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RESUMO

FERREIRA, Larissa Pacheco; M. Sc. Producdo Vegetal. Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Agosto de 2018. FORMULACAO DE UMA
SOLUCAO DE LIMPEZA CONTENDO PROTEASES DE Bacillus sp. SMIA-2.
Orientadora: Prof2 Meire Lelis Leal Martins.

A utilizacdo de enzimas nas formulacdes de detergentes € crescente, visto
gue elas podem diminuir ou até substituir as concentracfes de compostos utilizados
nessas formulacdes, tornando a nova formulagdo mais sustentavel. As proteases sao
as enzimas mais utilizadas nessa industria, mas para este fim precisam obedecer a
alguns critérios, como compatibilidade e estabilidade aos produtos presentes na
formulacdo. Diversos compostos quimicos sdo utilizados na formulacdo de
detergentes, dentre 0s quais se destacam os surfactantes, oxidantes e builders. Um
dos surfactantes mais utilizados por essa industria € o LAS (Alquilbenzeno Sulfato
Linear), um surfactante sintético com elevada taxa de toxicidade ao meio ambiente.
Compostos oxidantes e “builders” como o perdxido de hidrogénio e o carbonato de
sbdio, auxiliam na remocdo da sujeira, restaurando a cor branca e impedindo a
redeposicao da sujeira nos tecidos, respectivamente. Diante do exposto, o objetivo
deste trabalho foi estudar a compatibilidade e estabilidade de proteases de Bacillus
sp SMIA-2 com alguns agentes surfactantes, oxidantes e builders para,
posteriormente, utilizando o delineamento composto central rotacional (DCCR), do

tipo 23, otimizar as concentraces destes componentes, visando o desenvolvimento

X



de solucbes de limpeza. Além disso, a eficacia dessas solu¢cdes na remocao de
sujidades de sangue de tecidos padrbes foi avaliada. O estudo demonstrou que a
protease do Bacillus sp. SMIA-2 apresentou compatibilidade com o oxidante peroxido
de hidrogénio e com o “builders” carbonato de sodio e alta compatibilidade com o
surfactante LAS. Os resultados obtidos através do planejamento experimental
demonstraram que o tempo néo foi um fator limitante para a acdo da protease e que
sua atividade foi estimulada com maiores concentracdes de LAS. Além disso, a
enzima pode ser utilizada em diferentes faixas de temperatura, desde que ajustada as
concentracfes de surfactante e oxidante. A partir dos estudos de otimizagcdo uma
formulacéo foi selecionada e posteriormente utilizada para avaliar o seu desempenho
na remoc¢ao de sujidades de sangue de tecidos padrdes. A eficicia da solucéo foi
similar aos detergentes Brilhante e Invicto e menor que o detergente OMO®.

Palavras-chave: Surfactantes; Oxidantes; Detergente enzimatico.
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ABSTRACT

FERREIRA, Larissa Pacheco; M. Sc. Vegetables production. Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. August 2018. FORMULATION OF A CLEANING
SOLUTION CONTAINING PROTEASES OF Bacillus sp. SMIA-2. Advisor: Ph. D.
Meire Lelis Leal Martins.

The use of enzymes in detergent formulations is increasing, as they are
reduced or decreased according to their formulations, becoming a new, more
sustainable formulation. Proteases are like the most important enzymes in the industry,
but to this end are more important, more important and more important are present in
the formulation. Several chemical compounds are used in the formulation of
detergents, among which the surfactants, oxidants and builders stand out. One of the
surfactants most used by this industry is the LAS (Linear Alkylbenzene Sulphate), a
synthetic surfactant with high toxicity to the environment. Oxidizing compounds and
builders such as hydrogen peroxide and sodium carbonate assist in the removal of dirt,
restoring the white color and preventing redeposition of the tissues in the tissues,
respectively. In view of the above, the work was studied and the stability of proteases
of Bacillus sp SMIA-2 with some surfactants, oxidants and builders and then using the
central composite design (CCD), type 23, optimization as by these components, aiming
the development of cleaning solutions. In addition, a bank of sample blood sampling
solutions was evaluated. The study demonstrated that a Bacillus sp. SMIA-2 came up

with the hydrogen peroxide oxidizer and the sodium carbonate builder and high affinity

Xii



with the surfactant LAS. The results obtained experimentally demonstrated that the
time was not a limiting factor for the action of the protease and that its activity was
estimated with the highest concentrations of LAS. In addition, the enzyme can be
edited at different temperature ranges, as long as adjusted to the concentrations of
surfactant and oxidant. From the results of a questionnaire was published and
published to assess its performance in removing blood bags from tissue patterns. The
efficiency of the solution was similar to Brilhante and Invicto detergent and lower than
OMO® detergent.

Keywords: Surfactants, Oxidants, Enzymatic detergent.
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1. INTRODUCAO

A necessidade de desenvolver produtos sustentaveis em funcéo de pressfes
legais e de mercado levou as empresas de detergentes a adotarem a sustentabilidade
como uma estratégia competitiva, que traz beneficios econdmicos e promove a
melhoria da imagem corporativa (Kara et al. 2005). Diante desta realidade, a demanda
por enzimas para utilizacdo em formulacfes de detergentes é crescente, uma vez que
sao surfactantes naturais capazes de aumentar o desempenho de lavagem e diminuir
0 impacto ambiental. Isso porque seu uso pode substituir parcialmente surfactantes,
builders e outros agentes auxiliares (polimeros e agentes
branqueadores/abrilhantadores) ou totalmente os agentes auxiliares, ou ainda permite
a mudanca para detergentes livres de fosfatos (Luz, 2007).

As enzimas sdo proteinas que agem como catalizadores, aumentando a
velocidade das reacBes quimicas (Smith, et al. 2007). Sdo obtidas de fontes
renovaveis, sdo biodegradaveis e ndo oferecem riscos a vida marinha (Rodriguéz et
al. 2006). Assim, viabilizam negdcios mais sustentaveis e ambientalmente corretos.

Ray (2012), afirma que o mercado de enzimas cresceu cerca de 10 vezes nos
ultimos 20 anos. Lima et al. (2001) indicam que somente 1% das enzimas identificadas
sado comercializadas. Industrialmente, as principais enzimas utilizadas sao as
amilases, a glicose isomerase e as proteases. Em 2010, a industria de detergentes
obteve 34% do total de venda de proteases, movimentando mundialmente cerca de
600 milhdes de dolares (Santos, 2014). E, cerca de 25% do total de vendas mundial
de enzimas sdo de proteases para uso em detergentes de roupas (Demain; Adrio,
2008).
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As proteases alcalinas sdo muito utilizadas na industria de detergentes,
totalizando 35% do total de vendas de enzimas microbianas (Hadj-Ali et al., 2007) e
89% do total de proteases comercializadas. As proteases alcalinas sdo usadas como
aditivos nos detergentes para degradacdo de compostos tipicamente proteinaceos
como sangue, manchas de ovos e leite (Sellami-Kamoun et al, 2006).

Pesquisas realizadas no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Estadual do Norte Fluminense - Campos dos Goytacazes, RJ, revelaram
que a bactéria Bacillus sp SMIA-2 produz niveis satisfatérios de varias enzimas
hidroliticas, incluindo proteases (Ladeira et al. 2010; Ladeira et al. 2012; Barbosa et
al. 2014), quando cultivada em culturas submersas contendo substratos de baixo
custo, abrindo novas perspectivas para utilizacdo desta cepa para a producédo de
enzimas em escala industrial. A boa atividade apresentada pelas proteases em
valores de pH alcalinos, boa estabilidade e atividade enzimatica a temperaturas
relativamente elevadas, compatibilidade com compostos utilizados em formula¢des de
detergentes, tais como, surfactantes e oxidantes, e a eficacia na remocao de manchas
de tecidos de roupas, indicaram a possibilidade de aplicacdo destas enzimas em
formulacdes de detergentes (Rodrigues, 2012).

Diante do exposto, a finalidade deste trabalho foi estudar a atividade e
estabilidade de proteases secretadas por Bacillus sp. SMIA-2, na presenca de
diferentes surfactantes, oxidantes e builders. O efeito das concentracdes destes dois
componentes, do tempo de incubacao e suas interagdes com a estabilidade da enzima
foi estudada através do delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 23.
Por fim, a eficiéncia de uma solucdo selecionada a partir destes estudos, contendo
surfactante, oxidante, builders e proteases de Bacillus sp. SMIA-2, na remocao de

sujidades de sangue de tecidos foi também avaliada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Enzimas em formulacfes de detergentes

A fermentacdo industrial € o cultivo em larga escala de células ou
microrganismos para producéo de substancias com valor comercial. Nesse sentido, o
cultivo de microrganismos para obtengéo de enzimas livres, a fim de fabricar diversos
produtos alimenticios, de papel e téxtil, vem aumentando. Esse aumento na produc¢éo
de enzimas € alto por se tratar de produtos de alta especificidade, além de néo
gerarem residuos, caros ou toxicos, também séo biodegradaveis (Tortora et al. 2012).

