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Introdução

s enzimas são proteínas
dotadas de propriedades
especiais, estandopresen-
tes em todos os sistemas

biológicos,ondeexercemdiversas fun-
ções, acelerando reações entre com-
ponentes químicos. A isSo se chama
atividade catalítica das enzimas. Elas
produzidas pelos organismos vivos e,
quandodegradadas, são reaproveita-
das comoaminoácidos.Agememma-
térias-primas renováveis, como frutos,
cereais, leite,gorduras, carne,algodão,
couroemadeira. Sendooriginalmente
produzidasparaatuaremcélulasvivas,
mantêmusualmente sua atividadeem
pressões atmosféricas e emcondições
moderadasdetemperaturaepH.Como
proteínas, as enzimas sãopassíveis de
desnaturação(perdadaatividade),por

agentes químicos e físicos. A maioria
delaspossuiumrendimentomáximoa
temperaturas de 30º a 70�C e em pH
aproximadamente neutro, havendo,
entretanto, grandes variações entre as
diversas enzimas (Crueger&Crueger,
1984; Falch, 1991; Godfrey, 1996).

Osdetergentesmodernosapresen-
tam um espectro de ação e de utiliza-
ção bastante amplo, havendo, conse-
qüentemente, necessidadedeespeci-
alizaçãodas formulações. Aprincipal
vantagemda formulaçãodedetergen-
tesquecontenhaenzimaséasubstitui-
ção de produtos cáusticos, ácidos e
solventes tóxicos,queagridemomeio
ambiente e que provocamodesgaste
demateriais e de instrumentos.Ouso
diversificado das enzimas deve-se à
suacaracterísticadeatuar comobioca-
talisadoresespecializados.Asenzimas
adicionadas às formulações de deter-

Figura 1 - Teste de atividade utilizando azocaseína 2% (m/v) como
substrato, realizado nos produtos �A�, �B� e �C�. O ensaio foi realizado em
quintuplicata, sendomostrado o seu desvio padrão. A atividade
proteolítica foi expressa como∆OD/mL.h. A absorbância do
sobrenadante foi lida em espectrofotômetro em λ de 440 nm.
* Estatisticamente significativo, teste de Tukey α=0,05
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gentes deusohospitalar, doméstico e
industrial agemdigerindoedissolven-
do resíduosorgânicos (sangue, fezes,
urina, vômitos,manchasdiversas), hi-
gienizando as partes externas e inter-
nas de instrumentos cirúrgicos, deso-
bstruindocanaiscomresíduosecoagu-
lados, eliminando resíduos fecais dos
canais e superfíciesdos fibroscópios e
removendo contaminantes da roupa-
ria hospitalar (Godfrey, 1996)

Osprincipais tiposdeenzimasuti-
lizadasnessa indústria incluem:a)ami-
lases �degradamamidoeoutros glicí-
dios de carboidratos; b) proteases �
degradam ligaçõespeptídicas; c) lipa-
ses �degradam lipídeos; d) celulases -
degradamcelulose (Bon, 1995).

A preocupação crescente com o
ambienteéoutro fatorque tem levado
os fabricantes a reavaliar as formula-
ções já existentes. Nas formulações
mais recentemente utilizadas, muitos
ingredientes impróprios, até então
empregados, foram substituídos por
enzimas,mantendoomesmodesem-
penho dos antigos produtos. As enzi-
mas comoprincípios ativosdosdeter-
gentes apresentam a grande vanta-
gemdeser100%biodegradáveis.Uma
nova geraçãodedetergentes sem fos-
fato e sem cloro alvejante, contendo
apenas umamistura de enzimas, com
formulaçãomais seguraemenoscáus-
tica, foi introduzidanaEuropahávários

anos.Ousodeenzimas, emparticular
as amilases, emprocessos industriais,
satisfaz as exigências das normas de
ISO 14000 de baixo impacto ambien-
tal, alémda reduçãodegastos energé-
ticos associados ao aumentodaquali-
dadedoproduto (Bon, 1995). As pro-
jeções indicamquecombinaçõesvari-
adasdemisturasdeenzimasvenhama
substituir, cadavezmais,os ingredien-
tesmenosaceitáveis dopontodevista
ambiental, nas formulações de deter-
gentes. Um exemplo está na fabrica-
ção de detergentes de máquinas de
lavar louças automáticas, nomercado
europeu.Asubstituiçãodemuitosdos
ingredientes que agrediam o meio
ambienteporenzimas tornoupossível
à manutenção do mesmo desempe-
nho (Novozyme, 2000).

