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MHETase

Uma Enzima Fundamental para a Biodegradacao do
Plastico

Catarina Ferreira, Pedro A. Fernandes, Maria Jodo Ramos

Universidade do Porto

A poluicao provocada pelo uso exagerado de plastico, mais concretamente do PET (polie-
tileno de tereftalato), é um dos problemas ambientais mais importantes nos dias de hoje,
afetando o mundo inteiro. Varios estudos foram realizados para contornar este problema,
tendo sido obtidos resultados inovadores através do isolamento de uma bactéria denomi-
nada Ideionella sakaiensis que, na presenca de PET, secreta duas enzimas hidrolases, a
PETase e a MHETase, que revertem o PET aos mondmeros a partir dos quais ele foi fabrica-
do. Estas duas enzimas revelaram-se extraordinariamente importantes para a biodegrada-

¢ao do PET. Neste artigo analisa-se a estrutura de uma delas — a MHETase.

Os plasticos, devido as suas extraordinarias caracteristicas como leveza, prego baixo,
facil e rapida producdo, impermeabilidade, maleabilidade e transparéncia, tornaram-se
uma parte integral da vida do ser humano e tém sido usados de uma forma crescente,
em inUmeras areas, tais como o fabrico de embalagens e na industria téxtil. Contudo, os
plasticos tém uma elevada resisténcia a degradagdo devido a auséncia ou baixa ativida-
de das enzimas catabdlicas dos microorganismos que os poderiam degradar! e, por isso,
permanecem durante quatro-cinco séculos nos diversos ecossistemas — se o autor da
grande obra Lusiadas, Luis de Camdes, tivesse langado uma garrafa de PET ao mar, ela
ainda estaria presente a flutuar nos dias de hoje! Desta forma, cria-se assim o problema
da poluicdo dos plasticos. Neste trabalho, considera-se um plastico sintético particular,
o PET (polietileno de tereftalato), um dos termoplasticos mais utilizados, devido as suas
extraordinarias caracteristicas mecanicas, térmicas, elétricas e quimicas. Este plastico
¢ sintetizado pela policondensacio de 4cido tereftalico (TPA) e etilenoglicol (EG), ambos
derivados do petroleo bruto. Esta reagdo tem lugar conforme evidenciado na FIGURA 1. E
de notar que “n", nessa reagio indica a presenca de um polimero, ou seja sdo necessarios

n mondmeros para obtenc3do do polimero PET.

FIGURA 1. Reacdo de sintese do PET.
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Obtém-se assim um polimero que cristaliza, devido a sua estabilidade quimica e estru-
tural, podendo encontrar-se num estado amorfo ou cristalino. As garrafas constituidas por
este tipo de plastico possuem alta cristalinidade, o que traduz uma dificuldade acrescida
das enzimas para o biodegradar, pois o material apresenta cadeias poliméricas mais para-
lelas e compactamente organizadas?.

A biodegradacgdo do PET é uma potencial estratégia para contornar o problema da po-
luicdo causada pelo PET. Foram ja obtidos resultados inovadores usando técnicas de bio-
degradagdo com bactérias que usam o PET como a sua principal fonte de carbono, que
posteriormente, sera usada para o seu crescimento?.

Esta metodologia baseia-se na capacidade catalitica de bactérias particulares para cli-
var as ligag6es do polimero em estudo®, mais concretamente, as ligacdes tipo éster, pre-
sentes no PET, usando hidrélise enzimatica, aguando ocupacéo da superficie do material
em questdo. As bactérias tém, na sua constituicdo, varias enzimas (catalisadores biold-
gicos) que servem para sintetizar e para degradar, de forma rapida, os compostos quimi-
cos necessarios ao seu funcionamento*. Na bactéria Ideonella Sakaiensis em especifico,
qguando cultivada em PET, detetam-se duas enzimas, a PETase e MHETase, ambas do tipo
protease serina, que demonstram atividade na degradacao do PET. A PETase apresenta
um dominio o/ — hidrolase, e converte PET em MHET (mono-2-hidroxetil tereftalato)*.
Por outro lado, a MHETase apresenta um dominio como a PETase, ou seja, apresenta um
dominio a/f — hidrolase, tipico de uma protease serina, mas também apresenta um do-

minio tampa.

FIGURA 2. Estrutura dos constituintes presentes na biodegradacao do PET. Reproduzido de Berselli, A., M.J. Ramos, and
M.C. Menziani, Novel Pet-Degrading Enzymes: Structure-Function from a Computational Perspective. Chembiochem,
2021, com permissao®.

