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Introducio

S enzimas sdo proteinas

dotadas de propriedades

especiais, estando presen-

tes em todos os sistemas
biologicos, onde exercem diversas fun-
coes, acelerando reacdes entre com-
ponentes quimicos. A isSo se chama
atividade catalitica das enzimas. Elas
produzidas pelos organismos vivos e,
quando degradadas, sao reaproveita-
das como aminodcidos. Agem em ma-
térias-primas renovaveis, como frutos,
cereais, leite, gorduras, carne, algodao,
couro e madeira. Sendo originalmente
produzidas para atuar em células vivas,
mantém usualmente sua atividade em
pressoes atmosféricas e em condicoes
moderadas de temperatura e pH. Como
proteinas, as enzimas sao passiveis de
desnaturacao (perda da atividade), por

agentes quimicos e fisicos. A maioria
delas possuium rendimento maximo a
temperaturas de 302 a 70JC e em pH
aproximadamente neutro, havendo,
entretanto, grandes variacdes entre as
diversas enzimas (Crueger & Crueger,
1984; Falch, 1991; Godfrey, 1996).
Os detergentes modernos apresen-
tam um espectro de acio e de utiliza-
¢ao bastante amplo, havendo, conse-
qientemente, necessidade de especi-
alizacao das formulacoes. A principal
vantagem da formula¢io de detergen-
tes que contenha enzimas € a substitui-
¢ao de produtos causticos, acidos e
solventes toxicos, que agridem o meio
ambiente e que provocam o desgaste
de materiais e de instrumentos. O uso
diversificado das enzimas deve-se a
sua caracteristica de atuar como bioca-
talisadores especializados. As enzimas
adicionadas as formulacoes de deter-
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Figura 1 - Teste de atividade utilizando azocaseina 2% (m/v) como
substrato, realizado nos produtos “A”, “B” e “C”. O ensaio foi realizado em
quintuplicata, sendo mostrado o seu desvio padrio. A atividade
proteolitica foi expressa como AOD/mL.h. A absorbancia do
sobrenadante foi lida em espectrofotometro em A de 440 nm.

* Estatisticamente significativo, teste de Tukey 0=0,05
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Figura 2 - Teste de atividade amilolitica realizada nos produtos “A”, “B” e
“C”. O ensaio foi realizado em quintuplicata, sendo mostrado o seu desvio
padrio. A atividade amilolitica foi expressa em Unidades Internacionais
(U.1) por mL.min. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em A de
550 nm.* Estatisticamente significativo, teste de Tukey a=0,05

gentes de uso hospitalar, doméstico e
industrial agem digerindo e dissolven-
do residuos organicos (sangue, fezes,
urina, vOmitos, manchas diversas), hi-
gienizando as partes externas e inter-
nas de instrumentos cirargicos, deso-
bstruindo canais com residuos e coagu-
lados, eliminando residuos fecais dos
canais e superficies dos fibroscopios e
removendo contaminantes da roupa-
ria hospitalar (Godfrey, 1996)

Os principais tipos de enzimas uti-
lizadas nessa industria incluem: a) ami-
lases —degradam amido e outros glici-
dios de carboidratos; b) proteases —
degradam ligacoes peptidicas; ¢) lipa-
ses—degradam lipideos; d) celulases -
degradam celulose (Bon, 1995).

A preocupacgao crescente com o
ambiente € outro fator que tem levado
os fabricantes a reavaliar as formula-
coes ja existentes. Nas formulacoes
mais recentemente utilizadas, muitos
ingredientes improprios, até entio
empregados, foram substituidos por
enzimas, mantendo o mesmo desem-
penho dos antigos produtos. As enzi-
mas como principios ativos dos deter-
gentes apresentam a grande vanta-
gemde ser 100% biodegradaveis. Uma
nova geracao de detergentes sem fos-
fato e sem cloro alvejante, contendo
apenas uma mistura de enzimas, com
formulacao mais segura e menos caus-
tica, foi introduzida na Europa h varios