A utilizacdo de enzimas pode permitir a sintese apenas de um produto
especifico, porque elas possuem uma determinada especificidade, tanto por um dado
substrato, quanto na formacdo de apenas uma reag¢do quimica, sem que haja a
sintese de coprodutos. Além dessa alta especificidade, elas aceleram reacdes
termodinamicamente favoraveis e seu uso reduz problemas ambientais e
toxicolégicos (Coelho et al. 2008).

Além disso, nos processos biotecnoldgicos industriais, as enzimas estao
relacionadas & melhoria de processos, possibilitando a utilizagdo de novas matérias-
primas, aperfeicoando suas propriedades fisico-quimicas e de diversos produtos
(Lima et al. 2001).

A utlizacdo de enzimas, como matérias-primas, em formulagbes de
detergentes teve inicio na década de 70. Essa modificacdo foi crucial para

acompanhar o aumento da demanda de fabricacéo, visto que as gorduras, utilizadas
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inicialmente no processo de fabricacdo dos detergentes, se tornaram mais escassas
e eram destinadas a alimentacao (Lima et al. 2001).

Na fabricacdo de detergentes, sdo combinadas matérias-primas de acordo
com a finalidade do produto e da relagdo custo/beneficio. Desses componentes,
encontram: surfactantes, agentes branqueadores, reguladores de espuma e
viscosidade, abrilhantadores 6pticos, agentes alcalinizantes, inibidores de corroséo,
enzimas, além de compostos auxiliares como amaciantes, perfumes e corantes (Luz,
2007; Jurado et al. 2007).

As enzimas podem substituir ou diminuir os niveis de surfactantes utilizados
nas formulacdes de detergentes _ pequenas quantidades podem substituir grandes
guantidades de quimicos, tais como os surfactantes e oxidantes. Além de trazer maior
poder de limpeza aos detergentes, j& que 0s tensoativos ndo conseguem emulsionar
(solubilizar) eficazmente a matéria organica, as enzimas contribuem de forma positiva
para a questdo da sustentabilidade (Rodriguéz et al. 2006).

Na formulacdo dos detergentes, as enzimas devem ter algumas
caracteristicas especificas, a fim de tornar o processo viavel. Devem manter
estabilidade e atividade em pH alcalino, em altas temperaturas (acima de 40°C),
devem ser compativeis com surfactantes, amaciantes, perfumes, entre outros
compostos presentes na formulacdo do produto, devem permanecer estaveis por
longos periodos, devido ao tempo de armazenamento do produto e o processo de
lavagem do material, ser possivel a producéo em larga escala, além de apresentarem
alta especificidade para clivagem de diversas substancias, como proteinas,
carboidratos e celulose, por exemplo (Joo; Chang, 2005; Sellami-Kamoun et al.,
2008).

2.1.1. Proteases

As proteases sdo enzimas que clivam ligacées entre os aminoacidos das
proteinas. Esse processo € comum nha ativacdo ou inativacdo de enzimas e é
denominado clivagem proteolitica. Sdo classificadas como hidrolases, pois adicionam
uma molécula de agua a molécula clivada (Berg et al., 2004).

Podem ser classificadas de acordo com o tipo de reagdo catalisada, a

natureza quimica do sitio catalitico e de acordo com sua estrutura. As endopeptidades



18

(EC 3.4.21-99), clivam proteinas longe das extremidades amino- e carboxi-terminal,
gerando peptideos maiores (proteinases) e sdo divididas em: serina-, cisteina-,
aspartico-, metalo- e treonina-endopeptidases. As exopeptidades (EC 3.4.11-19)
clivam proteinas na porgdo terminal, sendo as aminopeptidades as que clivam na
porcdo amino-terminal e as carboxipeptidases as que clivam na porcdo carboxi-
terminal. As carboxipeptidades podem ainda ser divididas em serina-, metalo- e
cisteina-carboxipeptidases, gerando pequenos peptideos ou mesmo aminoacidos
(peptidases) (Gentil, 2014; Luz, 2007).

As proteases também podem ser classificadas de acordo com seu pH 6timo,
podendo ser: acidas (pH de 2,0 a 6,0), alcalinas (pH de 8,0 a 13,0) e neutras (pH 6,0
a 8,0) (Fellows, 2006). Na industria de detergentes, as proteases alcalinas sao
importantes, pois apresentam alta atividade proteolitica e estabilidade quando
submetidas as condi¢bes alcalinas, visto que o pH de detergentes esta geralmente na
escala de 8.0-12.0 (Deng et al. 2010; Maurer, 2004). Cerca de 25% do total de vendas
mundial de enzimas sédo de proteases para uso em detergentes de roupas (Demain;
Adrio, 2008).

Dois pesquisadores alemaes, Rohm e Haas, utilizaram proteases obtidas de
pancreas de animais para criar o primeiro detergente com concentracdo enzimatica
(Burnus®), em 1914 (Gupta et al., 2002). O primeiro detergente patenteado a utilizar
protease foi depositado por Protect & Gamble em 1966 e trazia 0,005% a 4% de
composicao de protease (Souza et al. 2017).

Todas as proteases aplicadas na industria de detergentes sdo serino-
proteases produzidas por Bacillus sp. A Tabela 1 mostra as condicdes de atuacéo de
algumas proteases disponiveis no mercado (Novo Nordisk S/A, Bagsvaerd, Denmark)
e das serino-proteases produzidas pela cepa Bacillus sp SMIA-2 (Rodrigues et al.

2013; Gentil, 2014), que seréo utilizadas neste trabalho.
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Tabela 1 - Temperatura e pH de atuacdo de algumas proteases disponiveis no
mercado (Novo Nordisk S/A, Bagsvaerd, Denmark) e das proteases produzidas pela
cepa Bacillus sp. SMIA-2

Temperatura de

Microrganismo atuacio (°C)

pH de atuacéo

Protease Bacillus sp SMIA-2 30-70 7-10
Alcalase® Bacillus spp. 10-80 6-10
Esperase® Bacillus spp. 10-80 7-12
Savinase® Bacillus OGM 15-75 8-11
Durazym® Bacillus OGM 15-70 8-11
Protamex™ Bacillus spp. 10-65 6-8

Souza, et al. (2017), ao analisar uma plataforma global de busca de patentes,
observaram 919 documentos depositados relacionados a utilizacdo de proteases em
detergentes e composicdo de limpeza. Observou-se ainda que a aplicacdo dessas
proteases para este fim é dominada pelos Estados Unidos, Japdo e China. No Brasil
foram encontrados 141 depdsitos de patentes, totalizando cerca de 15% do total de
patentes onde se utiliza protease em detergentes e produtos de limpeza.

2.2. Coadjuvantes de Limpeza

Os sabdes sao usados h& séculos por serem feitos de materiais naturais,
como gorduras animais e soda caustica. Entre as décadas de 40 e 60, a demanda na
fabricacdo de sabdo teve um aumento de 80%. J4 na década de 70, mais de 80% de
toda producdo era preparada com matérias-primas novas (Lima et al. 2001).
Atualmente, os surfactantes sintéticos séo os tensoativos de escolha para quase todos
os agentes de limpeza (Essential Industries, 2017).

Em uma formulagédo de detergente moderna, podemos encontrar 20 ou mais
ingredientes, dependendo da funcéo a ser desempenhada pelo produto. Substancias
como surfactantes, oxidantes, builders, enzimas, controladores de espuma, perfumes,
corantes e diversos outros componentes, sdo adicionadas. Essas substancias sao
adicionadas em uma propor¢do onde mantém suas propriedades fisicas e sua
estabilidade, além de serem combinadas para obter melhor custo beneficio para ser

produzida em escala industrial (Luz, 2007).
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2.2.1. Surfactantes

Surfactante € uma abreviacdo de “surface active agent”, termo que significa,
literalmente, agente de atividade superficial. Outro termo em portugués que designa o
mesmo tipo de substéncia é tensoativo. S&o utilizados em larga escala por diversos
setores industriais além da industria de detergentes, tais como a industria téxtil,
alimentar, de tintas, e na biotecnologia, como auxiliares de biocatalise e de métodos
bioquimicos de analise e purificacdo (Martins, 2009).

