença de hidrofobicidade esteja impactando a ativação da abertura da tampa 

e a ligação desse intermediário ao do sítio catalítico das lipases, exceto pela CALB. 

Logo, esta enzima provavelmente possui um mecanismo similar ao da MHETase, 
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conferindo uma habilidade singular em realizar as duas etapas de hidrólise do BHET: 

um perfil único de seletividade entre as enzimas aqui estudadas. 

 

5.2. Triagem de enzimas comerciais para hidrólise de PET amorfo e garrafa 

 

Uma nova triagem foi realizada utilizando o mesmo conjunto de enzimas 

estudadas anteriormente, porém, empregando o polímero de PET como substrato. 

Sabendo que o grau de cristalinidade (GC) interfere na despolimerização enzimática 

do PET, foram usados dois tipos de substratos que apresentam caráter contrastante 

em relação a esta propriedade: (1) o PET amorfo moído (GC = 12,9 ± 3,0%) e (2) 

partículas de PET de garrafa (GC = 36,6 ± 0,5%). Ambos valores de cristalinidade 

foram obtidos por análise de calorimetria diferencial de varredura (DSC), realizadas 

no Instituto de Macromoléculas (IMA) da UFRJ, conforme condições descritas em DE 

CASTRO et al. (2017).  

As reações foram incubadas por 14 dias e as concentrações dos analitos formados 

foram quantificadas por HPLC. Diferentes variáveis de respostas foram calculadas 

utilizando os valores de concentrações, e as mesmas estão dispostas na Tabela 10. 

Baseado nos somatórios das concentrações de BHET, MHET e TPA liberados até 

o final da reação (Tabela 10), a cutinase de H. insolens apresentou expressivamente 

o melhor desempenho em catalisar a hidrólise de ambos tipos de PET: 1372,05 µM 

para amorfo e 301,50 µM para garrafa. Entretanto, as outras enzimas apresentaram 

desempenhos substancialmente inferiores, atingindo o valor máximo de 16,739 µM 

para PET amorfo pela ação da MmL e 15,583 µM para PET garrafa pela PcL 
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(comparado com HiC, uma diferença de aproximadamente 82 vezes e 19 vezes, 

respectivamente) e valor mínimo de 8,261 µM pela RmL em PET amorfo e 5,087 µM 

pela PfL em garrafa (comparado com HiC, uma diferença de 166 vezes e 59 vezes, 

respectivamente). Em relação aos controles negativos das reações, ambos substratos 

apresentaram concentrações de produtos de hidrólise inferiores aos limites de 

quantificação por HPLC. 

Tabela 10. Resultados das variáveis de respostas da triagem de enzimas para 

hidrólise de PET amorfo e garrafa a 37 °C no final das reações (14 dias). 

Onde: x = Fração molar do analíto; Controle negativo = sem adição de enzima; 

 

Enzima Tipo de PET 
Σ Conc. molar 
dos analitos 

(µM) 
χBHET χMHET χTPA 

Rendimento 
de TPA (%) 

Controle 
negativo  

amorfo 0,229 0,000 0,312 0,688 0,0002 

garrafa 0,411 0,000 0,000 1,000 0,0003 

RmL 
amorfo 8,261 0,276 0,526 0,198 0,0017 

garrafa 7,449 0,294 0,385 0,321 0,0015 

TlL 
amorfo 8,370 0,248 0,422 0,331 0,0017 

garrafa 7,432 0,262 0,464 0,274 0,0017 

PPL 
amorfo 8,638 0,327 0,301 0,372 0,0020 

garrafa 7,791 0,312 0,324 0,365 0,0027 

RnL 
amorfo 11,435 0,344 0,311 0,346 0,0017 

garrafa 8,280 0,358 0,432 0,210 0,0024 

CrL 
amorfo 11,538 0,583 0,233 0,184 0,0024 

garrafa 14,449 0,386 0,407 0,207 0,0019 

PfL 
amorfo 11,911 0,206 0,385 0,409 0,0012 

garrafa 5,087 0,325 0,426 0,250 0,0026 

CALB 
amorfo 13,376 0,000 0,000 1,000 0,0030 

garrafa 10,012 0,045 0,201 0,754 0,0057 

PcL 
amorfo 15,583 0,314 0,513 0,172 0,0016 

garrafa 15,583 0,314 0,513 0,172 0,0016 

MmL 
amorfo 16,739 0,168 0,512 0,320 0,0028 

garrafa 10,596 0,224 0,476 0,299 0,0051 

HiC 
amorfo 1372,054 0,015 0,692 0,293 0,3863 

garrafa 301,498 0,015 0,659 0,327 0,0946 
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Em relação aos perfis de frações molares dos produtos de hidrólise (Tabela 10), 

nota-se que o MHET foi a molécula majoritária entre os três analitos para maioria das 

enzimas aplicadas. Os maiores valores de χMHET foram atingidos pela HiC: 0,692 

(949,5 µM) e 0,659 (198,7 µM) para PET amorfo e garrafa, respectivamente. Em 

contraste, a CALB liberou baixas concentrações dos analitos, mas resultou nos 

maiores valores de χTPA: 1,000 (13,4 µM) para PET amorfo e 0,754 (7,5 µM) para 

garrafa. Este mesmo comportamento foi observado na triagem destas duas enzimas 

utilizando o BHET como substrato, corroborando a ideia de que elas possuem ações 

distintas em relações as etapas da hidrólise do BHET nestas condições experimentais. 

Em relação ao χBHET, os valores permaneceram medianos, destacando-se como 

espécie majoritária apenas para PET amorfo (0,583). 

Para avaliar a extensão de despolimerização do PET até seu monômero inicial, o 

TPA, foi empregada a Equação 6, que correlaciona a concentração de TPA liberada 

na hidrólise enzimática e a concentração máxima teórica de TPA que poderia ser 

liberado pela massa de PET presente no meio reacional. Como a maior concentração 

de TPA atingida nas reações foi pela atividade da HiC, esta resultou no maior 

percentual de rendimento de TPA (0,3863% para PET amorfo e 0,0946% para 

garrafa), mesmo não sendo a melhor enzima para formar esta molécula como espécie 

majoritária da reação nestas condições experimentais. Nota-se também que houve 

uma diferença de aproximadamente 4 vezes entre os valores de rendimento de TPA 

para PET amorfo e garrafa. Isto possivelmente está correlacionado com a diferença 

do grau de cristalinidade dos substratos (cerca de 2,8 vezes) que influencia 

diretamente na disposição e acessibilidade das cadeias poliméricas do PET pelo sítio 

ativo das enzimas. A influência do grau de cristalinidade na despolimerização 

enzimática também já foi observada por VERTOMMEN et al. (2005), que registrou 
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uma redução significativa (> 14 vezes) do somatório dos produtos liberados pela 

hidrólise – catalisada pela  cutinase de Fusarium solani (FsC) –  de filmes de PET com 

diferentes graus de cristalinidades (amorfo [GC = 4,1%] versus grânulos comerciais 

[GC = 13,7%]).  