anos. O uso de enzimas, em particular
as amilases, em processos industriais,
satisfaz as exigéncias das normas de
ISO 14000 de baixo impacto ambien-
tal, além da reducao de gastos energé-
ticos associados ao aumento da quali-
dade do produto (Bon, 1995). As pro-
jecodes indicam que combinagoes vari-
adas de misturas de enzimas venhama
substituir, cada vez mais, os ingredien-
tes menos aceitaveis do ponto de vista
ambiental, nas formulacoes de deter-
gentes. Um exemplo estd na fabrica-
cao de detergentes de maquinas de
lavar lougas automaticas, no mercado
europeu. A substituicao de muitos dos
ingredientes que agrediam o meio
ambiente por enzimas tornou possivel
a manuten¢ao do mesmo desempe-
nho (Novozyme, 2000).

Estes exemplos ilustram a capaci-
dade tecnologica das enzimas para
solucionar uma variedade de proble-
mas ambientais. S20 muitos os princi-
pais beneficios da utilizacao de enzi-
mas nesse processo, entre eles: atuam
em temperaturas e condi¢coes fisicas
moderadas substituindo solventes or-
ganicos, e em muitas condi¢coes seve-
ras, reduzindo o gasto energético e
eliminando a poluicao ambiental; s2o
altamente especificas, o que significa
menos efeitos indesejiveis e nao libe-
racio de produtos intermediarios im-
proprios durante o processo de sua

utilizac2o; podem ser utilizadas para
o tratamento de residuos em dejetos
biolégicos, inclusive em grandes vo-
lumes e sao totalmente biodegrada-
veis (Novozyme, 2000).

No inicio do século XX, Rohm
(1913), desenvolveu o primeiro mé-
todo de lavagem de tecidos com
detergentes que continham enzimas,
fabricandoa primeira formula¢ao des-
ses detergentes. A empresa de Rohm
patenteou o produto em 1913 e a
preparacgao foi comercializada até os
anos sessenta. A formulacio do pro-
duto baseava-se na tripsina, uma en-
zima digestiva produzida no pancre-
as de mamiferos. O produto nao ob-
teve grande sucesso, pois a tripsina
nio era suficientemente ativa em
liquidos fortemente alcalinos (pH
maior que 9,0), obtidos pela diluicao
do detergente (Bon, 1995).

Em 1959, ocorreu um desenvolvi-
mento marcante na industria de de-
tergentes. O quimico suico Jaag, que
trabalhou paraa companhia de deter-
gentes Gebruder Schnyder, em Biel,
na Suica, desenvolveu um produto
novo denominado Bio 40, que con-
tinha uma protease bacteriana em
substituicao a tripsina. Embora a pro-
tease bacteriana fosse mais adequada
ao proposito industrial, esse ainda
nio era o produto ideal. Em 1962, a
empresa Novo Nordisk lancou no
mercado um produto denominado
Alcalase®. A acio dessa protease al-
calina obtida de microrganismos nao
era afetada por outros componentes
do detergente e era eficaz nas tem-
peraturas desejadas (Novozyme,
2000).

O primeiro grande sucesso de
“marketing” de um detergente for-
mulado com enzimas foi o Biotex,
que continha Alcalase® e foi produzi-
do pela KORTMAN & SCHULTE (atu-
almente Kortman Intradal) em cola-
borac¢io com Gebrider Schnyder. O
sucesso desse produto marcou uma
real inovacao na utilizacio de enzi-
mas em detergentes a partir de entao
(Novozyme, 2000).

O uso de enzimas para propositos
industriais progrediu rapidamente
apos 1965, devido, principalmente,
ao uso crescente de diferentes enzi-
mas em detergentes. Entretanto, hou-
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ve um retrocesso temporario no inicio
da década de setenta, quando se ave-
riguou que as enzimas poderiam cau-
sar reacoes alérgicas (Novozyme,
2000).