Estes exemplos ilustram a capaci-
dade tecnológica das enzimas para
solucionar uma variedade de proble-
mas ambientais. Sãomuitos os princi-
pais benefícios da utilização de enzi-
masnesseprocesso, entre eles: atuam
em temperaturas e condições físicas
moderadas substituindo solventes or-
gânicos, e emmuitas condições seve-
ras, reduzindo o gasto energético e
eliminandoapoluição ambiental; são
altamente específicas, o que significa
menos efeitos indesejáveis e não libe-
ração de produtos intermediários im-
próprios durante o processo de sua

utilização; podemserutilizadaspara
o tratamentode resíduos emdejetos
biológicos, inclusive emgrandes vo-
lumes e são totalmente biodegradá-
veis (Novozyme, 2000).

No início do século XX, Röhm
(1913), desenvolveuoprimeiromé-
todo de lavagem de tecidos com
detergentesquecontinhamenzimas,
fabricandoaprimeiraformulaçãodes-
sesdetergentes.AempresadeRöhm
patenteou o produto em 1913 e a
preparação foi comercializadaatéos
anos sessenta. A formulaçãodopro-
dutobaseava-sena tripsina, umaen-
zimadigestivaproduzidanopâncre-
as demamíferos.Oprodutonãoob-
teve grande sucesso, pois a tripsina
não era suficientemente ativa em
líquidos fortemente alcalinos (pH
maiorque9,0), obtidospeladiluição
do detergente (Bon, 1995).

Em1959,ocorreuumdesenvolvi-
mento marcante na indústria de de-
tergentes.Oquímico suíço Jaag, que
trabalhouparaacompanhiadedeter-
gentesGebrüder Schnyder, emBiel,
na Suíça, desenvolveu um produto
novo denominado Bio 40, que con-
tinha uma protease bacteriana em
substituiçãoà tripsina.Emboraapro-
teasebacteriana fossemaisadequada
ao propósito industrial, esse ainda
não era o produto ideal. Em 1962, a
empresa Novo Nordisk lançou no
mercado um produto denominado
Alcalase®.A açãodessaprotease al-
calinaobtidademicrorganismosnão
era afetadapor 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,
quecontinhaAlcalase®efoiproduzi-
dopelaKORTMAN&SCHULTE(atu-
almente Kortman Intradal) em cola-
boração comGebrüder Schnyder.O
sucesso desse produtomarcou uma
real inovação na utilização de enzi-
mas emdetergentes apartir deentão
(Novozyme, 2000).

Ousodeenzimasparapropósitos
industriais progrediu rapidamente
após 1965, devido, principalmente,
ao uso crescente de diferentes enzi-
masemdetergentes.Entretanto,hou-

Figura 2 - Teste de atividade amilolítica realizada nos produtos �A�, �B� e
�C�. O ensaio foi realizado em quintuplicata, sendomostrado o seu desvio
padrão. A atividade amilolítica foi expressa emUnidades Internacionais
(U.I.) por mL.min. A leitura foi realizada em espectrofotômetro em λ de
550 nm.* Estatisticamente significativo, teste de Tukey α=0,05
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veumretrocesso temporáriono início
da década de setenta, quando se ave-
riguouque as enzimaspoderiamcau-
sar reações alérgicas (Novozyme,
2000).