A Figura 12 ilustra o progresso do perfil de liberação dos produtos da hidrólise de 

PET amorfo e garrafa pelo melhor biocatalisador da triagem – a cutinase de HiC. 

Avaliando o somatório dos analitos gerados (Figura 12.a), pôde ser observado que a 

liberação das moléculas ocorreu de forma constante, com uma taxa de 105,526 µM.d-

1 no PET amorfo (R²= 0,9942) e  18,932 µM.d-1 para PET garrafa (R²= 0,9864), 

indicando que esta cutinase permaneceu ativa durante todo período reacional 

estudado. Além da diferença das taxas, cada curva apresentou uma inclinação distinta 

que pode ser atrelado à influência das propriedades contrastantes de cada tipo de 

PET. Este mesmo perfil de linearidade também foi notado quando individualizamos as 

concentrações de cada produto da reação (Figura 12.b – c). As taxas de liberação de 

TPA pelo PET amorfo e garrafa foram de 32,316 µM.d-1 (R²= 0,9984)  e 6,905 µM.d-1 

(R²= 0,9980), respectivamente. Do mesmo modo, as taxas de liberação para MHET 

foram 71,889 µM.d-1 (R²= 0,9991) e 11,896 µM.d-1 (R²= 0,9895) para PET amorfo e 

garrafa, respectivamente. No entanto, um perfil de linearidade de liberação do BHET 

foi apenas observado para o PET amorfo: taxa de 1,3213 µM.d-1 (R²= 0,9912). 

A HiC já foi reportada por RONKVIST et al. (2009) onde apresentou uma alta 

atividade hidrolítica sobre filme de PET de baixa cristalinidade (GC = 7%), i.e. 97% de 

perda de massa em 96 horas a 70°C. Entretanto, esta enzima apresentou uma 

redução na despolimerização em cerca de 10 vezes quando foi usado um filme 

biorientado (GC = 35%). 
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Figura 12. Progresso dos produtos liberados da hidrólise de PET amorfo e garrafa 

catalisada por HiC a 37 °C em hibridizador. (a) Somatório dos produtos liberados e 

concentração de cada analito liberado na hidrólise de (b) PET amorfo e (c) PET 

garrafa. As reações foram realizadas em tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0), 

200 mg de PET, carga de enzima de 0,01 gproteína/gPET e agitação de 25 rpm. 

 

5.3. Hidrólise enzimática de diferentes tipos de PET pelas enzimas HiC e 

CALB 

 

Com base nas triagens realizadas, a cutinase de H. insolens foi definida como o 

melhor biocatalisador entre o conjunto de enzimas avaliadas para hidrólise de PET. 

Além disso, a CALB também foi selecionada devido à sua habilidade em realizar a 

rápida conversão de MHET a TPA. Desta forma, ambas as enzimas poderiam se 

complementar, em termos de perfil de atividade hidrolítica, na despolimerização do 

PET até seus monômeros finais.  

Nesta etapa do estudo, a temperatura da reação foi elevada de 37 °C para 60 °C, 

visto que a faixa de termoestabilidade é de 35 a 70 °C para HiC e de 30 °C até 60 °C 

para CALB (NOVOZYMES, 2019) e, também, induzindo a mobilidade das cadeias 
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poliméricas das regiões amorfas e aumentando a acessibilidade para as enzimas 

(WEI; ZIMMERMANN, 2017b). Ademais, foi investigada a sinergia entre as duas 

enzimas na despolimerização de três tipos de substrato: PET amorfo e CPR moído, 

além do PET garrafa, com graus de cristalinidade de 12,9%, 41,1% e 36,6%, 

respectivamente, conforme determinado em DE CASTRO et al. (2017). As reações 

foram realizadas empregando as enzimas individualizadas e, também, 

simultaneamente por um período de 14 dias. As concentrações dos produtos liberados 

foram quantificadas por HPLC e a Figura 12 ilustra as liberações no progresso da 

reação. Já a Tabela 11 dispõe de diferentes variáveis de respostas calculadas a partir 

desses valores de concentração. 

 

Tabela 11. Resultados das variáveis de respostas no final das reações (14 dias) 

de hidrólise de PET amorfo, garrafa e CPR a 60 °C pela adição individual ou 

simultânea de HiC e CALB. 

Tipo de PET Enzima 
Somatório dos 
produtos (µM) 

χBHET χMHET xTPA 
Rendimento 
de TPA (%) 

 Controle negativo 2,267 0,000 0,344 0,656 0,00 

Amorfo HiC 63864,38 0,011 0,495 0,494 30,31 

 CALB 14,86 0,019 0,099 0,883 0,01 

 HiC + CALB 57329,66 0,004 0,214 0,782 43,09 

 Controle negativo  0,942 0,303 0,000 0,697 0,00 

Garrafa HiC 801,20 0,000 0,303 0,697 0,42 

 CALB 9,18 0,000 0,084 0,916 0,01 

 HiC + CALB 1128,48 0,011 0,383 0,606 0,66 

 Controle negativo  2,573 0,296 0,000 0,704 0,00 

CPR HiC 15570,83 0,012 0,429 0,558 8,35 

 CALB 10,70 0,029 0,040 0,931 0,01 

 HiC + CALB 12176,77 0,009 0,331 0,661 7,73 

Onde: x = Fração molar do analíto; Controle negativo = sem adição de enzima; 
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Avaliando o efeito do aumento da temperatura nas reações somente com HiC em 

14 dias (Tabela 11), os somatórios dos produtos de hidrólise do PET amorfo (63864,38 

μM) e PET garrafa (801,20 μM) apresentaram um aumento de 46 e 2,6 vezes, 

respectivamente, quando comparado com os resultados obtidos a 37 °C (Tabela 10). 

Logo, a elevação da temperatura para 60 °C melhorou significativamente a biocatálise 

pela enzima HiC. Já para a CALB, esta mudança de temperatura não apresentou um 

efeito tão favorável e substancial visto que reação foi realizada na temperatura limite 

da sua faixa nominal de temperatura de atuação. Como resultado, o aumento deste 

parâmetro induziu um leve aumento no somatório dos analitos de 1,11 vezes (11%) 

para o PET amorfo e uma redução de 1,09 vezes (8%) para o PET garrafa. 

Figura 12. Progresso da liberação de TPA e MHET durante hidrólise de três 

diferentes tipos de PET – (a) amorfo, (b) garrafa e (c) CPR – utilizando HiC, CALB e 

ambas simultaneamente a 60°C em hibridizador. As reações foram realizadas em 

tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0), 200 mg de PET, carga de enzima de 

0,01gproteína/gPET e agitação de 25 rpm. 

 

Em relação ao tipo de substrato, as reações controle sem adição das enzimas 

apresentaram valores insignificantes de produtos de despolimerização. Já para todas 
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as condições com aplicação das enzimas, as maiores concentrações de produtos 

liberados foram, em ordem decrescente, pela despolimerização do PET amorfo, CPR 

e garrafa (Tabela 11 e Figura 12). Embora o PET CPR moído apresente maior grau 

de cristalinidade do que o grau da garrafa, este substrato moído apresenta maior área 

superficial média (0.0110 m²/g) do que os pedaços cortados de garrafa, possivelmente 

levando a um maior ataque da HiC e, consequentemente, maiores taxas de 

despolimerização. Esta relação entre a área superficial e a taxa de hidrólise já foi 

demonstrada pelo nosso grupo de trabalho na despolimerização de diferentes 

granulometrias de PET CPR usando HiC (CASTRO et al., 2019). GAMERITH et al. 

