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RESUMO

Enzimas séo biocatalisadores especificos que sao utilizadas em varios campos de atuacao,
desde a industria de alimentos, até na formulacdo de detergentes. As proteases sao
biocatalisadores de grande interesse comercial na industria, movimentando bilhdes de ddlares
com producdo de toneladas de detergentes para diferentes aplicacdes. A demana de proteases
no mercado brasileiro promove pesquisas como também o empreendorismo nesse segmento
embora mais investimentos por parte das agéncias do governo devem ser necessarias. A
potencialidade da matéria prima renovavel e o aumento do desenvolviemnto de tecnologias
para enzimas, como o conhecimento sobre a conformacdo protéica e estabilidade com
atividades catalitica sdo as bases que podem promover a exportacdo de enzimas. Ligacdes de
hidrogénio, forgas ibnicas e de van der Walls, como também as interacdes hodrof6bicas
precisam ser matindas entre os amimoacidos para gerenciar a conformacdo espacial das
enzimas, evitando desnaturacao protéica. No processo de formulacao, é necessario investigar a
interrrelacdo de parametros fisicos e aditivos quimicos cujas variaveis sdo importantes para
manter a estabilidade da conformag&o espacial, adicionando elementos como conservantes,
sais, polimeros, surfactantes, solventes, detergentes e outros elementos para manter a
estrutura da enzima. Nesse trabalho foram analizadas as composi¢fes de trés bioprodutos
dispostos no mercado brasileiro para lavagem de roupa. A presenca de agentes ativos entre
eles: enzimas e tensioativos e, a interagcdo entre esses aditivos durante 0 armazenamento e as
condi¢Bes operacionais promovem as respectivas diferengas e caracteristicas que impulsionam

a competitividade desses produtos.

Palavras-chaves: proteases, estabilizacao de proteinas, aplicagcéo tecnoldgica.
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ABSTRACT

Enzymes are specific biocatalysts that work in wide field of applications as food industry as
detergent formulation. The proteases represents an important commercial bioproduct used in
industry, managing billion of dollars year by year, producing tons of detergents for different
applications. Enzymatic reactions are processed under mild temperature and pressure with great
commercial interest, being these catalysts biodegradable. The proteases demand in the brazilian
market promoves the researches, as the entrepreneurship in this area althought more
investments from government agencies must be necessary. The potenciality in renewable raw
material and the increase of development of enzyme technologies are the bases that can
promove the enzymes exportation. Hydrogen and disulfide bonds, van der Waals and ionic
powers, as well as hydrophobic interactions need to be keeped among these amino acids to
manage the spacial conformation of the enzymes, avoiding the inactivation or the protein
desnaturation. The formulation process need of physical and chemical managements to
promove the stability of the protein chains to try to protect the catalytic site and the spacial
structure, adding elements like preservatives, salts, polymers, surfactantes, solvents, detergents
and others elements to manage the structure of the enzyme in this process of formulation is
necessary. In this work was analyzed the chemical composition of three bioprocts sold in the
brazilian market used for domestic laundry, the presence of the main active agents among them
like: enzymes, tensioactives and others, and the interaction these additives during the
formulation process that could promove the respective differences and characteristics that make

these products competitive.

Keywords: proteases, protein stabilization, technological application.
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1.1 Introducéo

A biotecnologia utiliza agentes biol6gicos para obter bens ou assegurar servigos po5
manipulacdo de micro-organismos, plantas e animais para obtencdo de processos e produtos
de interesse. Os micro-organismos tém sido largamente empregados por apresentarem elevada
velocidade de sintese, estabilidade e rendimento elevado de substrato em produto, além de
pequeno tempo de geracao, diversidade e facilidade de manipulagBes genética e de condicbes
ambientais (HAZAN; SHAH; HAMMED, 2006; VENTURA; FREITAS; FREIRE, 2008).

Enzimas sé&o proteinas biocataliticas que regulam a velocidade das reac¢des bioquimicas
gue ocorrem nos seres vivos. Agem de forma a acelerar a reagcdo com redugéo de energia de
ativagdo, sem alterar a constante de equilibrio ou a energia livre de reagdo. Dentre as
diferencas em relagdo ao catalisador quimico, as enzimas catalisam reacfes em condi¢cdes
suaves de temperatura e de pressdao, ndo sdo toxicas aos seres vivos e reduzem as
necessidades energéticas e de efeitos corrosivos em reatores (ZANIN; MORAES, 2004). A
reducdo do custo de producdo de enzimas € favorecida no pais, pela possibilidade de
bioconversao de subprodutos agricolas como farelo de trigo, farelo de algodao, casca de soja,
soro de leite e 4gua de maceracao de milho dentre outros. H& tendéncia para o aumento do uso
de enzimas de forma geral e em particular, em processos industriais (MUSSATTO;
FERNANDES; MILAGRES, 2007).