A MHETase ainda hidrolisa subsequentemente o MHET, produto fundamental da hidroli-
se do PET pela PETase, em &cido tereftalico (TPA) e etileno glicol (EG)S, que sdo os mono-
meros a partir dos quais o plastico PET se produz. Posteriormente, estes mondmeros, pelo
processo contrario ao da degradagdo enzimatica, poderdo conseguir originar novamente
PET, reciclando o material usado (FIGURA 2).

A PETase e a MHETase participam na catalise de reagdes idénticas, mas em regi6es dis-
tintas. O conhecimento atual sugere um mecanismo em que a PETase, extracelular, hidro-
lisa o PET, sendo MHET o principal produto. Este é posteriormente transportado, através
de uma proteina de membrana (por exemplo uma porina), até ao espaco periplasmatico
da bactéria em estudo, I.sakaiensis, onde a MHETase, presente na membrana externa o
hidrolisa, convertendo-o nos produtos ja mencionados, ou seja, acido tereftalico e etileno
glicol. Por ultimo, estes produtos sao levados para o citoplasma, onde sdo metabolizados®.

Através da FIGURA 3A) consegue-se observar que a MHETase representada a azul escu-

ro, € um monomero. A roxo é possivel visualizar o ido Ca?* no canto superior esquerdo e o
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ligando benzoato (BEZ), um composto anélogo ao substrato, representado no centro. Na
FIGURA 3B) é possivel observar o centro ativo da enzima com o ligando benzoato, colorido
a roxo; a triade catalitica, constituida pelos residuos Ser225, His528 e Asp492, e a ligagcao

dissulfureto que faz parte do centro ativo, e constituida pelos residuos Cys224 e Cys529.

A) B)

FIGURA 3. A) Representag@o da estrutura da MHETase (PDB:6QZ3), complexada com os ligandos, benzoato (BEZ) e
Ca’. B) Detalhe do centro ativo da enzima, realgando o benzoato, a triade catalitica e a ligagao dissulfureto presente
nesta zona.

Esta enzima é constituida por dois dominios, um dominio catalitico que adota o enrola-
mento de uma o/f — hidrolase tipica das hidrolases serina e um extenso dominio tampa.
Este dominio é constituido por 7 folhas beta e por 15 hélices alfa. No caso do dominio de
tampa, este é constituido pelos residuos 254 - 468, de um total de 603 residuos que estdo
presentes na estrutura completa da MHETase. Este dominio encontra-se representado a
laranja na FIGURA 4. O dominio catalitico esta representado a verde na FIGURA 4.

FIGURA 4. Representagao dos dominios presentes na MHETase, mais concretamente do dominio catalitico (a verde) e
do dominio de tampa (a laranja).

Ao contrério da PETase, estudos indicam que a MHETase se liga melhor e mais fortemen-
te ao substrato, devido a presenga do dominio de tampa. Um dos residuos importantes para
este aspeto é a Phe415, que tem um papel fundamental na entrada do substrato. Na estru-

tura da MHETase sem o ligando MHET, o residuo Phe415 aponta para fora do centro ativo,
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permitindo assim a entrada do substrato. A associagdo com o ligando MHET vai provocar
uma rotagdo de 180° da cadeia lateral daquele residuo de aminoéacido, fechando assim o
centro ativo e consolidando a interacao®.

A poluigdo provocada pelo plastico € uma ameacga para o ser humano e para a susten-
tabilidade do planeta e, por isso, é urgente arranjar uma solucao eficaz e ecologicamente
correta para tratar este problema. Ja existem alguns métodos de degradagao de plastico,
por exemplo, reciclagem quimica e fisica. Contudo, estes tém consumos energéticos ele-
vados, necessitam de temperaturas muito elevadas, produzindo consequentemente quan-
tidades enormes de didxidos de carbono. Além disso, sdo processos dispendiosos, o que
nao é de todo uma opgéo viavel e sustentavel do ponto de vista econdmico a longo prazo’.
A solugdo aqui apresentada parece ser uma 6tima opgdo na medida em que se consegue,
para além de degradar o PET nos seus mondmeros, produzi-lo forma sustentavel. A estru-
tura da MHETase tem um papel fundamental na compreensao do mecanismo de degrada-
¢do do PET. No entanto, é ainda necessario realizar muito trabalho sobre esta alternativa,
de forma a provar e tornar este mecanismo de duas enzimas uma alternativa viavel para

processos de larga escala.
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