Sao moléculas constituidas por uma porc¢éao hidrofébica, formada por cadeias
hidrocarbonadas, que € atraida por 6leos e sujidades, e outra por¢éo hidrofilica, que
pode ser uma por¢cao nao-idnica, anidnica, catidbnica ou anfotérica, que é atraida pela
agua. Sendo assim, séo classificados de acordo com a carga da porcéo hidrofilica em:
ndo-ibnicos, anibnicos, catibnicos e anfoteros. Independentemente de sua
classificacdo, todos tém uma semelhanca, eles tendem a se distribuirem nas
interfaces de acordo com o grau de polaridade e isto reduz a tensdo superficial e
interfacial (Penteado et al. 2006; Nitschke; Pastore, 2002).

Outra caracteristica fundamental é a formacédo de agregados denominados
micelas. A concentracdo minima para que isto ocorra chama-se Concentracao Micelar
Critica (CMC). A partir dessa concentracao, ocorre a formacéo de agregados, onde a
porcao hidrofébica da molécula se posiciona para o interior do agregado, enquanto a
porcao hidrofilica permanece no exterior. Abaixo da CMC, o surfactante encontra-se
na forma de mondmeros. Ao se aproximar da CMC, ja ocorre um equilibrio entre
mondmeros e micelas e em concentracdes superiores a CMC o diametro das micelas
aumenta (3-6 mm), sendo estas formadas por 30 a 200 monémeros. A CMC depende
da estrutura do surfactante, do tamanho de sua cadeia do hidrocarboneto e de
condi¢cbes experimentais (forca idnica, temperatura, etc.) (Barros, et al. 2007; Behring
et al. 2004; Maniasso, 2001). Suas propriedades fazem com que sejam aplicados
amplamente na industria como agentes detergentes, emulsificantes, lubrificantes,
espumantes, molhantes, solubilizante e de dispersor de fases (Penteado et al. 2006;
Nitschke; Pastore, 2002).

Os surfactantes classificados como n&o ibnicos possuem seu componente
hidrofilico ndo ionizado e apresentam valores de CMC menores, em comparagao com

surfactantes anionicos. Sao utilizados em cosméticos, defensivos agricolas, no
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tratamento de metais, na indastria téxtil e de petréleo. Tem como exemplo o Renex e
o Triton (Luz, 2007; Maniasso, 2001; Preté, 2006).

Os surfactantes catibnicos possuem moléculas carregadas positivamente na
sua porc¢ao hidrofilica, sdo aminas primarias, secundarias e terciarias e os sais de
amonio quaternario. Sao utilizados na industria téxtil, no revestimento de estradas, no
amaciante de roupas e condicionadores de cabelo. Tem como exemplo o brometo de
cetiltrimetil amoénio (CTAB) e o brometo de dodeciltrimetil aménio (DTAB) (Luz, 2007;
Maniasso, 2001; Preté, 2006).

Os surfactantes anfoteros possuem componentes catidnico e aniénico, em
sua porcéo hidrofilica, sdo suaves e compativeis com enzimas, mas apresentam alto
custo. Sao utilizados em produtos de higiene pessoal, a industria de automéveise
limpeza industrial. Tem como exemplo as betainas (Luz, 2007; Preté, 2006).

Os surfactantes anidnicos apresentam em sua cadeia hidrofilica componentes
aniénicos, normalmente sulfato, sulfonato e carboxilato (Showell, 2006) e funcionam
muito bem em pH alcalino (entre 9 e 11) (Novozymes, 2002). S&o muito utilizados na
industria de detergentes de uso doméstico, lavanderias, indlstrias téxtil e de papel.
Tem como exemplo o dodecil sulfato de sédio (SDS) e o alquil benzeno sulfonato
linear (LAS) (Preté, 2006).

O alquilbenzeno sulfonato (ABS), principal surfactante aniénico sintético,
surgiu na década de 40 a partir de precursores derivados do petrdleo (Nitschke;
Pastore, 2002). Ele foi produzido e consumido mundialmente em larga escala devido
ao seu baixo custo de producédo e melhor desempenho quando comparado ao sabéao.
Esse grande consumo levou a sérios problemas nas estacbes de tratamento de
esgoto, pela formacdo de camadas densas de escuma. ISSO porque as escumas
dificultam o processo de aeracdo dos tanques de tratamento, além de arrastarem
poluentes e microrganismos por longas distancias. Apds essas evidéncias, constatou-
se que a presenca de carbonos quaterndrios na sua cadeia hidrofébica fazia com que
0 ABS fosse resistente a biodegradacao, o que levou a sua substituicdo em varios
paises por surfactantes biodegradaveis, ou seja, com cadeias alquilicas lineares
(Penteado et al. 2006).

Os surfactantes anidnicos mais usados na formulagéo de produtos de limpeza
sdo o alquil benzeno sulfonato linear (LAS) e alcoois graxos (AG) etoxilados e
sulfatados devido ao seu baixo custo (Martin; Martininez, 2013; Penteado et al. 2006).
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Desde o seu desenvolvimento nos anos 60, o LAS tem sido um excelente
surfactante anibnico obtido sinteticamente, além de barato e fundamental para
detergéncia. Porém, é biodegradavel somente em condi¢cdes aerdbicas. Nas ultimas
décadas, os 6rgdos governamentais de protecdo ambiental vém se preocupando com
os niveis de LAS encontrados no meio hidrico. Prioritario na lista de compostos
prejudiciais, o LAS possui elevada taxa de toxicidade. Quanto maior a cadeia de
hidrocarbonetos, maior a toxicidade (Penteado et al. 2006).

Os Alquil sulfatos podem ser obtidos por via natural (palmeiras, coqueiros,
sebo de animais) ou sintética. Utilizados para diminuir a dureza da dgua impedindo a
precipitacdo de sais de calcio insollveis, mas altamente espumantes (Biermann et al.
1987).

Os Alcoois etoxilados (AE), por serem surfactantes ndo-ibnicos (sem cargas
elétricas), sdo resistentes a dureza da agua e excelentes desengordurantes. Sdo
responsaveis também pela reacdo de impedimento estérico que evita a redeposicao
de sujeira nos tecidos durante a lavagem. Sdo considerados baixos ou moderados
geradores de espuma (Essential Industries, 2017).

A procura por surfactantes naturais vem ao encontro da pressao por uso de
produtos mais ecoldgicos e novas legislacdes. No Brasil, o decreto n°79094 de 1977
proibe a fabricacdo, comercializacdo ou importacdo de tensoativo anidnico nao
biodegradavel (Brasil, 1977; Nitschke; Pastore, 2002).

Em detergentes domésticos, o surfactante talvez seja o ingrediente mais
importante, abrangendo entre 15% e 40% do total de uma formulacéo (Yangxin et al.
2008). Porém, a industria ndo utiliza somente um tipo de surfactante especifico, mas
sim uma mistura das diferentes categorias para reforcar a sua capacidade de
desempenho, melhores propriedades anti-redeposicao, toleréncia a dureza da agua e
para diminuir a agressividade a pele das maos, quando lavadas manualmente
(Yangxin et al. 2008).

Algumas bactérias, fungos e leveduras sao capazes de produzir sulfactantes
naturais, os chamados biossulfactantes. S&o classificados como: (1) glicolipideos; (2)
lipopeptideos e lipoproteinas; (3) lipopolissacarideos; (4) fosfolipideos, acidos graxos
e lipideos neutros; (5) surfactantes poliméricos e (6) surfactantes Particulados (Zajic;
Sefens, 1984; Desai; Banat, 1997; Bugay, 2012).
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Os biossurfactantes mais frequentemente produzidos por microrganismos séao
os glicolipidos. Os substratos mais usados para a sua producdo tém sido os
hidrocarbonetos, pelo seu preco, e 6leos vegetais para efeitos de investigacéo
cientifica. Entretanto, a producdo destes surfactantes ndo € ainda economicamente
viavel, quando comparada com seus equivalentes sintéticos (Mercade; Manresa,
1994).

No que diz respeito a producdo de biossurfactantes por Bacillus sp., a
producdo de enzimas se concentra em sua maior parte na classe de lipopeptideos e
lipoproteinas. Um exemplo disto sdo as espécies B. licheniformis, B. brevis, B.
polymyxa e B. subtilis. Estas sintetizam, por exemplo, surfactina, subtilisina,
gramicidina e polimixina (Desai; Banat, 1997; Nistschke; Pastore, 2002).

Os biossurfactantes séo facilmente degradaveis na agua e no solo e diminuem
a preocupacao com alergias devido a produtos artificiais. Seu uso é descrito em
diversos setores, como o de limpeza, na mineracdo, na recuperacao melhorada do
petréleo. Além disso, sua baixa toxicidade permite que sejam empregados em

alimentos, cosméticos e medicamentos (Nistschke; Pastore, 2002).

2.2.2. Oxidantes e builders

Além dos surfactantes, outras substancias como alvejantes, builders e
enzimas, sao adicionadas a formulacdes de detergentes a fim de auxiliar na remocéo
da sujeira.