Por iniciativa do �Food and Drug
Administration� (FDA), a �National
Academy of Science� (NAS), efetuou
uma ampla investigação sobre esse
assunto. A NAS, em seu relatório de
1971, concluiuqueasenzimaspresen-
tes nas formulações de detergentes
nãosósão inofensivasaosconsumido-
res, comotambémproporcionamvan-
tagens tecnológicasdefinidas à indús-
tria.Osprodutoresdedetergentes são
hojeosmaioresconsumidoresdeenzi-
mas industriais. Por isso, constante-
mente, estão sendo desenvolvidos
novosprodutos contendonovas enzi-
mas enovas formulações com tal fina-
lidade.Aprincipal emais recente ino-
vação nesse campo foi a introdução,
em 1988, de uma formulação com
lipase (Novozyme, 2000).

Comomencionamos acima, as en-
zimasmais utilizadas em formulações
dedetergentes são as amilases, prote-
ases, lipases e celulases.

Asamilases,produzidasnaglândula
salivar e nopâncreas de váriosmamí-
ferose tambémproduzidospor fungos
e bactérias são hidrolases capazes de
degradar especificamente as ligações
glicosídicasdoamido(amilose, amilo-
pectina) e de seus produtos dedegra-
dação (maltodextrinas) até o estágio
deoligossacarídeos. São amplamente
distribuídasnanatureza, ondepartici-
pam em vários processos biológicos
tais comoadigestãode alimentos por
animaisemicrorganismos, enagermi-
nação ematuraçãode grãos. São tam-
bém empregadas em outros segmen-
tos industriais, paradespolimerização
controladadoamido,originandosubs-
tratos importantes em processos fer-
mentativos, e na preparação de xaro-
pes de glicose, maltose ou mistos;
panificação; cervejaria; eproduçãode
etanol.Na formulaçãodedetergentes,
são utilizadas para a remoção de resí-
duos insolúveis de alimentos ricos em
amidopeladegradaçãodeoligossaca-
rídeos, tornando-os solúveise,portan-
to, facilmente removíveis (Hopkins,
1946; Fogarty&Kelly, 1980; Cornelis,
1987;Vihinen&Mantsala, 1989;Mora-

es, 1993; Chuzel & Cereda, 1995).
As proteases são as enzimas mais

utilizadas na indústria de detergentes
para a remoçãode resíduos protéicos
ouproteínas, como sangue,manchas
de ovo, suor humano, entre outros.
Essegrupo inclui uma largavariedade
deenzimasqueclivam ligaçõespeptí-
dicas em substratos menores (peptí-
deos)oumaiores (proteínas), atuando
na porção central dos substratos pro-
téicos (endopeptidases) ou nas por-
çõesexternas (exopeptidases).Ogru-
po mais comumente empregado na
indústria dedetergentes éodas endo-
peptidases de especificidadenão res-
trita, asquaisdegradamsubstratospro-
téicos a peptídeos solúveis. Tais enzi-
mas provêm de várias fontes (North,
1984; Perona & Craik,1995).

Lipasessãoenzimasquehidrolisam
as ligações éster das gorduras, produ-
zindo álcoois e ácidos graxos (Bon,
1995).

Acelulaseutilizadaemdetergentes
enzimáticos traz ao produto proprie-
dadesquepossibilitamamodificação
da estrutura de fibras de celulose en-
contradas no algodão. Quando esse
complexo é adicionado a um deter-
gentemantém a vivacidade das cores
com um efeito amaciante, provavel-
mente devido à remoção dasmicrofi-
bras(Wainwright,1990;Peberdy,1994).

Apesar dos detergentes enzimáti-
cos já seremutilizadoshámuitosanos,
o seu uso no Brasil é mais recente.
Comoasenzimaspossuemaçãodireta
sobre determinada substância, deve-
mosconsiderá-lacomoumasubstância
ativa em uma formulação. A Agência
NacionaldeVigilânciaSanitária-ANVI-
SAdefine ingrediente ativocomo: �In-
grediente ativo ou princípio ativo -
substânciapresentenaformulaçãopara
conferir eficácia aoproduto, segundo
sua destinação� (ANVISA, 2001). Os
ativosquímicos sãodefinidos emper-
centual, massa ou volume. Em uma
formulação contendoenzimas não se
deve especificar concentração enzi-
mática dessa forma, visto que esses
produtos são freqüentemente consti-
tuídos de misturas heterogêneas de
diversasproteínas, alémdeserempas-
síveis de sofrerem inúmeras interfe-
rências, alterando,assim, suaatividade
enzimática. Alémdisso, umaparte da