(2017b) também observaram este efeito com uma cutinase de T. cellulosilytica na 

hidrólise enzimática de partículas menores de PET (0,05 mm), que atingiu uma 

concentração de TPA de 13 mM em 21 dias, enquanto que partículas maiores (0,25 

mm) liberaram apenas 5 mM – uma diferença de 2,6 vezes. Além disso, o aumento 

da temperatura da reação (de 40 °C para 60 °C) resultou em um aumento de 10 vezes 

na concentração de TPA em 7 dias. 

Em relação aos perfis de fração molar, foi notado que o MHET permaneceu como 

molécula majoritária da mistura reacional até a metade do tempo de reação (7 dias) e 

decaiu posteriormente, tornando o TPA predominante para todas as condições, exceto 

na qual a enzima HiC foi empregada separadamente no PET amorfo (xTPA = 0,494 e 

xMHET = 0,495). Já nos ensaios em que as reações foram conduzidas com as duas 

enzimas concomitantemente, pôde ser observado que o MHET acumulado foi sendo 

hidrolisado ao longo da reação à medida que o TPA era formado, indicando a ação da 

lipase B de C. antarctica sobre o MHET. Quando os rendimentos de TPA das duas 

condições foram comparados (HiC contra HiC mais CALB –Tabela 11), foi observado 

um aumento de 1,42 vezes para PET amorfo e 1,57 vezes para PET garrafa, indicando 
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um incremento na produtividade de TPA na reação quando as duas enzimas foram 

combinadas. Entretanto, este efeito não foi observado para o PET CPR, visto que a 

concentração final de TPA formado somente pela HiC foi superior em relação às 

enzimas juntas. Uma hipótese que poderia explicar esse fenômeno se deve ao caráter 

heterogêneo deste substrato (CPR), que é oriundo da reciclagem mecânica de 

diferentes embalagens de PET e pode variar em granulometria, massa molar e 

cristalinidade. Outra hipótese que poderia ser explorada está relacionada com a maior 

disposição de regiões menos cristalinas devido à maior área superficial média das 

partículas de PET CPR em relação aos outros substratos. Diversos estudos já 

reportaram o efeito positivo na despolimerização enzimática de PET pela redução do 

tamanho de partícula que, consequentemente, aumenta a área superficial disponível 

para a adsorção do biocatalisador (HERZOG; MÜLLER; DECKWER, 2006; WEI et al., 

2014a; BARTH et al., 2015a). Porém, uma maior competição entre a CALB e a HiC 

poderia ter ocorrido pela adsorção nessas regiões, impactando a eficiência da sua 

hidrólise pela menor adsorção de HiC, visto que a CALB sozinha não se mostrou um 

biocatalisador eficiente sobre o polímero (Tabela 11). Contudo, ensaios adicionais 

devem ser realizados para investigar essas hipóteses sugeridas.  

 Intrigantemente, não foi observada a depleção total do MHET acumulado para 

nenhum dos substratos, o que era esperado devido aos resultados obtidos nas 

reações de hidrólise de BHET a 37 °C (Tabela 9). Possivelmente, a temperatura de 

reação (60 °C) pôde ter impactado na estabilidade de ação da CALB ao longo dos 14 

dias de reação.     

Em relação ao estudo da sinergia, foi investigado se a ação simultânea de HiC e 

CALB poderia impulsionar o rendimento de TPA na reação. Através do cálculo do grau 

de sinergia (GS – Equação 7) foi possível observar este efeito ao longo das reações 
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para os três tipos de PET. Graus efetivos de sinergia foram encontrados em todas as 

condições; porém, esses efeitos foram decaindo ao longo do tempo de reação (Figura 

13). O maior grau de sinergia (2,21) foi observado em 7 dias de reação com o PET 

garrafa, pois a ação conjunta das enzimas provocou um incremento de 110,5% na 

quantidade de TPA liberada (Figura 12) quando comparado com a soma obtida pelas 

enzimas separadamente (208,31 μM pela HiC e 3,91 μM pela CALB totalizam 212,22 

μM versus 469,52 μM com o uso simultâneo). Em seguida, este GS reduziu para 1,73 

e 1,52 em 10 e 14 dias, respectivamente.  

Um perfil similar foi observado para PET amorfo e CPR, que registraram graus de 

sinergia máximos no início das reações (3 dias) de 2,00 e 1,57, respectivamente. Em 

seguida, ambos foram reduzidos até o fim da reação para 1,42 (amorfo) e 0,92 (CPR). 

Intrigantemente, no final da reação com CPR, os graus de sinergia obtidos foram 

menores que 1, ou seja, a concentração de TPA liberada apenas com a HiC superou 

a concentração obtida com a mistura de HiC e CALB.  

Conforme pontuado anteriormente, uma possível causa para o decaimento dos 

graus de sinergia ao longo da reação seria a perda de estabilidade de ação da CALB 

pela elevação da temperatura de reação de 37 °C para 60 °C, influenciando 

negativamente na conversão de MHET ao TPA durante os 14 dias de ensaio.  
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Figura 13. Progresso do grau de sinergia entre HiC e CALB durante hidrólise de 

três diferentes tipos de PET – (a) amorfo, (b) garrafa e (c) CPR – a 60 °C em 

hibridizador. As reações foram realizadas em tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 

7,0), 200 mg de PET, carga de enzima de 0,01gproteína/gPET e agitação de 25 rpm. 

 

Deste modo, foi realizado um experimento pontual em triplicata usando PET CPR 

a fim de investigar a hipótese do impacto da temperatura sobre a ação da CALB. 

Foram empregadas as mesmas condições experimentais; no entanto, foi adotada uma 

estratégia para a adição da CALB: reduzir a temperatura de 60 °C para 37 °C ao final 

da reação com HiC (14 dias) e, então, adicionar CALB e incubar por mais 24 horas.  

A Figura 14 ilustra a liberação dos produtos de hidrólise no progresso da reação. 

Em 14 dias de ensaio com HiC, novamente o TPA permaneceu predominante na 

reação (xTPA = 0,59), atingindo uma concentração de 6772,70 µM. Em seguida, o 

MHET apresentou um acúmulo de 4706,25 µM e fração molar de 0,40. No entanto, 

quando a enzima CALB foi adicionada, foi observado um consumo rápido do MHET 

acumulado até sua depleção total em 24 horas de reação (0 µM; xMHET = 0,00). 