Os agentes oxidantes sao compostos que sofrem reducdo, ocasionando
oxidacao de substancias quimicas que reagem com eles. Um oxidante comum no uso
doméstico sdo os alvejantes, que possuem a capacidade de restaurar a cor branca do
tecido tornando manchas mais solUveis ou alterando a capacidade de interacdo da
mancha com a luz. Sdo exemplos de alvejantes domésticos: hipoclorito de sédio
(NaClO), perborato de sédio (NaBO3)H20 mono-hidratado (PBS-1) ou tetra-hidratado
(PBS-4), percarbonato de sédio (2Na2C03.3H202) e o primeiro alvejante comercial, 0
peréxido de hidrogénio (H202) (Mendelson, 2010).

Os builders agem na agua protegendo os surfactantes de metais como calcio

e magnésio. Isso porque alguns metais dissolvidos na 4gua se combinam com
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surfactantes aniénicos formando a escuma. Esse composto € pouco soluvel e reduz
a eficiéncia da lavagem, pois aumenta a dureza da agua, diminui a concentracdo de
surfactantes livres e torna os tecidos &speros. Além disso, atuam como solucao
tampao, regulando o pH e impedindo a redeposicao de sujeira (Brito, 2012). Entre os
builders utilizados pela industria encontram: acido citrico (CeHsO7), que também é
excelente na remocédo de cobre, zinco e ferro; o carbonato de sédio (Na2CO3), e 0

etileno diamino tetra acetato (EDTA) (Novozymes, 2017).



25

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Otimizar solu¢cBes de limpeza contendo proteases de Bacillus sp SMIA-2

utilizando a metodologia de superficie de resposta.

3.2. Objetivos especificos

) Determinar a compatibilidade e estabilidade de proteases na presenca

de diferentes concentragfes de surfactantes, oxidantes e builders;

° Estudar o efeito da interacdo entre diferentes concentracbes de
surfactantes e oxidantes sobre a estabilidade de proteases de Bacillus sp

SMIA-2, tempo de exposicao e temperatura, utilizando o planejamento fatorial;

e  Avaliar a eficiéncia de uma solucéo, selecionada a partir dos estudos de

otimizacao, na remocao de sujidades de sangue em tecidos padrées
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao do extrato enzimatico

O extrato enzimatico liofilizado e parcialmente purificado que foi utilizado neste
trabalho foi obtido por Rodrigues (2012). O esquema geral do processo de producéo
utilizado esta na Figura 1. A metodologia que foi empregada para a recuperacao e

purificacdo parcial das enzimas esta apresentada na Figura 2.



Inoculacdo de Baciflus sp SMIA-Z2 no meio de

\ cultura TSY (g.L-' de agua destilada: triptona-20;
NaCl-10; extrato de levedura-10 e agar-20).

I—» Incubacdo das placas a 50°C por 18 h.

AN
Su= o

Meio de cultura (g.L-'): KCI, 0,3; K;HFO,

Al
L 0,87; CaCl; 02% MgSQ, 0,5 amido
ﬂ solavel, 2.5, proteinas do soro de leite, 1.0
e agua de maceracdo de milho, 3,0. pH 7.5.

NOmero inicial de
células: 104 UFC. l

Incubacéo em “shaker” rotatério a 50°C e 150 rpm por 18h.

é Pré-inéculo (102 UFC/mL).

‘%;\\ Meio de cultura (g.L-"): KCI, 0.3;
K:HFPO, 0,87; CaCl; 0,29; MgSQO,

0.5; amido soldvel, 2,5, proteinas
do soro de leite, 1.0 & agua de

l maceracdo de milho, 3,0. pH 7 5.

Incubacio em “shaker” rotatorio 4 50°C e 150 rpm.

Figura 1 - Esquema geral de producéo das proteases por Bacillus sp. SMIA-2.

27



28

Caldo da fermentacdo

Centrifugacdo a 4500q por 15 minutos

Q#\’ —— | Precipitado

Sobrenadante cru

!

Precipitacdo com NH,50, com 60% de saturacio (18 horas de repouso a 4=C).

}

Centnfugacio a 9000g por 30 minutos.

}

Ressuspensao do precipitado formado com tamp&o tns/HCI 0,01M, pH 7 5,

}

Didlise em membrana contra o mesmo tampéo a 4°C/18horas.

}

Liofilizacdo

Figura 2 - Procedimento utilizado para recuperacdo e purificacdo parcial das
proteases secretadas por Bacillus sp. SMIA-2.
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4.2. Determinacao da atividade de protease

O extrato enzimatico parcialmente purificado e liofilizado foi diluido na
concentracdo de 0,05 mg.mL? e utilizado para a dosagem da atividade da protease,
que foi determinada em triplicata pela quantificacdo de peptideos solaveis em acido
tricloroacético (TCA) 15% (Johnvesly; Naik, 2001).

Para analise das amostras foi adicionado, em Tubos Eppendorff, 1 mL de
azocaseina 0,2% (p/v) em tampao Tris-HCI (0,05 M — pH 8,5) e 0,5 mL do extrato
enzimatico. Esse material foi incubado em banho-maria a 70°C por 10 minutos. Apos,
foi adicionado 0,5 mL de TCA 15% e centrifugado a 14000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi colocado em tubo de ensaio contendo 0,5 mL de NaOH (1M). A
coloracdo desenvolvida foi medida em espectrofotometro (SHIMADZU UV-mini 1240),
onde a leitura de absorbancia foi feita em 420nm (Janssen et al. 1994).

Em paralelo foi realizado um controle contendo todos os reagentes do ensaio
anterior, porém, 0,5 mL do extrato enzimatico foi adicionado apds o TCA 15%.

Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade da enzima requerida

para produzir um aumento na absorbancia a 420 nm igual a 1,0 em 60 minutos.

4.3. Compatibilidade da protease com componentes utilizados na
formulacdo de detergentes

A compatibilidade das enzimas com surfactantes, oxidantes e builders foi estudada
realizando os ensaios enzimaticos na presenca dos compostos, de acordo com a
tabela 2.

Tabela 2 - Compostos utilizados para teste de compatibilidade enzimatica em
concentragdes de 0,15 a 0,75%, p/v

Triton-X 100 (Vetec), Renex 60 (Sao Lazaro), Renex 95 (Séo
Surfactantes Lazaro), LAS - dodecil benzeno sulfonato de sdédio (Sigma-
Aldrich).

Oxidantes Peroxido de hidrogénio (Impex), Perborato de sodio (Impex).
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Tabela 2, cont.;

BUild Carbonato de sodio (Vetec), EDTA - acido etilenodiamino
uilders
tetra-acético (Merck).

4.4. Estabilidade da protease com componentes utilizados na
formulacdo de detergentes

A estabilidade da enzima na presenca dos surfactantes, oxidantes e builders
em gue as enzimas apresentaram maiores atividades, no teste de compatibilidade, foi
estudada incubando as mesmas na presenca destes componentes a temperatura de
60°C a intervalos de tempo de 0, 15, 30, 60 e 120 min. Em seguida, a atividade residual
das enzimas foi determinada conforme descrito previamente na secgdo 4.2. Um
controle, considerado como 100%, foi feito incubando as enzimas na auséncia destes

compostos nas mesmas condi¢cées anteriormente mencionadas.

4.5. Planejamento fatorial fracionado

Trés planejamentos fatoriais fracionados foram realizados para avaliar o efeito
da concentracdo do surfactante, do oxidante, da temperatura e do tempo sobre a
atividade da protease secretada por Bacillus sp SMIA-2. A enzima foi diluida em uma

concentracéo para que a mesma apresentasse atividade de 14 U/mL.

4.5.1. Otimizagao da concentragao de surfactante, temperatura e tempo de exposi¢céo

O primeiro planejamento visou otimizar a concentragdo do surfactante, a
temperatura e o tempo de exposi¢cdo enzimatica. O surfactante selecionado neste
estudo foi aquele em que a enzima apresentou maior compatibilidade e estabilidade
(seccao 4.4) _LAS.
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Foi utilizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 23
com trés repeticbes do ponto central e seis pontos axiais, totalizando 17 ensaios
(Rodrigues; lemma, 2014).

As concentracdes de LAS utilizadas, assim como as temperaturas e o tempo

de exposicdo, podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 - Niveis do planejamento fatorial do DCCR do tipo 23, com os valores das
variaveis testadas, para o primeiro planejamento fatorial

L Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Primeiro LAS (%) 4 8,05 14 19,95 24
Planejamento Temperatura 25 31,1 45 56,9 65

Tempo (min) 240 702 1380 2058 2520

A analise estatistica dos dados obtidos em cada planejamento fatorial foi
submetida a analise de variancia (ANOVA p < 0,05), seguindo o modelo de superficie
de resposta utilizando o programa Statistica, versédo 5.0. A resposta avaliada foi a

atividade enzimética da protease (U/mL).