quantidadedeenzimapodeestar pre-
sentenapreparação,mas inativadaou
desnaturada,ouseja,parcialmentedes-
providada sua atividadeoriginal.Ou-
tros fatores presentes na formulação
final doproduto tambémpodempro-
vocar uma diminuição da atividade
enzimática.

Devidoaessasdificuldades, desde
1961 a �ENZYME COMMISSION� da
�International Union of Biochemistry
andMolecularBiology (IUBMB)�, jun-
tamentecoma�InternationalUnionof
PureandAppliedChemistry (IUPAC)�,
vemeditandoas recomendaçõespara
a definição do conceito de atividade
enzimática.Essas recomendações têm
ocaráter deConvenção Internacional
e inclui oBrasil como signatário. Essa
definição indica que a concentração
enzimática em uma formulação deve
serdefinidanãoemtermosdevolume
oumassa e sim da sua atividade enzi-
mática expressa em U.I. (UNIDADES
INTERNACIONAIS).UmaU.I.éaquan-
tidade de enzima capaz de catalisar a
transformaçãodeummicromoldosubs-
trato ou produzir um micromol de
produto,porumdeterminadoperíodo
de tempoemcondiçõespadrões. Essa
formadedeterminaçãoéprecisaquan-
dose tratadesubstratosbemdefinidos
e baseados em uma padronização e
possibilita perfeitas comparações en-
tre diferentes formulações (IUBMB,
1992).

Alternativamente, quando se trata
de reações mais complexas, onde os
substratos ou os produtos sãomenos
definidos, como as proteases, a �EN-
ZYME COMMISSION� recomenda a
adoçãode critérios quantitativos para
definir a unidadeenzimática, levando
sempreemconsideraçãoanecessida-
dede identificar a açãocatalítica típica
da enzima, igualmente emcondições
padronizadasdeensaio(IUBMB,1992).

O objetivo deste trabalho é de-
monstrar experimentalmente que as
definições utilizadas pelo �ENZYME
COMMISSION�sãoasmaisadequadas
e precisas para a comparação dos vá-
riosdetergentes enzimáticos comerci-
alizados no Brasil. Em um ensaio no
qual foramutilizadas três formulações
dedetergentes enzimáticos encontra-
dosnomercado,asatividadesenzimá-
ticas de protease e amilase foram de-
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terminadas e comparadas. O deter-
gente �A�continhaemsua formulação
amilase, protease e lipase, todas defi-
nidas em percentual; os detergentes
�B�e �C�continhamamilase,protease,
lipaseecarboidrase, tambémdefinidas
empercentual. Convémsalientar que
acarboidraseéumanomenclaturaque
engloba um grupo de enzimas capa-
zesdehidrolisar ligaçõesdecarboidra-
tos. Esse termoutilizadona rotulagem
de um detergente não é apropriado,
vistoqueasamilaseseascelulases são,
pordefinição,carboidrases.

Material emétodos

Determinação da atividade de
protease -Adeterminaçãodaativida-
de proteásica dos diversos detergen-
tes foi realizadautilizando-seazocase-
ína 2% (m/v) como substrato. Nesse
ensaiodeatividadeproteolítica, aativi-
dade foi expressa como∆OD.mL-1.h-1.