As peptidases, peptideo-hidrolases ou proteases sdo enzimas hidroliticas que clivam
ligacdes peptidicas em proteinas e em seus fragmentos. Atuam de forma universal nos seres
vivos, participando de vias metabdlicas e de vias de sinalizagdo celular. Muitos micro-
organismos secretam peptidases para 0 meio externo com o fim de degradar proteinas cujos
produtos de hidrélise servem como fonte de carbono e de nitrogénio no metabolismo celular
(VERMELHO et al., 2008). A aplicacdo tecnolégica das proteases na producdo de pées e
biscoitos enriquece as farinhas de trigo de alto teor protéico e melhora tecnologicamente esses
produtos, proporcionando a extensibilidade das massas e maior maleabilidade das mesmas no
processamento, além de reducdo do tempo de preparo. Essas enzimas também séo utilizadas
no preparo de cervejas, medicamentos, Oleos vegetais, na industria de detergentes, em
processos que utilizam o couro, dentre outros, proporcionando produtos finais com
caracteristicas especificas (NASCIMENTO, 2006; VIDYASAGAR, 2009). Na ultima década, a
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importacdo de biocatalizadores tem aumentado exponencialmente. O mercado global de
enzimas movimentara US$ 3,74 bilhdes até 2015 decorrentes da soma das vendas de enzimas
para industria de alimentacdo animal e outros segmentos. Dentre as enzimas utilizadas em
biotransformacdes industriais, as hidrolases séo aplicadas em cerca de 50 % dos processos
biotecnol6gicos (ZANIN; MORAES, 2004; BON et al., 2008).

A estrutura molecular de uma enzima depende de ligagcbes peptidicas e dos respectivos
aminoacidos, além de interacdes intramoleculares. A atividade catalitica pode ser alterada em
funcdo de agentes externos, como: calor, alcalis, metais pesados e outros agentes oxidantes
gque podem desnaturar ou inativar a estrutura protéica. Para que esses catalisadores sejam
comercializados é fundamental que apresentem estabilidade durante o armazenamento e o
processo operacional (VENTURA; FREITAS; FREIRE, 2008).

Considerando o contexto do comércio de enzimas, as vantagens da aplicagdo desses
biocatalizadores em processos tecnoldgicos, a diversidade das aplicacdes de proteases e a
baixa estabilidade de estruturas conformacionais de proteinas com atividade catalitica, este
trabalho visa analisar fatores que influenciam a estabilidade de estruturas de enzimas

microbianas, especificamente proteases, para aplicacdo tecnoldgica em detergentes.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar estudos de estabilidade de conformacéao

protéica em proteases para aplicacéo tecnolégica em detergentes.

1.2.2 Objetivos especificos

>

YV V V V V

Exemplificar caracteristicas, propriedades e fontes de proteases para aplicacao
tecnoldgica;

Discutir interacdes de carater fisico-quimico responsaveis pela estabilidade da
conformacéao espacial de enzimas;

Descrever reagfes na cadeia protéica que alteram a atividade catalitica de enzima;
Exemplificar estratégias utilizadas para aumentar a estabilidade de enzimas;

Enumerar condi¢des fisico-quimicas de formulacdo de enzimas para comercializacao;
Co-relacionar atividade catalitica de enzima e estabilidade da cadeia protéica;

Avaliar e discutir composi¢des quimicas de biodetergentes comerciais.
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1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Biotecnologia

A biotecnologia classica era uma habilidade artesanal usada na fabricacdo de produtos,
tais como o vinho, a cerveja, o iogurte e 0 pdo. Esses processos tradicionais de fermentacao
foram elucidados depois que 0s mecanismos biol6gicos foram compreendidos com base
cientifica. Essa ciéncia aplica principios cientificos e de engenharia no processamento de
materiais por agentes bioldgicos. A biotecnologia € uma area multidisciplinar que envolve
biologia, microbiologia, bioquimica, biologia molecular e engenharia quimica, dentre outras
ciéncias. Os processos biotecnoldgicos modernos sdo responsaveis por variedades de
produtos, incluindo: alimentos, bebidas, enzimas, vitaminas, antibioticos, proteinas
recombinantes, vacinas, combustiveis (SMITH, 2004).