4.5.2. Otimizacao de concentracdo de oxidante, temperatura e tempo de exposi¢ao

O segundo planejamento visou otimizar a concentracdo do oxidante, a
temperatura e o tempo de exposi¢éo enzimatica. O oxidante selecionado neste estudo
foi aguele em que a enzima apresentou maior compatibilidade e estabilidade (secc¢éo
4.4) Pero6xido de hidrogénio (H2032).

Foi utilizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 22
com trés repeticdes do ponto central e seis pontos axiais, totalizando 17 ensaios
(Rodrigues; lemma, 2014).

As concentracfes de peroxido de hidrogénio utilizadas, assim como as

temperaturas e o tempo de exposi¢céo, podem ser observados na tabela 4.
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Tabela 4 - Niveis do planejamento fatorial do DCCR do tipo 23, com os valores das
variaveis testadas, para o segundo planejamento fatorial

L Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Segundo H20:2 (%) 1 2,82 55 8,18 10
Planejamento Temperatura 25 31,1 45 56,9 65

Tempo (min) 240 702 1380 2058 2520
A analise estatistica dos dados obtidos em cada planejamento fatorial foi

submetida a analise de variancia (ANOVA, p < 0,1), seguindo o modelo de superficie
de resposta utilizando o programa Statistica, versdo 5.0. A resposta avaliada foi a

atividade enzimatica da protease (U/mL).

4.5.3. Otimizagao da concentracao de surfactante, concentracao de oxidante e tempo
de exposicao

O terceiro planejamento visou otimizar a concentracdo do LAS, a
concentracdo do peroxido de hidrogénio e o tempo de exposicdo enzimatica, fixando
a temperatura em 45°C (temperatura do ponto central nos planejamentos anteriores).

Foi utilizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 23
com trés repeticbes do ponto central e seis pontos axiais, totalizando 17 ensaios
(Rodrigues; lemma, 2014).

As concentracdes de LAS, de peroxido de hidrogénio e o tempo utilizados
foram os mesmos utilizados nos planejamentos anteriores, e podem ser observados

na tabela 5.

Tabela 5 - Niveis do planejamento fatorial do DCCR do tipo 23, com os valores das
variaveis testadas, para o terceiro planejamento fatorial

. Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Terceiro LAS (%) 4 8,05 14 19,95 24
Planejamento H202 (%) 1 2,82 5,5 8,18 10

Tempo (min) 240 702 1380 2058 2520
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A analise estatistica dos dados obtidos em cada planejamento fatorial foi
submetida a analise de variancia (ANOVA, p < 0,1), seguindo o modelo de superficie
de resposta utilizando o programa Statistica, versdo 5.0. A resposta avaliada foi a
atividade enzimatica da protease (U/mL).

4.5. Efeito do desempenho de Lavagem

A solugéo de limpeza selecionada foi o ensaio 10 do terceiro planejamento
fatorial, onde contém (%, p/v) 24 - LAS, 5,5 - H202, 0,5 - Na2COs. Sua eficacia foi
avaliada utilizando pequenos tecidos (4,5 cm x 4,5 cm) sujos com sangue padroes
EMPA 111 (TEXCONTROL). A enzima foi adicionada as solu¢gdes huma concentracao
em que a atividade da mesma foi 12,45 U/mL.

Os tecidos foram submetidos a lavagem utilizando frascos Erlenmeyer de 125
mL contendo a solucdo de limpeza selecionada, sob agitacdo de 150 rpm a
temperatura de 45 °C por 30 min, em “shaker” rotatério (Thermo Forma Orbital Shaker,
Ohio, EUA).

Além de testar a solugcdo proposta, os detergentes comerciais Brilhante®,
Invicto® e Omo® foram submetidos ao mesmo teste. A concentracdo utilizada em
todos os testes foi de 0,7% (p/v).

A avaliacdo do poder de detergéncia foi feita pela medida de cor dos tecidos
utilizando o colorimetro de Hunter, Hunterlab Miniscan XE Plus (HUNTER LAB),
escala CIELAB (L*, a* b*). Na escala de Hunter, o indice “L” mede a luminosidade
variando de 0 (para amostra perfeitamente preta — minima refletancia) e 100 (para

amostra perfeitamente branca — maxima refletancia). O parametro “a” mede variagbes
na faixa de cor verde (sinal negativo) ao vermelho (sinal positivo) e o parametro “b”
mede variacdes na faixa de cor azul (sinal negativo) ao amarelo (sinal positivo). As
medidas de cor foram expressas em termos de Parametro “L” e Chroma (a*2+b*?)*,
gue é definido como a intensidade de cor. Valores mais baixos do parametro Chroma
indicam menos intensidade de cor. Portanto, esta escala permite uma comparacao de
valores de cor e foi usada para avaliar a eficiéncia das formulacfes na remocéo das

sujidades.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Compatibilidade de proteases com componentes utilizados na
formulacdo de detergentes

A compatibilidade da protease com diferentes concentracdes de surfactantes
esta demonstrada na Figura 3. A protease foi compativel com os surfactantes néo-
ibnicos Renex 60, Renex 95 e Triton X-100 em todas as concentracdes que foram
testadas, provavelmente devido a maior acessibilidade ao substrato, visto que,
segundo Maniasso (2001) e Preté (2006), os surfactantes ndo ibnicos apresentam
valores de CMC menores que 0s apresentados por surfactantes anidnicos, ou seja,
formam as micelas com menores concentracfes. Ja para o LAS, um surfactante
anibnico, foi observado que quando baixas concentracdes foram utilizadas a atividade
da protease foi inibida, mas a medida que a concentracdo deste surfactante foi
aumentando, a atividade da protease aumentou e atingiu seu valor maximo com uma
concentracdo de 0,75%. Esse valor foi em torno de 40% maior que o controle (enzima

sem a presenca de qualquer surfactante).



35

160

| E=— Triton x-100

1404 [E555] Renex 60 N
77] Renex 95 |

[ LAS

120—-
?00—-
80;
60

40

Enzymatic Activity (%)

20 -

i T
0.15% 0.25%

Concentration (%)

Figura 3 - Compatibilidade de protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2 com
surfactante em diferentes concentracées. O controle, a enzima na auséncia de
surfactante foi considerada como 100% (=10,45 U/mL).

Os surfactantes nado-ibnicos e os anibnicos sdo utilizados como agentes
estabilizadores em formulacbes comerciais de enzimas. Dependendo da
concentragdo, facilitam a reatividade da enzima por aumentar a solubilidade dos
componentes da reacao (Buxbaum, 2011). Na presenca de 0,1% de Triton X-100, a
protease de Aspergillus fumigatus Fresenius, apresentou atividade residual de 97%
(Silva, 2011). Entretanto, alguns surfactantes podem agir como agentes
desnaturantes promovendo o rompimento de ligacdes nao covalentes (Berg et al.
2002). Portanto, diferentes surfactantes exibem diferentes efeitos dependendo da
estrutura do surfactante e da proteina (enzima).

Os resultados da compatibilidade da protease com diferentes concentractes
de oxidantes estdo demonstrados na Figura 4. O peroxido de hidrogénio € conhecido
por ser um forte agente oxidante e medeia a inativacéo oxidativa de proteinas. Assim,
foi de interesse determinar a compatibilidade da protease de Bacillus sp SMIA-2 com
solucdes contendo perborato de sédio e peréxido de hidrogénio. Em concentracdes
mais baixas de peroxido de hidrogénio (0,15%), a atividade da enzima diminuiu. O
aumento da concentracdo deste oxidante para 0,75% provocou um ligeiro estimulo na

atividade da protease. Por outro lado, quando a enzima foi incubada na presenca do
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perborato de sédio, a sua atividade diminuiu a medida que a concentracdo desse
oxidante aumentou (Figura 4).

Agentes oxidantes podem facilmente levar & oxidagéo de alguns aminoécidos
e causar a inativagcdo de enzimas. A maioria das proteases comerciais tem sido
relatada como instavel na presenca de agentes de branqueamento (Gupta et al.,
2002).
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Figura 4 - Compatibilidade de protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2 com
oxidantes em diferentes concentragcdes. O controle, a enzima na auséncia de
surfactante foi considerada como 100% (=10,45 U/mL).

Outro importante adjuvante de detergente usado em aplicacbes de lavagem
sao os “builders”. Na presenca de ambos os “builders” carbonato de sédio e EDTA, a
atividade da protease diminuiu quando a concentracdo destes compostos foi
aumentada de 0,15% para 0,75% no meio reacional. Ressalta-se que a protease
apresentou maior atividade na presenca do carbonato de sédio do que na presenca
do EDTA, para todas as concentragdes utilizadas (Figura 5).