Paraoensaio foiutilizadaumamis-
turade reaçãoquecontinha: 0,1mLde
substrato, 0,1mLdeamostraenzimáti-
ca e 0,2 mL de tampão fosfato 50 mM
pH 8,0. Os tubos foram incubados a
50ºCporquinzeminutos.Transcorrido
otempodeincubação, foramadiciona-
dos 0,8 mL de ácido tricloroacético
20% a cada amostra. Para o branco da
reação foi utilizado0,1mLde substra-
to,0,8mLdeácido tricloroacético20%,
0,1mLdeamostra enzimática e0,2mL
de tampão fosfato 50 mM pH 8,0.
Todosos tubos foramresfriadosecen-
trifugadospor cincominutos a 13.000
X g em centrífuga Eppendorf. Os en-
saioscomasamostras foramrealizados
em quintuplicata, utilizando-se um
brancopara cadaamostra.Aatividade
proteásica foi estimada a partir da lei-
tura emespectrofotômetro (λ 400nm)
dosobrenadanteda reação (Sangorrín
et al., 2001).

Determinação da atividade de
amilase -Adeterminaçãodaatividade
amilolítica foi realizada utilizando-se
amido solúvel a 1% (m/v) como subs-
trato. Nesse ensaio, a atividade foi
expressa em U.I. Para o ensaio foi
utilizadaamisturade reaçãocontendo
100 µL de amostra; 300 µL de tampão
citratode sódio50mMpH6,0e200 µL
desubstrato.Paraobrancodaamostra,

foram utilizados 100 µL de amostra,
300 µL de tampão citrato de sódio 50
mMpH6,0 e 200µLdeH

2
Odestilada.

Os tubos foram incubados a 42º Cpor
quinzeminutos.Transcorridoo tempo
de incubação, foram adicionados 1,5
mL do reagente contendo ácido dini-
trosalicílico.

Asamostras foramincubadasa96ºC
por cinco minutos. Os tubos foram
resfriados e adicionados 17,9·mL de
H

2
O destilada. Todos os tubos foram

homogeneizados. Os ensaios com as
amostras foram realizados emquintu-
plicata, utilizando-se umbranco para
cada amostra. A leitura da atividade
amilolítica foi realizadaemespectrofo-
tômetro (λ 550 nm). O reagente DNS
contém3,53 gdeácido3,5-dinitrossa-
licílico e 6,0 g de hidróxido de sódio
em472 mLdeáguadestilada, acresci-
do de 102 g de tartarato duplo de
sódio e potássio, 2,53 mL de fenol e
2,76 gdemetabissulfitodesódio(Sum-
mer, 1929: in Fuwa,1954).

Determinação da atividade de
lipase - A determinação da atividade
lipásica foi realizada utilizando-se ρ-
nitrofenil palmitato 3mg.mL-1 em iso-
propanol como substrato. Nesse en-
saio, a atividade foi expressa emU.E.
(1U=1µmol liberadodeρ-nitrofenol).
Paraoensaio foi utilizada amisturade
reação contendo900µLde emulsão e
100µLdeamostra.Aemulsãocontinha

1 mL de substrato e 9 mL de solução
emulsionante, constituída de 2 g de
Triton X-100, 0,5 g de goma arábica e
450mLde tampãoTris-HCl 50mMpH
8,0. Para o branco da amostra, foram
utilizados100µLdeamostra, 900µLde
emulsão, sendoareação lida imediata-
mente em espectrofotômetro. Os tu-
bosde amostra foram incubados a 40º
Cpor trintaminutos. A leitura da ativi-
dade lipásica foi realizada em espec-
trofotômetro (λ 410 nm). Os ensaios
comas amostras foram realizados em
quintuplicata,utilizando-seumbranco
para cada amostra (Beisson et al.,
2000).

A análise estatística foi realizada
utilizando-se análisedevariância com
umalfa de 0,05. Para se verificar quais
osdetergentesquediferiam, foiutiliza-
do o teste de Tukey (Berquó, 1981).