Por iniciativa do “Food and Drug
Administration” (FDA), a “National
Academy of Science” (NAS), efetuou
uma ampla investigacio sobre esse
assunto. A NAS, em seu relatério de
1971, concluiu que as enzimas presen-
tes nas formulacoes de detergentes
nao s6 sao inofensivas aos consumido-
res, como também proporcionam van-
tagens tecnologicas definidas a induas-
tria. Os produtores de detergentes sio
hoje os maiores consumidores de enzi-
mas industriais. Por isso, constante-
mente, estio sendo desenvolvidos
novos produtos contendo novas enzi-
mas e novas formulacoes com tal fina-
lidade. A principal e mais recente ino-
vagao nesse campo foi a introdugio,
em 1988, de uma formulacio com
lipase (Novozyme, 2000).

Como mencionamos acima, as en-
zimas mais utilizadas em formulacoes
de detergentes sao as amilases, prote-
ases, lipases e celulases.

Asamilases, produzidas na glandula
salivar e no pancreas de varios mami-
feros e também produzidos por fungos
e bactérias sao hidrolases capazes de
degradar especificamente as ligacoes
glicosidicas do amido (amilose, amilo-
pectina) e de seus produtos de degra-
dacao (maltodextrinas) até o estigio
de oligossacarideos. Saio amplamente
distribuidas na natureza, onde partici-
pam em varios processos biolégicos
tais como a digestao de alimentos por
animais e microrganismos, € na germi-
nacio e maturacao de graos. Sio tam-
bém empregadas em outros segmen-
tos industriais, para despolimerizacio
controlada do amido, originando subs-
tratos importantes em processos fer-
mentativos, e na preparac¢ao de xaro-
pes de glicose, maltose ou mistos;
panificacao; cervejaria; e producao de
etanol. Na formulacio de detergentes,
sao utilizadas para a remocao de resi-
duos insoltveis de alimentos ricos em
amido pela degradacao de oligossaca-
rideos, tornando-os soltveis e, portan-
to, facilmente removiveis (Hopkins,
1946; Fogarty & Kelly, 1980; Cornelis,
1987; Vihinen & Mantsala, 1989; Mora-

es, 1993; Chuzel & Cereda, 1995).

As proteases sao as enzimas mais
utilizadas na indastria de detergentes
para a remocao de residuos protéicos
ou proteinas, como sangue, manchas
de ovo, suor humano, entre outros.
Esse grupo incluiuma larga variedade
de enzimas que clivam ligacoes pepti-
dicas em substratos menores (pepti-
deos) ou maiores (proteinas), atuando
na por¢ao central dos substratos pro-
téicos (endopeptidases) ou nas por-
coes externas (exopeptidases). O gru-
po mais comumente empregado na
industria de detergentes € o das endo-
peptidases de especificidade nao res-
trita, as quais degradam substratos pro-
téicos a peptideos soliveis. Tais enzi-
mas provém de varias fontes (North,
1984; Perona & Craik,1995).

Lipases sao enzimas que hidrolisam
as ligacoes éster das gorduras, produ-
zindo 4lcoois e dcidos graxos (Bon,
1995).

A celulase utilizada em detergentes
enzimaticos traz ao produto proprie-
dades que possibilitam a modificacio
da estrutura de fibras de celulose en-
contradas no algodao. Quando esse
complexo ¢ adicionado a um deter-
gente mantém a vivacidade das cores
com um efeito amaciante, provavel-
mente devido a remocado das microfi-
bras (Wainwright,1990; Peberdy,1994).