O EDTA é um inibidor de metalo-proteases e quelante de ions metalicos, tais
como célcio. Desta maneira, quando esta presente no meio reacional o EDTA forma

complexos muito estaveis com os ions metélicos, retirando-os do meio.
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Figura 5 - Compatibilidade de protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2 com
builders em diferentes concentragbes. O controle, a enzima na auséncia de
surfactante, foi considerado como 100% (=10,45 U/mL).

5.2. Estabilidade de proteases de Bacillus sp SMIA-2 com componentes
utilizados na formulacao de detergentes

A estabilidade da protease na presenca de diferentes concentracdes do
surfactante LAS est4 mostrada na Figura 6. A enzima manteve 94% de sua atividade
quando incubada a 60°C por 2 h na presenca de 0,25% LAS. Com o aumento da
concentracdo deste surfactante para 0,75%, a protease manteve em torno de 114%
de sua atividade.

Os tensoativos anionicos, incluindo alquilbenzeno sulfonato linear (LAS), sé@o
conhecidos por diminuir a estabilidade de proteases em detergentes, possivelmente
pela aceleracdo de processos autoproteoliticos. Para evitar a desnaturacdo de
proteases por surfactantes, certos sais (ions) e até mesmo outros surfactantes podem

ser utilizados (Rrussell; Britton, 2002).
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Figura 6 - Estabilidade de protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2 com surfactante
(LAS) em diferentes concentragoes.

A estabilidade da protease na presenca de diferentes concentracdes do
oxidante peréxido de hidrogénio esta mostrada na Figura 7. Quando a enzima foi
incubada com 0,5% e 0,75% de peroxido de hidrogénio a 60°C por 2 h a sua
estabilidade foi aumentada em torno de 20%. Enzimas que apresentam extrema
estabilidade em relacdo aos agentes oxidantes sdo de imenso significado comercial
para a industria de detergentes, porque os peréxidos e perboratos sédo ingredientes
comuns das formula¢des modernas de detergentes a base de agua sanitaria.

Peréxido de hidrogénio e perborato de sédio, cada um a 1% de concentracao,
estimularam a atividade residual da protease alcalina de Bacillus licheniformis N-2 até
135 e 126%, respectivamente, enquanto 124% e 108% de aumento na atividade
residual foram observados na concentracéo de 5% de H202 e perborato de sdédio,
respectivamente (Nadeem et al., 2008). A protease alcalina de Bacillus clausii I-52
exibiu atividade residual de até 114% apds o tratamento com 1% de H202, enquanto
uma protease alcalina da cepa Vibrio fluvialis VM10 mostrou atividade de 132% apdés
a incubacédo com 4% de H20:2 (Calik et al. 2002). No entanto, a protease Bacillus RP1

foi menos estavel contra agentes oxidantes e reteve 68% e 48% de sua atividade apos
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1 h de incubacéo a 40 ° C na presenca de 2% de H20:2 e 0,2% de perborato de sodio,

respectivamente (Sellami-Kamoun et al. 2008).
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Figura 7 - Estabilidade de protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2 com oxidante
(H202) em diferentes concentracdes.

Em relacéo a estabilidade da protease com o carbonato de sédio, foi mostrado
gque em concentracdo de 0,75%, a atividade residual ndo apresentou nenhuma
alteracdo quando incubado a 60°C por 2 h. Em concentragcdes menores, houve uma
ligeira queda na atividade nessas mesmas condicdes (aproximadamente 95% e 98%

em concentragdes de 0,25% e 0,50%, respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8 - Estabilidade de protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2 com builders
(Na2CO3) em diferentes concentragoes.

5.3. Planejamento Fatorial Fracionado

O planejamento fatorial 23 utiliza 3 fatores analisados em 2 niveis. Esse
planejamento é muito util, a fim de investigar as variaveis de um trabalho experimental,
sendo muito utilizado em experimentos de varredura de fatores. Em um planejamento
fatorial, quando o numero de fatores é grande, o nimero de experimentos necessarios
€ muito elevado. Em contrapartida, utilizando o planejamento fatorial fracionado é
possivel selecionar quais fatores tem mais efeitos, detectando as variaveis
independentes mais importantes e dando inicio a um novo planejamento considerando
as variaveis com melhores efeitos, quando necessario, reduzindo o numero de
experimentos. A utilizacdo de superficies de resposta permite avaliar a influéncia de
varias variaveis independentes a fim de otimizar essa resposta (Calado e

Montgomery, 2003).
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5.3.1. Otimizacéo da concentragéo de surfactante, temperatura e tempo de exposicéo

O delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 23 e posterior
construcdo das superficies de resposta foram utilizados para avaliar as concentracées
de surfactante, a temperatura e o tempo em que o extrato enzimatico foi exposto, a
fim de avaliar qual a melhor condigdo para maior atividade enzimética de protease
(U/mL).

Na Tabela 6 esta exposta a Matriz do DCCR para atividade da protease
(U/mL).

De acordo com a Tabela 6, a atividade de protease variou de 0,648 (ensaio 9)
a 17,298 (ensaio 7). A maior atividade de protease foi observada utilizando uma
concentracdo do LAS de 8,05 (p/v), temperatura de incubacéo de 56,9°C e 2058
minutos.

O LAS (alquilbenzeno sulfonato linear) é o surfactante mais amplamente
utilizado em detergentes domesticos e industriais. Além da sua significante presenca
em muitos detergentes domeésticos (com concentracao tipica variando de 3 a 22%) e
em produtos para todas as finalidades de limpeza, também é utilizado em algumas
aplicacdes industriais, tais como no campo de produtos téxteis e fibras, quimicos e
agricultura, todavia, em menor proporcao (Hera, 2009). Os niveis de LAS que foram
utilizadas no delineamento levaram em conta as concentragcdes maximas usualmente
utilizadas em detergentes. Embora Yangxin et al. (2008) afirmem que o surfactante
abrange cerca de 15 a 40% de uma formulacado de detergentes e Coelho et al (2008)
evidenciam uma porcentagem de 25% de agentes tensionantes em uma formulagéo
de limpeza enzimatica.

Cada detergente tem sua melhor temperatura para exercer sua fungcdo com
mais eficicia. De maneira geral, temperaturas entre 40 a 55° graus sdo as ideais,
mas alguns detergentes podem ser usados em temperatura ambiente também. Por

isso, no delineamento foi utilizada a temperatura de 45°C para o ponto central.
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Tabela 6 - Matriz do DCCR, do tipo 23 para atividade enzimatica de protease com os
valores reais das variaveis independentes

Surfactante Temperatura Tempo Atividade
Ensaios . ) Residual

(m/iv) (°C) (min) (UlmL)

1 8,05 33,1 702 2,106

2 19,95 33,1 702 13,854
3 8,05 56,9 702 12,450
4 19,95 56,9 702 1,056
5 8,05 33,1 2058 2,388
6 19,95 33,1 2058 11,778
7 8,05 56,9 2058 17,298
8 19,95 56,9 2058 1,794
9 4 45 1380 0,648
10 24 45 1380 7,674
11 14 25 1380 12,012
12 14 65 1380 7,800
13 14 45 240 8,826
14 14 45 2520 6,498
15 14 45 1380 8,268
16 14 45 1380 8,202
17 14 45 1380 8,682

A significancia estatistica dos resultados foi verificada pelo teste F e os
resultados da analise de variancia para atividade enziméatica de protease podem ser
observados na Tabela 7. De acordo com a ANOVA, foi verificado que o modelo
ajustado foi significativo pelo teste F (p<0,05).
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Tabela 7 - ANOVA para resposta da atividade de protease (U/mL) em diferentes
concentracfes de surfactante, temperaturas e intervalo de tempo

\':/gﬂfggﬁ o) GL oM Feal
Reg 330,5788 9 3673098  6,324531
Res 40,6539 7 5,8077
Total 3712327 16

% variacdo explicada (R?) = 89,311; F 970,05 = 3,68

Na Tabela 8 foram observados os coeficientes de regressao, p-valor e os

limites de confianca para a resposta de atividade enzimatica de protease.