Consequentemente, foi observada uma formação intensa de TPA devido a hidrólise 
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do MHET catalisada pela CALB, atingindo o valor de 13640,39 µM e xTPA = 0,99, 

dobrando a concentração de TPA em relação a concentração liberada apenas com a 

HiC em 14 dias. Também foi observada uma formação superior de TPA do que o 

esperado pela hidrólise total do MHET acumulado até 14 dias, cerca de 2161,44 µM 

de TPA excedente. Este ganho pode ser atribuído a continuidade da atividade de HiC 

sobre o PET CPR pelas 24 horas adicionais de reação e, também, pela ação da CALB 

sobre o MHET formado neste período. Isso significa que a adição da CALB a 37 °C 

resultou em um aumento de aproximadamente 1,7 vezes na concentração de TPA em 

comparação com a reação utilizando as duas enzimas simultaneamente a 60 °C. Além 

disso, o rendimento de TPA foi incrementado de 8,61%, com apenas a HiC em 14 

dias, para 13,58% Logo, esta estratégia demonstrou ser mais efetiva para aumentar 

o rendimento do monômero final do PET, visto que a CALB atuou melhor em uma 

temperatura mais branda.  

Um estudo similar de combinação enzimática foi reportado por BARTH et al. 

(2016), onde foi empregada uma carboxilesterase imobilizada (TfCa) capaz de 

consumir o MHET  no sistema de reação de despolimerização com uma PET hidrolase 

livre (TfCut2 ou LC-cutinase; ambas inibidas pela presença do MHET no meio). Deste 

modo, a conversão do MHET ao TPA pela TfCa imobilizada durante a reação gerou 

um aumento da atividade das enzimas livres em 104% (TfCut2) e 91% (LCc) quando 

comparado com as enzimas livres sozinhas. Entretanto, a TfCa imobilizada também 

não foi capaz de converter totalmente o MHET acumulado em TPA a 60 °C.  
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Figura 14. Progresso da liberação de TPA, MHET e BHET durante hidrólise de 

PET CPR utilizando a estratégia de adição consecutiva de CALB a 37 °C após a 

reação com HiC a 60 °C por 14 dias em hibridizador. Os ensaios foram realizados em 

tampão fosfato de sódio 200 mM (pH 7,0), 200 mg de PET, carga de enzima de 

0,01gproteína/gPET e agitação de 25 rpm. 

 

Com o intuito de investigar as mudanças morfológicas que podem ter ocorrido na 

superfície do polímero pela hidrólise catalisada por ambas as enzimas, diferentes 

partículas do PET CPR ao fim da reação sequencial com HiC e CALB foram 

selecionadas aleatoriamente e observadas por MEV. A Figura 15.a ilustra a superfície 

controle de uma partícula de PET CPR – proveniente de uma reação em que não 

foram adicionadas as enzimas – e apresentou um perfil liso e uniforme. Já nas 

partículas provenientes das reações enzimáticas (Figura 15.b) pôde ser observado 

um padrão de erosões profundas na superfície do PET, indicando uma degradação 

do polímero nestes locais decorrente da ação dos biocatalisadores.  
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Figura 15. Imagens obtidas por MEV de partícula de PET CPR após a reação com 

HiC a 60 °C seguida da adição de CALB a 35 °C. (a) partículas controle proveniente 

de reação sem enzimas e (b) partículas degradadas pelas enzimas. 

 

5.4. Hidrólise de PET CPR catalisada por HiC em biorreatores empregando 

condições otimizadas 

 

Para a execução dos conjuntos de ensaios desta subseção (5.4) até a última (5.7), 

foram empregadas as condições otimizadas por delineamento experimental da reação 

de hidrólise do PET CPR utilizando apenas a HiC, conforme reportado por CASTRO 

et al. (2019). Cinco variáveis de processo foram otimizadas: concentração de PET 

(80,76 g/L), carga de enzima (0,065 gproteína/gPET), pH inicial (8,95), concentração de 

tampão Tris-HCl (397 mM) e temperatura (62,6 °C). Com base nisso, foi realizado um 

escalonamento da reação otimizada de hidrólise do PET CPT pela HiC em hibridizador 

com tubos Falcon para um reator instrumentado de agitação contínua. A reação foi 

mantida por 100 horas e as concentrações dos produtos de hidrólise foram 

quantificadas por HPLC. A Figura 16 ilustra a liberação dos produtos no progresso da 

reação e, com estes valores, diferentes variáveis de respostas calculadas.  

Analisando o gráfico de liberação de produtos da hidrólise (Figura 16), o somatório 

das concentrações finais dos produtos liberados foi de 68009,96 µM. Pode ser 

(a) (b)



 

87 

 

observado que o TPA permaneceu majoritário por todo o tempo de reação, partindo 

de uma fração molar inicial de 0,51 até finalizar em 0,96, atingindo uma concentração 

final de 65037,73 µM (Rendimento de TPA = 11,6%). Já o MHET teve um baixo 

acumulo (concentração final de 2914,64 µM; ΧMHET = 0,04), enquanto que o BHET 

apresentou uma concentração final irrisória (57,59 µM; xBHET = 0,001). Entretanto, os 

perfis de frações molares citados apresentaram uma mudança brusca em relação aos 

obtidos nos ensaios antes da otimização (Tabela 11). Isto pode ter sido acarretado 

por diversos fatores como aumento da temperatura reacional, hidrólise térmica do 

MHET, troca do reagente tamponante, entre outros. Entretanto, são necessários 

experimentos adicionais para elucidar essa mudança de perfil da mistura. 

 

Figura 16. Progresso da liberação de TPA. MHET e BHET, inclusive o 

monitoramento do pH, durante hidrólise de PET CPR por HiC em biorreator a 62,6 °C 

e agitação de 300 rpm. A reação foi realizada em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95), 

80,8 g/L de PET e carga de enzima de 0,065 gproteína/gPET. 
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Comparando estes resultados em reator com os dados obtidos no ensaio em tubo 

Falcon de 15 mL agitado por tombamento pelo hibridizador, pôde ser identificado um 

ganho no somatório das concentrações dos produtos e na concentração final de TPA 

de 1,49 e 1,53 vezes, respectivamente (CASTRO et al., 2019). Isso indica que a 

agitação mecânica contínua do reator pode ter sido mais eficaz na transferência de 

massa do sistema, gerando um efeito positivo na reação de despolimerização. Um 

estudo reportado por O’NEILL et al. (2007) que estudava a hidrofilização de fibras de 

PET pela  ação de uma cutinase de F. solani, comprovou que a agitação mecânica 

promoveu uma maior adsorção enzimática e concentração de TPA formado (200 μM) 

quando comparado com uma agitação orbital (75 μM). BARTH et al. (2015a) também 

observaram um efeito positivo da agitação mecânica nas reações de hidrólise de 

filmes de PET pela ação de TfCut2 em um reator contendo membrana de ultrafiltração 

para remover os produtos inibitórios desta enzima. Com base nos resultados, o autor 

propõe que este tipo de sistema de agitação auxilia na difusão dos produtos da 

hidrólise, removendo estas moléculas da proximidade do sítio catalítico da enzima e 

acelerando o processo de adsorção-hidrólise-dessorção da enzima sobre o substrato 

do PET. 