Apesar dos detergentes enzimati-
cosja serem utilizados ha muitos anos,
0 seu uso no Brasil é mais recente.
Comoas enzimas possuem acao direta
sobre determinada substancia, deve-
mos considera-la como uma substancia
ativa em uma formulacdo. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVI-
SA define ingrediente ativo como: “In-
grediente ativo ou principio ativo -
substincia presente na formulagao para
conferir eficicia ao produto, segundo
sua destinacao” (ANVISA, 2001). Os
ativos quimicos sao definidos em per-
centual, massa ou volume. Em uma
formulacao contendo enzimas nao se
deve especificar concentracao enzi-
matica dessa forma, visto que esses
produtos sao freqiientemente consti-
tuidos de misturas heterogéneas de
diversas proteinas, além de serem pas-
siveis de sofrerem indmeras interfe-
réncias, alterando, assim, sua atividade
enzimdtica. Além disso, uma parte da
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quantidade de enzima pode estar pre-
sente na preparacio, mas inativada ou
desnaturada, ou seja, parcialmente des-
provida da sua atividade original. Ou-
tros fatores presentes na formulaciao
final do produto também podem pro-
vocar uma diminuicdo da atividade
enzimatica.

Devidoa essas dificuldades, desde
1961 a “ENZYME COMMISSION” da
“International Union of Biochemistry
and Molecular Biology TUBMB)”, jun-
tamente com a “International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC)”,
vem editando as recomendagoes para
a definicio do conceito de atividade
enzimatica. Essas recomendacoes tém
o cariter de Convencio Internacional
e inclui o Brasil como signatario. Essa
definicdo indica que a concentracio
enzimatica em uma formulacao deve
ser definida nio em termos de volume
ou massa e sim da sua atividade enzi-
matica expressa em U.I. (UNIDADES
INTERNACIONAIS). Uma UL éaquan-
tidade de enzima capaz de catalisara
transformagio de um micromol do subs-
trato ou produzir um micromol de
produto, porum determinado periodo
de tempo em condicoes padroes. Essa
forma de determinacao € precisa quan-
do se trata de substratos bem definidos
e baseados em uma padronizacio e
possibilita perfeitas compara¢des en-
tre diferentes formulacoes (IUBMB,
1992).

Alternativamente, quando se trata
de reacdes mais complexas, onde os
substratos ou 0s produtos s20 menos
definidos, como as proteases, a “EN-
ZYME COMMISSION” recomenda a
adocao de critérios quantitativos para
definira unidade enzimatica, levando
sempre em considera¢io a necessida-
de de identificara acao catalitica tipica
da enzima, igualmente em condi¢des
padronizadas de ensaio ITUBMB, 1992).

O objetivo deste trabalho ¢ de-
monstrar experimentalmente que as
definicoes utilizadas pelo “ENZYME
COMMISSION” sao as mais adequadas
e precisas para a comparacio dos va-
rios detergentes enzimaticos comerci-
alizados no Brasil. Em um ensaio no
qual foram utilizadas trés formulacoes
de detergentes enzimaticos encontra-
dos no mercado, as atividades enzima-
ticas de protease e amilase foram de-



terminadas e comparadas. O deter-
gente “A” continha em sua formulacio
amilase, protease e lipase, todas defi-
nidas em percentual; os detergentes
“B” e “C” continham amilase, protease,
lipase e carboidrase, também definidas
em percentual. Convém salientar que
a carboidrase é uma nomenclatura que
engloba um grupo de enzimas capa-
zes de hidrolisar ligacdes de carboidra-
tos. Esse termo utilizado na rotulagem
de um detergente niao € apropriado,
visto que as amilases e as celulases s2o,
por definicio, carboidrases.

Material e métodos

Determinacio da atividade de
protease - A determinac¢io da ativida-
de protedsica dos diversos detergen-
tes foi realizada utilizando-se azocase-
ina 2% (m/v) como substrato. Nesse
ensaio de atividade proteolitica, a ativi-
dade foi expressa como AOD.mL".h™.