Tabela 8 - Coeficiente de regressao dos valores de atividade da protease obtidos para
as diferentes concentracoes de surfactante, temperatura e tempo, conforme DCCR

Estimativa por intervalo (95%)

Coeficiente de

Fatores Regressio p - valor Limite Inferior Limite Superior
Média 8,34101 0,000539 5,05739 11,62463
X1 0,44361 0,518201 -1,09841 1,98562
X12 -1,34499 0,103087 -3,04220 0,35223
X2 -0,33783 0,620388 -1,87985 1,20418
X22 0,68618 0,370910 -1,01104 2,38339
X3 -0,00917 0,989175 -1,55118 1,53285
X32 -0,10720 0,885489 -1,80441 1,59002
X1* X2 -6,00475 0,000203 -8,01949 -3,99001
X1* X3 -0,80875 0,374130 -2,82349 1,20599
X2* X3 0,92275 0,314698 -1,09199 2,93749

X1 = Surfactante. X, = Temperatura; Xz = Tempo.
Observe que o modelo ajustado fica caracterizado pela EQUACAO 1:

Y =8,34101 + 0,44361 x1 — 1,34499 x12 — 0,33783 x2 +0,68618 x22 —
0,00917 x3— 0,10720 x3? — 6,00475 x1 . x2 — 0,80875 x1. x3 + 0,92275 X2 . X3 (2)
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Onde x1 € a concentragdo de Surfactante, x2 representa a temperatura e x3
representa o tempo de exposicao.

ApoOs analise dos resultados, foram construidas superficies de resposta para

variavel atividade de protease e os resultados estéo ilustrados nas figuras 9, 10 e 11.
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Figura 9 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da concentracdo de surfactante e
temperatura na atividade enzimética de protease (U/mL).

Quando o tempo de incubacdo da enzima foi mantido constante no ponto
central (23 h), foi observado que em concentragdes do surfactante mais baixas e
temperaturas de incubagéo mais elevadas, a atividade da protease foi maior (FIGURA
9). Porém, em concentragcdes maiores do surfactante a atividade da protease foi
maior, quando temperaturas mais brandas foram utilizadas.

Mantendo a temperatura de incubagao constante no ponto central (45 °C), foi

verificado que quando a concentracdo do surfactante aumentou, a atividade da



45

protease foi maior com o0 aumento do tempo de incubacéo. Entretanto, em tempos de

incubacdo mais prolongados, a atividade da enzima decresceu (Figura 10).

(Jw/n) 3se=104d

Figura 10 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da concentracdo de surfactante e tempo
na atividade enzimética de protease (U/mL).

Foi observado também que quando a concentracdo do surfactante foi mantida
constante no ponto central (14%, m/V), em mais baixas temperaturas e tempo de

incubacgéo, a atividade da protease foi mais alta, mas também ha um aumento da
atividade com maior tempo e temperatura elevada.
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Figura 11 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da temperatura e tempo na atividade
enzimatica de protease (U/mL).

5.3.2. Otimizacgao de concentracdo de oxidante, temperatura e tempo de exposicao

O delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 23 e posterior
construgao das superficies de resposta foram utilizados para avaliar as concentragfes
de oxidante, a temperatura e o tempo em que o extrato enzimatico foi exposto, a fim
de avaliar qual a melhor condicao para maior atividade enziméatica de protease (U/mL).

Na Tabela 9 estd exposta a Matriz do DCCR para atividade da protease
(U/mL).

46
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Tabela 9 - Matriz do DCCR, do tipo 23 para atividade enzimatica de protease com os
valores reais das variaveis independentes

Oxidante = Temperatura Tempo Protease

Ensaios
(m/v) (°C) (min) (U/mL)
1 2,82 33,1 702 14,562
2 8,18 33,1 702 13,206
3 2,82 56,9 702 12,042
4 8,18 56,9 702 7,710
5 2,82 33,1 2058 13,028
6 8,18 33,1 2058 11,148
7 2,82 56,9 2058 7,068
8 8,18 56,9 2058 0,378
9 1 45 1380 13,650
10 10 45 1380 13,344
11 55 25 1380 11,712
12 55 65 1380 0,006
13 55 45 240 11,010
14 55 45 2520 7,908
15 55 45 1380 9,792
16 55 45 1380 9,744
17 5,5 45 1380 9,564

De acordo com a Tabela 6, a atividade de protease variou de 0,006 (ensaio
12) a 14,562 (ensaio 1). A maior atividade de protease foi observada utilizando a
concentracéo de 2,82 (m/v) de oxidante, com a temperatura de 33,1°C e 702 minutos.

O peroxido de hidrogénio é um dos oxidantes mais versateis que existe,
superior ao cloro, diéxido de cloro e permanganato de potassio. Solu¢des de peroxido
de hidrogénio sdo empregadas no dia-a-dia, tais como cremes de pasta dental a 0,5%
(m/v), detergentes para lentes de contato a 2% (m/v), detergentes para
branqueamento a 5% (m/v), locbes para tratamento de cabelos a 7,5% (m/v), entre
outras (Matos et al., 2003). Portanto, as concentra¢cdes que foram utilizadas para a

realizagcdo do delineamento estavam dentro da faixa sugerida na literatura. Além
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disso, a escolha da concentracao do oxidante utilizada para o ponto central, levou em
consideracéo a sua finalidade que foi para formulacdes de detergentes.

A significancia estatistica dos resultados foi verificada pelo teste F e os
resultados da andlise de variancia para atividade enzimética de protease podem ser
observados na tabela 10. De acordo com a ANOVA, foi verificado que o modelo

ajustado foi significativo pelo teste F (p<0,1).

Tabela 10 - ANOVA ara resposta da atividade de protease (U/mL) em diferentes
concentracfes de oxidante, temperaturas e intervalos de tempo.

Fonte de

L SQ GL QM Fcal
Variacao
Regresséao 252,4794 9 28,05327 13,58286
Residuo 14,4574 7 2,065343

Total 266,9368 16

% Variacéo explicada (R?) = 94,913; F 97,01 = 2,72

Na tabela 11 foram observados os coeficientes de regresséo, p — valor e 0s

limites de confianca para resposta de atividade enzimatica de protease.

Tabela 11 - Coeficiente de regresséo dos valores da atividade enzimética de protease,
obtidos para diferentes concentracdes de oxidante, temperatura e tempo, conforme
DCCR

Estimativa por intervalo (90%)

Fatores Coef. d? p - valor Limite Inferior Limitg
Regressao Superior
Média 9,68109 0,000008 8,11218 11,24999
X1 -1,08168 0,027240 -1,81845 -0,34491
X12 1,40760 0,013328 0,59667 2,21852
X2 -3,25351 0,000068 -3,99029 -2,51674
X22 -1,29285 0,019373 -2,10377 -0,48192
X3 -1,54613 0,005352 -2,28290 -0,80935
X32 -0,02005 0,963940 -0,83098 0,79087
X1* X2 -0,97329 0,096964 -1,93593 -0,01065
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Tabela 11, Cont.;

X1* X3 -0,36021 0,501285 -1,32285 0,60243

X2 * X3 -1,08921 0,069256 -2,05185 -0,12657
X1 = Oxidante; X2 = Temperatura; Xz = Tempo.

Observe que o modelo ajustado fica caracterizado pela EQUACAO 2:

Y =9,68109 — 1,08168 x1 +1,40760 x12 — 3,25351 x2 — 1,29285 x2? —
1,54613 x3—0,02005 x32 — 0,97329 x1. X2 — 0,36021 x1.x3—1,08921 x2.Xs. 2

Onde x1 é a concentracdo de oxidante, x2 representa a temperatura e x3 0
tempo de exposicao.

Apos analise dos resultados, foram construidas superficies de resposta para
variavel atividade de protease. Os resultados estdo apresentados na Figura 12, 13 e
14.

Quando o tempo de incubacdo da enzima foi mantido constante no ponto
central (23 h), foi observado que as melhores atividades enzimaticas da protease
foram alcancadas em temperaturas mais brandas e concentracdes extremas do
oxidante, porém é possivel obter valores de atividade elevados com temperaturas
mais elevadas e menores concentracdes de oxidante (Figura 12).



- = =N
N B OV O

[y
o

(Ju/n) ase104d

b NONEO®
- Y

->18
| ERE
[ Rl
-<10
Cl<e
<2
—

Figura 12 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da concentracdo de oxidante e
temperatura na atividade enzimatica de protease (U/mL).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 13, mantendo a
temperatura de incubacao constante no ponto central (45°C), a protease apresentou
maior atividade, quando incubada em baixas concentracbes do oxidante com
intervalos de tempo maiores. Além disso, também foi observado que concentracdes

mais altas do oxidante podem ser utilizadas para a obtencdo de alta atividade
enzimatica, desde que o tempo de incubacéo seja mais baixo.

50
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Figura 13 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da concentragdo de oxidante e do
tempo de exposi¢do na atividade enzimatica de protease (U/mL).