Além disso, também foi observado que o pH da reação teve um declínio relevante 

de 8,95 para 7,25 (Figura 16), mesmo com o sistema reacional tamponado com a 

solução de Tris-HCl. Este decréscimo está correlacionado com a alta concentração 

do ácido tereftálico liberado ao longo da reação que, consequentemente, aumentou a 

acidez do sistema (SHIRKE et al., 2018). Apesar desta variação ainda compreender 

a faixa nominal de pH para atuação da cutinase de H. insolens (NOVOZYMES, 2019), 

a condição ótima de pH para o processo de despolimerização não foi mantida durante 

toda a reação. 
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Uma opção que possibilitaria mitigar este efeito seria elevar a capacidade 

tamponante do Tris-HCl pelo aumento da sua concentração. No entanto, foi observado 

nos estudos de otimização que, para o fator molaridade do tampão, os níveis 

superiores ao valor obtido pela função de “desirability” (397 mM) apresentaram valores 

de respostas inferiores (CASTRO et al., 2019). Logo, esta estratégia não seria 

conveniente para driblar a redução do pH. Desta forma, foi proposta uma outra 

estratégia que compreendia a adição de diferentes soluções de agentes alcalinizantes 

para ajuste do pH durante a reação de hidrólise de PET no reator instrumentado.    

  

5.5. Estudo do efeito do controle de pH na hidrólise de PET CPR catalisada 

por HiC  

 

Afim de observar o efeito da manutenção do pH ótimo durante a reação de hidrólise 

do PET CPR, foram realizados dois ensaios em paralelo usando biorreatores de 

agitação contínua Multifors 2 (Infors HT) capazes de controlar o pH do sistema 

reacional. Foram empregados os parâmetros otimizados pelo DCCR/”steepest 

ascent”, com exceção da temperatura (realizados a 50 °C), visto que estes reatores 

não foram capazes de atingir a temperatura de 62,6 °C. Neste estudo, um dos reatores 

controlou o pH em 8,95 durante toda a reação pela adição de solução NaOH 5 M, 

enquanto que no outro não se realizou o controle de pH. As reações foram mantidas 

por 96 horas e as concentrações dos produtos de hidrólise foram quantificadas por 

HPLC. A  Figura 17 ilustra a liberação dos produtos no progresso das reações e, com 

estes valores, diferentes variáveis de respostas calculadas, as quais estão dispostas 

na Tabela 12. 
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Tabela 12. Resultados das variáveis de respostas das reações em reatores de 

agitação contínua para hidrólise de PET CPR com HiC (0,065 gproteína/gPET) a 50 °C no 

final das reações (96 horas). 

Onde: x = Fração molar do analíto;  

 

Embora a reação de despolimerização não tenha ocorrido na temperatura ótima 

(62,6 °C), o que inviabilizou a comparação apropriada com os resultados obtidos no 

ensaio da seção 5.4, ainda foi possível observar o efeito da manutenção do pH durante 

a hidrólise enzimática do PET CPR neste ensaio. Na condição sem controle de pH ( 

Figura 17), foi observado um decréscimo do valor inicial de pH (8,95) ao longo da 

reação até atingir o valor final de 8,09 (96 horas). No entanto, o pH permaneceu 

estável durante o ensaio na condição em que houve o controle do pH pela adição de 

NaOH 5 M, atingindo um valor final de 8,89.  

Solução do meio 
reacional 

Solução de 
ajuste de pH 

Soma de produtos 
da reação (mM) 

χBHET χMHET χTPA 
Rendimento 
de TPA (%) 

Tampão Tris-HCl 
397,3 mM (pH 

8,95) 
Sem ajuste 11,01 0,000 0,083 0,917 1,79 

Tampão Tris-HCl 
397,3 mM (pH 

8,95) 
NaOH 5 N 14,49 0,000 0,000 1,000 2,58 

Água alcalinizada 
pH 8,95 

Sem ajuste 7,09 0,000 0,000 1,000 1,26 

Água alcalinizada 
pH 8,95 

NaOH 0,5 N 26,28 0,021 0,423 0,557 2,60 

Água alcalinizada 
pH 8,95 

KOH 0,5 N 18,33 0,000 0,317 0,683 2,18 
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 Figura 17. Progresso do somatório de TPA, MHET e BHET (curvas cheias) e 

monitoramento do pH (curvas pontilhadas) durante hidrólise de PET CPR por HiC 

(0,065 gproteína/gPET) a 50 °C em reatores, comparando as condições com controle de 

pH em 8,95 com adição de NaOH 5 M (triângulos) e sem controle de pH (círculos). As 

reações foram realizadas em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95) com 80,8 g/L de PET 

e carga de enzima de 0,065 gproteína/gPET. 

 

Analisando as quantificações dos produtos liberados na despolimerização ( Figura 

17.a), foi obtido um somatório de 11005,71 µM ao final da reação a 50°C sem controle 

de pH, uma redução de aproximadamente 5,8 vezes ao somatório obtido no mesmo 

tempo de ensaio a 62,6 °C (64403,48 µM), reiterando o efeito significativo da 

temperatura no processo de despolimerização. Ainda assim, o perfil dos analitos na 

mistura reacional foi mantido: o TPA permaneceu majoritário durante toda a reação, 

finalizando em 10092,24 µM e com fração molar de 0,917, seguido do MHET (2218,21 

µM; x = 0,083) e BHET (51,79 µM x = 0,000). Já na condição em que houve a 

manutenção do pH pela adição de NaOH 5 M, o somatório dos produtos de hidrólise 
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foi compreendido apenas pela concentração final de TPA (14489,85 µM), visto que 

este foi o produto absoluto no final da reação (xTPA = 1,000). Logo, com a estratégia 

de manutenção do pH durante a despolimerização, pôde ser observado um 

incremento no somatório dos analitos e na concentração de TPA de 1,32 e 1,44 vezes, 

respectivamente. 

Adicionalmente, um conjunto de estudos preliminares foi realizado a fim de avaliar 

a redução de elementos fatoriais da reação que estão diretamente relacionados ao 

custo do processo. Ainda no contexto do controle de pH na reação de 

despolimerização, foram realizados ensaios eliminando o uso do tampão e adotando 

a estratégia de adição de solução de agentes alcalinizantes para controlar o pH em 

água pura. Foram empregados dois tipos de agentes comumente utilizados no ajuste 

de pH em processos industriais: KOH e NaOH. Ambos foram empregados na 

concentração de 0,5 M. Também foi incluída uma condição em que não ocorreu o 

controle do pH para avaliar o impacto no processo de despolimerização. Desta forma, 

três reações foram realizadas em paralelo e mantidas por 96 horas a 50°C. As 

concentrações dos produtos de hidrólise foram quantificadas por HPLC e, com estes 

valores, diferentes variáveis de respostas foram calculadas e estão dispostas na 

Tabela 12  

Avaliando a Figura 18.a foi observado que na condição sem controle de pH ocorreu 

uma queda brusca deste parâmetro, registrando uma variação de 3,3 unidades ao 

longo da reação (pH final = 5,59). Já o somatório dos produtos de hidrólise (Figura 

18.b) atingiu 7094,08 µM em 96 horas, sendo composto totalmente por TPA (x = 

1,000). Como esperado, a ausência do controle de pH impactou negativamente na 

reação, reduzindo em 0,36 e 0,30 vezes o somatório dos analitos e a concentração 
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final de TPA, respectivamente, quando comparado com os resultados obtidos na 

condição com tampão Tris-HCl sem o controle de pH a 50 °C (Tabela 12).  