Resultados e discussão

Três detergentes enzimáticos co-
mercializados noBrasil foramutiliza-
dos para os experimentos. Após a
análise enzimática, em relação a sua
atividade proteásica, para o produto
�A� foi encontradoumvalormédiode
20,99+0,36 U.E.mL-1.h-1; no produto
�B� foi determinada uma atividade
enzimática média de 26,52+0,28
U.E..mL-1.h-1;noproduto�C�,25,5+0,21
U.E.mL-1.h-1; conformepode ser verifi-
cado na Figura 1. Foi constatada uma

Figura 3 - Teste de atividade lipásica realizada nos produtos �A�, �B� e
�C�. O ensaio foi realizado em quintuplicata, sendomostrado o seu desvio
padrão. A atividade lipásica foi expressa emUnidades Internacionais (U.I.)
por mL.h. A leitura foi realizada em espectrofotômetro em λ de 410 nm.
* Estatisticamente significativo, teste de Tukey α=0,05
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diferença estatisticamente significati-
va entre os detergentes, através da
análisedevariância,utilizando-seαde
0,05. Através do teste de Tukey, en-
contramosdiferença estatisticamente
significativanoproduto�A�comparado
comosoutrosdois.Entreoproduto�B�
e �C�não houve diferença estatistica-
mente significativa.Oensaioutilizado
para adeterminaçãodaatividadeami-
lolítica apresentoudiferença estatisti-
camente significativa entre os três de-
tergentes testados.Noproduto �A� foi
encontrado um valor médio de
1,187+0,057 U.I.mL-1.h-1 e de
1,487+0,047 U.I.mL-1.h-1; e de
1,997+0,031 U.I.mL-1.h-1para os pro-
dutos �B� e �C�, conforme pode ser
observado na Figura 2. Através do
teste de Tukey, pôde-se verificar que
as três formulaçõesapresentaramcon-
centraçõesestatisticamentediferentes
entre elas. O ensaio utilizado para a
determinação da atividade lipásica
apresentoudiferençaestatisticamente
significativa entre os detergentes tes-
tados. Noproduto �A� foi encontrado
um valor médio de 0,0573+0,0024
U.I.mL-1.h-1; e de 0,384+0,012 U.I.mL-
1.h-1 e 0,663+0,0115 U.I.mL-1.h-1 para
osprodutos �B� e �C�, conformepode
ser observado na Figura 3. Através do
teste de Tukey, pôde-se verificar que
as três formulaçõesapresentaramcon-
centraçõesestatisticamentediferentes
entre elas para um α de 0,05.

Os resultadosobtidos nesse traba-
lho explicitam a necessidade de uma
reformulação nos rótulos dos deter-
gentes enzimáticos noquediz respei-
to à quantidadede enzimaspresentes
na sua formulação.O fatodeosdeter-
gentes �A�, �B� e �C� apresentaremem
seus rótulospercentagensquevariam
de 15% a 0,25% na constituição das
formulações, isto não resulta emuma
atividade enzimática proporcional, o
que, na prática, vale dizer que apre-
sentamumavariação no rendimento.
Apósessesensaios,podemosverificar
queasenzimasutilizadascomoprincí-
pios ativos dos detergentes enzimáti-
cos,porseremmoléculasbiológicasde
origemprotéica, estão sujeitas a varia-
ções devido a vários fatores. Dessa
forma, poderemos encontrar três de-
tergentes enzimáticosquecontenham
emsua rotulagemomesmopercentu-

al de uma determinada enzima e a
mesma apresentar diferentes ativida-
des enzimáticas, como foi observado
comrelaçãoàproteasena formulação
�A�e �C�. Já a formulação �A�apresen-
ta em sua rotulagem uma concentra-
ção dez vezes superior às primeiras.
Nessa formulação,constaumaconcen-
traçãode15%. Issosignificaapresença
de 150 g de protease por litro de
detergente, fato este biologicamente
improvável,poisnãoestaria totalmen-
te solúvel. Paraasoutrasduasenzimas
tambémencontramos concentrações
semelhantes com atividades diferen-
tes.Concluímos,portanto,queaquan-
tificaçãodosprincípios ativosenzimá-
ticos em formulações de detergentes
deve ser expressa em atividade enzi-
mática, conforme determinação da
�ENZYME COMMISSION�. Falta em
nossopaísuma regulamentaçãoespe-
cífica para a padronização da rotula-
gemdosdetergentes enzimáticos. As-
sim que essa regulamentação estiver
em prática, uma comparação real e
precisa dos diferentes produtos será
possibilitadaaosconsumidores.
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