Observou-se também que, mantendo a concentracdo do oxidante constante
no ponto central (5,5%, m/V), a protease pode ser incubada em intervalos de tempo
mais altos, quando a temperatura de incubacéo utilizada for mais branda. Porém, em

temperaturas mais elevadas, o intervalo de tempo de incubacgéo da enzima deve ser
menor, para alcancar maior atividade da mesma.
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Figura 14 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da temperatura e do tempo de
exposicao na atividade enzimatica de protease (U/mL).

5.3.3. Otimizacéo da concentracao de surfactante, concentracdo de oxidante e tempo
de exposicao

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) do tipo 22 e posterior
construcéo das superficies de resposta foram utilizados para avaliar as concentragcdes
de surfactante, concentragcdes de oxidante e o tempo de incubacgéo da enzima a 45°C,

a fim de otimizar a condicao para obtenc&o de maior atividade da protease. Na tabela

12 esté exposta a Matriz do DCCR para atividade da protease (U/mL).
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Tabela 12 - Matriz do DCCR, do tipo 22 para atividade enzimatica de protease com 0s
valores reais das variaveis independentes

Ensaios Surfactante Oxidante Tempo Protease
(m/v) (m/v) (min) (U/mL)
1 8,05 2,82 702 9,486
2 19,95 2,82 702 10,086
3 8,05 8,18 702 8,130
4 19,95 8,18 702 12,726
5 8,05 2,82 2058 11,624
6 19,95 2,82 2058 12,708
7 8,05 8,18 2058 9,264
8 19,95 8,18 2058 13,536
9 4 55 1380 8,202
10 24 55 1380 17,682
11 14 1 1380 10,746
12 14 10 1380 8,400
13 14 55 240 8,616
14 14 55 2520 9,306
15 14 55 1380 9,054
16 14 55 1380 9,330
17 14 55 1380 9,066

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, a atividade
enzimatica de protease variou de 8,130 (Ensaio 3) a 17,682 (Ensaio 10). A maior
atividade de protease foi observada utilizando a concentracdo de 24 (m/v) de
surfactante, concentragédo de 5,5 (m/v) de oxidante e 1380 minutos.

A significancia estatistica dos resultados foi verificada pelo teste F e os
resultados da analise de variancia para atividade enzimatica de protease podem ser
observados na Tabela 13. De acordo com a ANOVA, verificou-se que o modelo

ajustado foi significativo pelo teste F (p<0,1).



54

Tabela 13 - ANOVA para resposta da atividade de protease (U/mL) em diferentes
concentracdes de surfactante, oxidante e tempo

Fonte de Variagao SQ GL QM Fcal
Regresséo 88,1086 9 9,789844  6,333716
Ressiduo 10,8197 7 1,545671
Total 98,9283

% Variacdo explicada (R?) = 89,23; F 272;01= 2,72

Na Tabela 14 observaram os coeficientes de regresséao, p — valor e os limites

de confianca para resposta de atividade enzimatica de protease.

Tabela 14 - Coeficiente de regresséo dos valores da atividade enzimatica de protease,
obtidos para diferentes concentracbes de surfactante e oxidante e em diferentes
intervalos de tempo, conforme DCCR

Estimativa por intervalo (90%)

Coeficiente de

Fatores Regressio p - valor  Limite Inferior Limite Superior
Média 9,12605 0,000004 7,76880 10,48330
X1 1,94007 0,000686 1,30270 2,57745
X412 1,42317 0,006346 0,72165 2,12470
X2 -0,30707 0,391726 -0,94444 0,33031
X2? 0,23205 0,550745 -0,46947 0,93358
X3 0,57587 0,130678 -0,06151 1,21324
X3? 0,01568 0,967412 -0,68585 0,71720
X1* X2 0,89801 0,080356 0,06524 1,73079
X1* Xs 0,01999 0,965001 -0,81279 0,85276
X2* Xs -0,25201 0,449549 -1,18479 0,48076

X1 = Surfactante; X, = Oxidante; X3 = Tempo.
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Observe que o modelo ajustado fica caracterizado pela EQUACAO 3:

Y=19,12605 + 1,94007x1 + 1,42317x12 — 0,30707x2 + 0,23205x%2? + 0,57587x3 +

0,1568x3? + 0,89801x1 . X2 + 0,01999x1 . X3 -0,25201x2 . X3 3

Onde x1 é a concentracdo de surfactante, x2 representa a concentracao de
oxidante e x3 0 tempo de exposi¢ao.

ApoOs analise dos resultados, foram construidas superficies de resposta para

variavel atividade de protease e os resultados estdo ilustrados nas Figuras 15, 16 e
17.
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Figura 15 - Superficie de resposta 3D. Efeitos das concentra¢cdes de surfactante e
concentracdes de oxidante na atividade enzimatica de protease (U/mL).
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 15, concentracdes
elevadas de oxidante em conjunto com concentracfes elevadas de surfactante
potencializaram a atividade enzimatica de protease, quando a incubada por 23 h a
45°C. Contudo, quando incubada nestas mesmas condicdes em concentracdes

elevadas de oxidante, mas com concentracdes menores de surfactante, a atividade
enzimatica de protease foi reduzida.

Mantendo a concentracdo do oxidante constante no ponto central (5,5%, m/V),
foi observado que o tempo nao foi um fator limitante na estabilidade da protease,
quando concentracdes altas do surfactante foram utilizadas (Figura 16).
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Figura 16 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da concentracdo de surfactante e do
tempo de exposicdo na atividade enzimatica de protease (U/mL).
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Finalmente, de acordo com a Figura 17, mantendo a concentracdo do
surfactante constante no ponto central (14%, m/V), a atividade da protease foi

estimulada, quando baixas concentracdes de oxidante e intervalos maiores de tempo
foram utilizados.
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Figura 17 - Superficie de resposta 3D. Efeitos da concentragdo de oxidante e do
tempo de exposi¢do na atividade enzimatica de protease (U/mL).

5.4. Efeito do desempenho de lavagem

O desempenho de uma solucéo de limpeza selecionada a partir dos estudos
de otimizagdo, na lavagem de tecidos de roupa foi avaliado. Para a sele¢do da solucéo

foram levados em conta os efeitos toxicos do LAS e a estabilidade da enzima. Assim,
a solucéo de limpeza do ensaio 10 foi selecionada.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 18, exceto quando
efetuada a lavagem com agua, todos os detergentes comerciais e a solugcao 10,
apresentaram um aumento no parametro “L”, demonstrando uma boa eficiéncia no
clareamento do tecido. Ressalta-se, entretanto que 0s maiores valores deste
parametro foram obtidos para o detergente Omo® (maiores valores indicam coloracao
mais clara), sugerindo que este produto contém componentes mais eficazes na
remocao desse tipo de sujidade, incluindo provavelmente, maiores quantidades de
enzimas.

60 1
50 § _
o

30 4

.

Parametro "L"

0 T J T J T T y T y T
Controle Agua Solugao 10 Brilhante Invicto Omo

Figura 18 - Parametros "L" observados utilizando uma solucéo de limpeza proposta e
detergentes comerciais em 0,7% (m/v).

Em relacdo ao parametro Chroma (Figura 19), o detergente Omo® apresentou
o menor valor (cores mais claras) indicando que esse detergente foi 0 mais eficiente
na remocdo das sujidades de sangue dos tecidos. Entretanto, a solucdo 10
apresentou valores similares aos demais detergentes comerciais testados,

demonstrando a eficiéncia da mesma na lavagem dos tecidos.
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Figura 19 - Parametros Chroma observados utilizando uma solugéo de limpeza

proposta e detergentes comerciais em 0,7% (m/v).
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6. CONCLUSOES

A protease de Bacillus sp. SMIA-2 apresentou compatibilidade com peroxido
de hidrogénio e carbonato de sodio e alta compatibilidade com o surfactante LAS.
Além disso, foi estdvel nesses compostos, uma vez que a atividade residual se
manteve préxima da atividade obtida pelo controle, quando incubada por 2h a 60°C.

A otimizacdo da concentracdo de surfactante, oxidante e tempo, usando o
delineamento composto central rotacional, do tipo 23, demonstrou que a enzima foi
estimulada quando maiores concentracfes de LAS foram utilizadas. Além disso, foi
possivel observar que a enzima foi capaz de ser empregada em diferentes
temperaturas, observando sua capacidade termofilica, quando se ajusta as
concentracfes de surfactante e oxidante a serem utilizadas, de acordo com a
finalidade do produto. Que o tempo ndo foi um fator limitante, ampliando as
possibilidades de sua utilizagéo e que a concentracdo de oxidante pode ser reduzida
sem apresentar perda da atividade relativa de protease.

Uma solucdo contendo (%,m/v) 24 - LAS, 5,5 - H202, 0,5 - Na2COs3 e 12,45
U/mL de protease, diluida a 0,7% (m/v), foi eficiente na remoc¢éo de sujidades de

sangue dos tecidos.
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