 

Figura 18. Progresso do (a) monitoramento do pH e (b) somatório de TPA, MHET 

e BHET liberados durante hidrólise de PET CPR por HiC (0,065 gproteína/gPET) a 50 °C 

em reatores. Foram comparadas as condições com controle de pH em 8,95 com 

adição de NaOH 0,5 M (círculos) e de KOH (triângulos), além da condição sem 

controle de pH (quadrados). As reações foram realizadas em água com 80,8 g/L de 

PET e carga de enzima de 0,065 gproteína/gPET e agitação de 300 rpm. 

 

Surpreendentemente, a condição em água com ajuste de pH utilizando NaOH 0,5 

M apresentou resultados superiores em relação a todas condições em tampão 

estudadas a 50 °C. Foi observado que o pH permaneceu estável durante toda a 

reação (Figura 18.b), enquanto que o somatório de produtos liberados atingiu 

26279,78 µM em 96 horas. Isto é, em relação aos somatórios obtidos nas condições 

em tampão com controle usando NaOH 5 M e sem este controle, houve um aumento 
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de 1,81 e 2,39 vezes, respectivamente. Deste modo, a eliminação do uso do tampão 

Tris-HCl poderia trazer uma economia no processo. No entanto, quando foi observado 

o perfil das frações molares dos produtos gerados nesta condição (Tabela 12), foi 

acumulada uma alta quantidade de MHET, embora o TPA ainda tenha predominado 

na mistura (xTPA = 0,557; xMHET = 0,423; xBHET = 0,021). Isto contrariou os perfis 

observados nas condições usando tampão, onde o TPA foi praticamente o único 

produto final da hidrólise (com ajuste de pH – xTPA = 1,000; sem controle de pH –  xTPA 

= 0,917). Portanto, em relação a concentração final de TPA liberada na reação, a 

condição em água com controle de pH empregando NaOH 0,5 M atingiu o valor de 

14624,94 µM, não apresentando um aumento significativo quando comparado com a 

concentração obtida na condição em tampão e pH controlado usando NaOH 5 M. 

Logo, uma alternativa que poderia aumentar o rendimento de TPA na reação seria o 

emprego da CALB que converteria rapidamente este MHET, porém adicionaria um 

custo ao processo. 

Já na condição empregando o KOH como agente alcalinizante (Figura 18), 

também foi observado que o pH permaneceu estável durante toda a reação. Em 

relação ao somatório dos produtos de hidrólise e à concentração de TPA final em 96 

horas, foram atingidos os valores de 18328,26 µM e 12518,20 µM, respectivamente. 

Isto significa que houve uma redução de 30% e 14% em relação aos dados obtidos 

com NaOH 0,5 M de somatório e concentração final de TPA, respectivamente. Uma 

hipótese que poderia elucidar essa redução está relacionada a uma possível diferença 

nos coeficientes de solubilidade dos dois sais de tereftalato produzidos em cada 

condição: dissódico ou dipotássico. Entretanto, outros estudos devem ser realizados 

para compreender esta diferença na reação de hidrólise com diferentes álcalis. 

Contudo, o uso do NaOH é uma alternativa mais atrativa, além de ser um álcali mais 
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barato do que o KOH (BART; PALMERI; CAVALLARO, 2010). Além disso, o perfil de 

fração molar com KOH (Tabela 12) apresentou uma similaridade com a condição 

empregando NaOH, com o TPA como molécula predominante (x = 0,683) e com alto 

acúmulo de MHET (x = 0,317).  

Baseado neste conjunto de ensaios, pôde ser notado que a composição do meio 

reacional e/ou os valores de pH durante as reações influenciaram no perfil das frações 

molares dos produtos liberados durante a hidrólise do PET CPR catalisada pela HiC. 

Avaliando apenas as condições onde a água alcalinizada foi utilizada como solvente, 

o TPA foi a molécula predominante na condição sem controle de pH; enquanto que 

nas condições em que o pH foi mantido próximo a 8,95, houve um grande acúmulo de 

MHET. Essa mudança de perfil poderia ter ocorrido devido à hidrólise do MHET em 

pH mais ácido em alta temperatura, justificando esse alto acúmulo de TPA. Já nas 

condições com sistema tamponado usando Tris-HCl, ambas mantiveram o pH alcalino 

(8,95 ~ 8,1) e, mesmo assim, essas reações não foram favoráveis pelo acúmulo de 

MHET, resultando na formação majoritária de TPA. Uma possibilidade que poderia 

ser considerada se baseia na hidrólise do MHET pela adição de NaOH 5 M; entretanto, 

o MHET acumulado nas reações apenas com água alcalinizada também teria sido 

hidrolisado. Outro fator que poderia estar relacionado seria a influência dos íons 

provenientes do tampão na modulação do perfil catalítico da HiC sobre as etapas de 

hidrólise do polímero de PET até o monômero de TPA. Diferentes íons e suas 

concentrações podem afetar diretamente a estabilidade de proteínas em solução 

aquosa – conhecido como efeito Hofmeister – através de interações entres os íons e 

essas macromoléculas, como também com as moléculas de água, modulando assim 

a camada de solvatação/hidratação das proteínas (HOFMEISTER, 1888; KUNZ; 

HENLE; NINHAM, 2004; ZHANG; CREMER, 2006). A atividade catalítica e a estrutura 
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proteica também são afetadas pelo pH do sistema e suas variações, pois alteram as 

cargas globais das proteínas. Adicionalmente, diferentes íons também podem 

influenciar a ancoragem molecular da enzima em um substrato, interferindo na 

atividade catalítica. SCHMIDT et al. (2016) reportaram variações nas taxas de 

hidrólise de filmes de PET por duas cutinases utilizando diferentes tipos de tampões 

e variações nas suas concentrações, além de demonstrar a interferência de alguns 

tampões no ensaio de ancoragem, molecular entre o polímero de PET e as cutinases. 

Além dessas hipóteses, o nosso grupo de trabalho também observou em um 

experimento pontual uma intensa hidrólise do MHET na presença de tampão fosfato 

de sódio (200 mM; pH 7,0) em alta temperatura (62,6 °C) em apenas 24 horas, 

resultando em um perfil molar absoluto de TPA (dados não publicados). Isso também 

poderia estar ocorrendo nas reações de despolimerização utilizando o tampão Tris-

HCl em temperaturas altas. No entanto, outros estudos necessitam ser realizados 

para investigar essa modulação do sistema reacional sobre o perfil de fração molar da 

mistura.  

Por fim, uma análise mais profunda dever ser realizada para avaliar o custo-

benefício da mudança do tipo de sistema reacional e avaliar os custos para cada 

opção. 