Para o ensaio foi utilizada uma mis-
tura de reacao que continha: 0,1 mLde
substrato, 0,1 mL de amostra enzimati-
ca e 0,2 mL de tampao fosfato 50 mM
pH 8,0. Os tubos foram incubados a
50°C por quinze minutos. Transcorrido
otempo de incubagio, foramadiciona-
dos 0,8 mL de 4cido tricloroacético
20% a cada amostra. Para o branco da
reacio foiutilizado 0,1 mL de substra-
to, 0,8 mL de acido tricloroacético 20%,
0,1 mL de amostra enzimatica e 0,2 mL
de tampao fosfato 50 mM pH 8,0.
Todos os tubos foram resfriados e cen-
trifugados por cinco minutos a 13.000
X gem centrifuga Eppendorf. Os en-
saios comas amostras foram realizados
em quintuplicata, utilizando-se um
branco para cada amostra. A atividade
protedsica foi estimada a partir da lei-
tura em espectrofotdbmetro (A 400 nm)
do sobrenadante da reaciio (Sangortin
et al., 2001).

Determinacio da atividade de
amilase - A determinacio da atividade
amilolitica foi realizada utilizando-se
amido soltvel a 1% (m/v) como subs-
trato. Nesse ensaio, a atividade foi
expressa em U.L. Para o ensaio foi
utilizada a mistura de reacao contendo
100 YL de amostra; 300 UL de tampao
citrato de s6dio S0 mM pH 6,0 € 200 L
de substrato. Para o branco da amostra,
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Figura 3 - Teste de atividade lipasica realizada nos produtos “A”, “B” e
“C”. O ensaio foi realizado em quintuplicata, sendo mostrado o seu desvio
padrio. A atividade lipasica foi expressa em Unidades Internacionais (U.1.)
por mL.h. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro em A de 410 nm.

* Estatisticamente significativo, teste de Tukey 0=0,05

foram utilizados 100 pPL de amostra,
300 YL de tampao citrato de s6dio 50
mM pH 6,0 e 200 UL de H,O destilada.
Ostubos foram incubados a 422 C por
quinze minutos. Transcorrido o tempo
de incubacao, foram adicionados 1,5
mL do reagente contendo dcido dini-
trosalicilico.

Asamostras foram incubadas a 96°C
por cinco minutos. Os tubos foram
resfriados e adicionados 17,9-mL de
H,0O destilada. Todos os tubos foram
homogeneizados. Os ensaios com as
amostras foram realizados em quintu-
plicata, utilizando-se um branco para
cada amostra. A leitura da atividade
amilolitica foi realizada em espectrofo-
tometro (A 550 nm). O reagente DNS
contém 3,53 gde dcido 3,5-dinitrossa-
licilico e 6,0 g de hidroxido de sédio
em 472 mLde dgua destilada, acresci-
do de 102 g de tartarato duplo de
sodio e potassio, 2,53 mL de fenol e
2,76 gde metabissulfito de sédio (Sum-
mer, 1929: in Fuwa,1954).

Determinacio da atividade de
lipase - A determinacio da atividade
lipasica foi realizada utilizando-se p-
nitrofenil palmitato 3mg.mL" em iso-
propanol como substrato. Nesse en-
saio, a atividade foi expressa em U.E.
(1U =1 pmolliberado de p-nitrofenol).
Para o ensaio foi utilizada a mistura de
reacdo contendo 900 UL de emulsao e
100 UL de amostra. A emulsao continha

1 mL de substrato e 9 mL de solucao
emulsionante, constituida de 2 g de
Triton X-100, 0,5 g de goma ardbica e
450 mL de tampao Tris-HCI 50 mM pH
8,0. Para o branco da amostra, foram
utilizados 100 PL de amostra, 900 pL de
emulsio, sendoa reacio lida imediata-
mente em espectrofotdmetro. Os tu-
bos de amostra foram incubados a 40°
C por trinta minutos. A leitura da ativi-
dade lipasica foi realizada em espec-
trofotdmetro (A 410 nm). Os ensaios
com as amostras foram realizados em
quintuplicata, utilizando-se um branco
para cada amostra (Beisson et al.,
2000).

A anilise estatistica foi realizada
utilizando-se andlise de variancia com
umalfa de 0,05. Para se verificar quais
os detergentes que diferiam, foi utiliza-
do o teste de Tukey (Berquo, 1981).