 

  

5.6.  Estudo do efeito do tipo de alimentação de HiC na hidrólise de PET CPR 

em biorreatores 

 

O uso da estratégia de alimentação fracionada de enzima ao invés da alimentação 

completa no início das reações tem potencializado a performance de reações 
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hidrolíticas pela redução da desativação enzimática (SUGIHARTO et al., 2016). Com 

o intuito de investigar o modo de alimentação do biocatalisador durante a hidrólise de 

PET CPR, foi realizado um ensaio preliminar em biorreatores de agitação contínua 

Multifors 2 (Infors HT) que consistiu em duas estratégias de adição da enzima HiC 

(0,065 gproteína/gPET): (1) toda a carga enzimática foi adicionada no tempo inicial da 

reação, enquanto que (2) a carga enzimática foi fracionada em duas partes sendo a 

primeira adicionada no tempo inicial e a outra no meio tempo da reação (48 horas). 

As reações foram incubadas em paralelo por 96 horas a 50 °C. As concentrações dos 

produtos de hidrólise foram quantificadas por HPLC e, com estes valores, diferentes 

variáveis de respostas foram calculadas e estão dispostas na Tabela 13. 

 

Tabela 13. Resultados das variáveis de respostas correspondentes ao tipo de 

alimentação da enzima durante a hidrólise de PET CPR com HiC (0,065 gproteína/gPET) 

a 50 °C no final das reações (96 horas). As reações foram realizadas em tampão Tris-

HCl 397,3 mM pH 8,95. 

 

 

 

       Onde: x = Fração molar do analíto; 

 

A Figura 19 ilustra a liberação de TPA durante a hidrólise de PET CPR pelas duas 

estratégias de alimentação da carga enzimática. Foi observado que ambas as 

condições apresentaram um perfil de hidrólise muito similar. Na condição em que 

alimentada toda a carga de enzima no início da reação, a concentração máxima de 

TPA obtida foi 12670,46 μM em 96 horas com uma taxa de liberação 119,97 μM.h-1 

Adição de 
enzima 

Soma de produtos 
da reação (µM) 

χBHET χMHET χTPA 
Rendimento de 

TPA (%) 

100% 13818,26 0,000 0,083 0,917 2,25% 

50%/50% 11872,43 0,000 0,082 0,918 1,94% 
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(R² = 0,991). Já na estratégia em que a alimentação aconteceu de forma fracionada, 

o TPA atingiu uma concentração máxima de 10900,99 μM e taxa de liberação de 

107,570 μM.h-1 (R² = 0,996). Logo, foi observado que ao fracionar a carga enzimática 

na reação não surtiu uma diferença substancial, inclusive apresentando uma redução 

de 14% na concentração de TPA liberada. Em relação ao somatório dos produtos da 

hidrólise (Tabela 13), também foi observada a mesma magnitude de redução com a 

estratégia de alimentação fracionada.  

 

Figura 19. Progresso da concentração de TPA liberado pela hidrólise de PET CPR 

por HiC a 50 °C em reatores, comparando duas estratégias de alimentação de enzima: 

carga total de enzima (0,065 gproteína/gPET)  no início da reação (círculos) versus metade 

da carga total no início da reação e a outra metade em 48 hrs de reação (triângulos). 

As reações foram realizadas em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95) com 80,8 g/L de 

PET. 

 

Portanto, foi concluído que a condição estudada de fracionamento da alimentação 

de HiC não influenciou positivamente na reação de hidrólise do PET CPR para este 

tempo de reação. Além disso, pôde ser concluído através das curvas lineares de 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

0 20 40 60 80 100

C
o

n
c

e
n

tr
a

ç
ã

o
 d

e
 T

P
A

 (
µ

m
o

l/
L

)

Tempo de reação (horas)

100% 50%/50%



 

99 

 

liberação de TPA de ambas as condições que não houve perda de atividade 

enzimática pela temperatura ao longo da reação na condição com toda a carga de 

enzima adicionada inicialmente.  

No entanto, foi realizada a comparação destes parâmetros avaliados até 48 horas 

de reação a fim de comparar as diferenças na reação entre a condição padrão e a que 

continha apenas metade da carga de HiC. Na condição contendo 0,065 gproteína/gPET 

foi obtido o somatório de 5742,19 μM, concentração de TPA de 5267,35 μM e taxa de 

113,07 μM (R² = 0,998). Por outro lado, todos estes parâmetros foram relativamente 

superiores na condição com a metade desta carga, com somatório de produtos de 

6080,07 μM e concentração de TPA de 5851,52 μM com taxa de liberação de 117,54 

μM (R² = 0,993). Isso poderia estar ocorrendo por uma possível saturação da adsorção 

da HiC sobre o polímero de PET já com a metade da carga de enzima. Logo, estes 

resultados apontam que existe uma possibilidade de reduzir a carga enzimática e, 

então, esta variável ainda é passível de ser explorada. 

 

5.7. Estudo do efeito da redução da carga da enzima HiC na hidrólise de PET 

CPR 

 

Baseado nos resultados apresentados na seção anterior e visando a redução dos 

custos no processo de despolimerização de PET, foram realizados ensaios 

preliminares para estudar o efeito da redução de carga de HiC empregada na reação. 

Os experimentos foram conduzidos em tubo Falcon de 15 mL utilizando diferentes 

cargas enzimática (Tabela 7). Deste modo, os outros parâmetros otimizados foram 

mantidos e as reações foram incubadas em hibridizador a 62,6 °C por 14 dias. As 
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concentrações dos produtos de hidrólise foram quantificadas por HPLC e, com estes 

valores, diferentes variáveis de respostas foram calculadas e estão dispostas na 

Tabela 14. 

Tabela 14. Resultados das variáveis de respostas ao final das reações (14 dias) 

de hidrólise do PET CPR a 62,6 °C empregando diferentes reduções de carga da 

enzima. 

Onde: x = Fração molar do analíto; 

 

Analisando o somatório dos produtos liberados da hidrólise e o rendimento de TPA 

(Tabela 14), pôde ser observado que na reação com metade da carga de HiC obteve-

se uma concentração total de produtos de 97072,39 μM e rendimento de TPA de  

22,96%, representando um aumento de 16% e 20%, respectivamente, quando 

comparado com os resultados utilizando a carga padrão de HiC (0,065 gproteína/gPET). 

Estes dados corroboram com os resultados obtidos na seção 5.6, onde foi observado 

o aumento destes parâmetros com metade da carga de enzima padrão. Já quando a 

carga foi reduzida dez vezes, o somatório dos produtos (50839,18 μM) e o rendimento 

de TPA (11,99%) foram reduzidos em 39% e 27%, respectivamente, em relação a 

carga padrão. E por fim, na condição em que houve a redução de vinte vezes na carga 

de enzima, foi observado um impacto negativo de 74% (somatório da concentração 

dos analítos) e 73% (rendimento de TPA).  

Carga de 
enzima 

(gproteína/gPET) 

Redução da 
carga de enzima 

(%) 

Soma de produtos 
da reação (µM) 

χBHET χMHET χTPA 
Rendimento de 

TPA (%) 

0,065 Referência 83543,39 ± 5931,40 0,000 0,041 0,959 19,06% 

0,0325 50 97072,39 ± 1579,24 0,001 0,005 0,994 22,96% 

0,0065 90 50839,18 ± 2023,29 0,000 0,009 0,991 11,99% 

0,00325 95 21389,07 ± 3104,84 0,000 0,004 0,996 5,07% 
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A Figura 20 ilustra a concentração de TPA liberada ao longo da reação com as 

diferentes cargas de enzimas. Como a fração molar do TPA foi elevada e muito similar 

entre as condições (Tabela 14), as diferenças da concentração de TPA obtida entre 

as condições foram muito similares em relação às diferenças do somatório dos 

produtos liberados da hidrólise, conforme foram descritas anteriormente: aumento de 

20% (com 50% da carga) e reduções de 37  e 73% (com 10% e 5% de carga, 

respectivamente). 

Figura 20. Progresso da concentração de TPA liberada durante hidrólise de PET 

CPR por HiC a 62,6 °C reduzindo a carga enzimática padrão de 0,065 gproteína/gPET 

(quadrados) em 50% (losângos), 100% (círculos) e 500% (triângulos). As reações 

foram realizadas em tampão Tris-HCl 397 mM (pH 8,95) e com 80,8 g/L de PET e 

agitação de 25 rpm em hibridizador.  

 

No entanto, foi realizada uma padronização dos valores das concentrações finais 

do somatório de produtos liberados e, também, das concentrações de TPA pela 

massa de enzima empregada em cada condição reacional (Tabela 15). Desta forma, 

foi possível observar a influência de diferentes concentrações enzimáticas, isto é, das 
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cargas de enzima empregadas nas reações de hidrólise de PET CPR catalisada por 

HiC. Quando foram comparadas as concentrações dos somatórios dos analitos entre 

as condições testadas, curiosamente a maior concentração foi atingida com a carga 

de enzima de 0,0065 gproteína/gPET, resultando em um aumento de 6,3 vezes em relação 

a concentração obtida na condição padrão. Em seguida, as cargas de 0,00325 e 

0,0325 gproteína/gPET apresentaram um incremento de 5,3 e 2,4 vezes, respectivamente. 

Valores de incremento parecidos foram encontrados quando foram analisadas as 

concentrações de TPA, visto que estas também foram similares com o somatório dos 

analítos (Tabela 15). Embora os maiores valores de concentrações de TPA e do 

somatório de todos os analitos tenham sido atingidos com metade da carga de enzima 

padrão, a concentração de enzima presente na condição com 0,0065 gproteína/gPET 

(redução de 10 vezes) apresentou a maior atividade hidrolítica por grama de 

biocatalisador utilizado na despolimerização do PET CPR.  

 

Tabela 15. Concentrações finais do somatório de produtos de hidrólise e de TPA 

liberado obtidos por grama de enzima nos ensaios de hidrólise de PET CPR utilizando 

diferentes cargas da enzima HiC. As reações foram realizadas em tampão Tris-HCl 

397 mM (pH 8,95) e com 80,8 g/L de PET e agitação de 25 rpm em hibridizador a 62,6 

°C por 14 dias. 

 

 

Carga de 
enzima 

(gproteína/gPET) 

Redução da 
carga de enzima 

(%) 

Soma de produtos liberados 
por grama de HiC 

(mM/gproteína) 

Concentração de TPA liberado 
por g de HiC 
(mM/gproteína) 

0,065 Referência 1060,46 ± 75,29 1016,56 ± 71,42 

0,0325 50 2464,39 ± 40,09 2449,50 ± 44,09 

0,0065 90 6453,31 ± 256,83 6394,30 ± 258,18 

0,00325 95 5430,08 ± 788,23 5407,50 ± 787,68 
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6. CONCLUSÕES 

 

Neste estudo, foi comprovada a atuação de 10 hidrolases sobre o monômero 

precursor da síntese de PET, o BHET. Foi observado que a maioria das enzimas 

apresentou dificuldade em converter o BHET totalmente ao TPA (STPA = 0,019 ~ 

0,113), acumulando o MHET na reação. Apenas a lipase B de C. antarctica se 

destacou por realizar as duas etapas (STPA = 250), tornando este biocatalisador uma 

potencial opção para converter o BHET e MHET, acumulados nas reações na 

despolimerização de PET, ao TPA.  

Embora todas as enzimas tenham conseguido catalisar a hidrólise do BHET, 

apenas a cutinase de H. insolens foi eficiente em catalisar a hidrólise das cadeias 

poliméricas do PET. Além disso, foi observada a influência do grau de cristalinidade 

de diferentes substratos exercida sobre as reações de hidrólise enzimática. Outro fator 

determinante foi o aumento da temperatura para um valor próximo da Tg de PET, 

influenciando as características físico-químicas do polímero, assim como na atividade 

catalítica da HiC. 

Através da utilização de biorreatores para as reações, foi possível observar o efeito 

positivo que a agitação mecânica trouxe para o processo de hidrólise de PET pela 

HiC. Também foi observado que o controle de pH durante as reações é fundamental 

para promover maiores rendimentos de produtos de hidrólise.  

Os resultados obtidos neste trabalho estão entre os maiores rendimentos 

provenientes de reação de hidrólise enzimática de PET grau garrafa até o momento 

(rendimento de TPA de 23% em 14 dias) e demonstram o potencial que esta rota de 

reciclagem apresenta a fim de mitigar os impactos que o despejo deste polímero traz 
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ao meio ambiente, assim como fornecer uma economia no processo de fabricação do 

PET pela recuperação dos monômeros. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

▪ Realizar os ensaios em biorreatores deste estudo em que não foi 

empregada a temperatura ótima da reação de despolimerização de PET 

CPR por HiC.  

▪ Avaliar outras estratégias de adição fracionada de enzima combinada com 

a adição de substrato. 

▪ Avaliar o reuso da enzima nas reações consecutivas de despolimerização. 

▪ Avaliar a inibição da atividade da HiC pelo aumento da concentração dos 

produtos de hidrólise de PET. 

▪ Avaliar a fusão de acessórios proteicos à estrutura da enzima HiC que 

permita promover a maior adsorção da enzima a superfície do polímero. 

▪ Avaliar pré-tratamentos que permitam reduzir o grau de cristalinidade das 

partículas de PET antes da reação de despolimerização.  

▪ Avaliar a recuperação do TPA e EG no meio reacional ao final da 

despolimerização enzimática. 
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9. ANPÊNDICES 

Apêndice A - Artigo publicado em 2016 no periódico Process Biochemistry: “Lipase from Candida 

antarctica (CALB) and cutinase from Humicola insolens act synergistically for PET hydrolysis to 

terephthalic acid”. 
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Apêndice B - Artigo publicado em 2017 no periódico Journal of Industrial Microbiology & 

Biotechnology: “Screening of commercial enzymes for poly(ethylene terephthalate) (PET) hydrolysis 

and synergy studies on different substrate sources”. 
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