Resultados e discussio

Trés detergentes enzimaticos co-
mercializados no Brasil foram utiliza-
dos para os experimentos. Apés a
analise enzimatica, em relacdo a sua
atividade protedsica, para o produto
“A” foi encontrado um valor médio de
20,99+0,36 U.E.mL".h"; no produto
“B” foi determinada uma atividade
enzimatica média de 26,52+0,28
U.E.mL".h';noproduto “C”, 25,5+0,21
U.E.mL™".h"; conforme pode ser verifi-
cado na Figura 1. Foi constatada uma
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diferenca estatisticamente significati-
va entre os detergentes, através da
analise de variancia, utilizando-se o de
0,05. Através do teste de Tukey, en-
contramos diferenca estatisticamente
significativa no produto “A”comparado
com os outros dois. Entre o produto “B”
e “C’nao houve diferenca estatistica-
mente significativa. O ensaio utilizado
paraadeterminacao da atividade ami-
lolitica apresentou diferenca estatisti-
camente significativa entre os trés de-
tergentes testados. No produto “A” foi
encontrado um valor médio de
1,187+0,057 U.I.mL'h' e de
1,487+0,047 U.I.mL'h'; e de
1,997+0,031 U.IL.mL"'.h'para os pro-
dutos “B” e “C”, conforme pode ser
observado na Figura 2. Através do
teste de Tukey, pode-se verificar que
astrés formulacdes apresentaram con-
centracOes estatisticamente diferentes
entre elas. O ensaio utilizado para a
determinacio da atividade lipasica
apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os detergentes tes-
tados. No produto “A” foi encontrado
um valor médio de 0,0573+0,0024
U.ImLLh?'; ede0,384+0,012 U.I.mL
Lh'e 0,663+0,0115 ULmL".h" para
os produtos “B” e “C”, conforme pode
ser observado na Figura 3. Através do
teste de Tukey, pode-se verificar que
astrés formulagoes apresentaram con-
centracoes estatisticamente diferentes
entre elas para um o de 0,05.

Os resultados obtidos nesse traba-
lho explicitam a necessidade de uma
reformulaciao nos rétulos dos deter-
gentes enzimaticos no que diz respei-
toa quantidade de enzimas presentes
na sua formulacio. O fato de os deter-
gentes “A”, “B” e “C” apresentarem em
seus rotulos percentagens que variam
de 15% a 0,25% na constituicao das
formulacoes, isto ndo resulta em uma
atividade enzimdtica proporcional, o
que, na pratica, vale dizer que apre-
sentam uma variacio no rendimento.
Ap6s esses ensaios, podemos verificar
que as enzimas utilizadas como princi-
pios ativos dos detergentes enzimati-
cos, por serem moléculas biologicas de
origem protéica, estdo sujeitas a varia-
coes devido a varios fatores. Dessa
forma, poderemos encontrar trés de-
tergentes enzimaticos que contenham
em sua rotulagem o mesmo percentu-

al de uma determinada enzima e a
mesma apresentar diferentes ativida-
des enzimaticas, como foi observado
com relagiao a protease na formulacio
“A”e”C”.Jaaformulacio “A” apresen-
ta em sua rotulagem uma concentra-
cdo dez vezes superior as primeiras.
Nessa formula¢io, consta uma concen-
tracio de 15%. Isso significa a presenca
de 150 g de protease por litro de
detergente, fato este biologicamente
improvavel, pois nao estaria totalmen-
te solivel. Para as outras duas enzimas
também encontramos concentragoes
semelhantes com atividades diferen-
tes. Concluimos, portanto, que a quan-
tificacao dos principios ativos enzima-
ticos em formulacoes de detergentes
deve ser expressa em atividade enzi-
matica, conforme determinacio da
“ENZYME COMMISSION”. Falta em
nosso pais uma regulamentacio espe-
cifica para a padroniza¢iao da rotula-
gem dos detergentes enzimaticos. As-
sim que essa regulamentacio estiver
em pratica, uma comparacio real e
precisa dos diferentes produtos sera
possibilitada aos consumidores.
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