As diversidades biol6gicas e genéticas sdo matérias-primas basicas para os avancgos
que se observam nessa area. Verifica-se, por outro lado, desigual distribuicdo espacial de
recursos biogenéticos e de recursos cientifico-tecnoldgicos. Enquanto a biodiversidade
encontra-se majoritariamente situada em paises em desenvolvimento, 0 conhecimento que
fundamenta a moderna biotecnologia esta amplamente concentrado em paises de economia
avancada.

Com o avango da biologia molecular, ocorreu o desenvolvimento de sistemas de
producdo de biomoléculas de interesse comercial, geradas por metabolismos de micro-
organismos modificados geneticamente. As biotecnologias genémica e protedbmica estdo agora
anunciando uma nova era, em especial na area de recursos humanos e na gestdo do meio
ambiente por prevenir e/ou remediar a poluicdo ambiental (SMITH, 2004).

Historicamente, o primeiro produto comercialmente disponivel obtido pela biotecnologia
molecular foi a insulina humana. Em 1978, a empresa americana Genentech anunciou a
clonagem de genes que codificam as cadeias polipeptidicas que formam a insulina e a sua
expressao em células de Escherichia coli. A producdo de insulina humana por engenharia
genética, desenvolvida pelo convénio entre a Universidade de Brasilia e a Biobras, esta
patenteada nos Estados Unidos e com pedido de patente no INPI, Brasil (SAID; PIETRO, 2004)

Dentre os agentes biolégicos utilizados nos processos tecnoldgicos, ressaltam-se o0s
micro-organismos pelas diversas vantagens de manipulacdo e de reproducéo frente aos outros
seres vivos (vegetais e animais). A produgdo microbiana de enzimas, especificamente

proteases, atingiu um percentual de exportacdo maior que o de importacdo devido ao
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desenvolvimento de tecnologia pelo apoio de 6rgdos de fomento, financiando pesquisas e
distribuindo bolsas para estudos de pdés-graduacdo, que consequentemente, impulsionaram
uma balanca comercial brasileira positiva de bioproduto (BRASIL, 2012).

1.3.2 Enzimas

Pasteur demonstrou que as fermentacdes, conhecidas como préticas artesanais para
produzir bebidas alcodlicas e vinagre, estavam relacionadas a presen¢a de micro-organismos.
O trabalho precursor de Eduard Biichner (laureado com o Nobel de 1907), publicado em 1897
mostrou que fermentacdes sdo agdes puramente quimicas que podem ocorrer em meio livre de
células, originando a Enzimologia — o estudo das enzimas, isto é, os agentes quimicos
responsaveis por essas acoes fermentativas (VENTURA; FREITAS; FREIRE, 2008).

Muitas reagbes quimicas ocorrem espontaneamente, outras precisam ser catalisadas
para proceder a um ritmo significativo. Os catalisadores sdo moléculas que diminuem a
magnitude da barreira de energia necessaria para ser ultrapassada por uma substancia a ser
convertida quimicamente em outra. Termodinamicamente, a magnitude dessa barreira de
energia pode ser expressa em termos de variacdo de energia livre. Eles reduzem a energia
devido a interacbes com o substrato para formar um complexo de transicdo ativo que libera o
produto e regenera o catalisador. Logo, o catalisador ndo é consumido ou alterado durante a
reacdo de modo que, pode ser utilizado indefinidamente para converter o substrato em produto,
entretanto, é limitado pela baixa estabilidade da sua estrutura, isto €, a sua capacidade de deter
a sua funcao catalitica ao longo do tempo nas condicdes de reacéo (ILLANES, 2008).

Reac8es bioquimicas, isto €, as reacbes quimicas que compdem o0 metabolismo de
todas as células vivas, necessitam ser catalisadas para prosseguir com o ritmo requerido para
sustentar a vida. Cada uma das reagfes bioquimicas do metabolismo da célula requer uma
enzima especifica. Esses biocatalisadores séo utilizados h& milhares de anos pelo homem cuja
aplicagcédo foi difundida pela elucidacdo dos mecanismos de atuacdo (VENTURA,; FREITAS;
FREIRE, 2008).

Enzimas sdo moléculas de proteinas que evoluiram para preservar e executar de forma
eficiente a funcionalidade e a integridade dos sistemas biologicos. S&o proteinas globulares, de
estrutura terciaria e quaternéria, que agem como catalisadores bioldgicos, isto €, sdo moléculas
organicas biocataliticas que regulam a velocidade das reagfes bioquimicas que ocorrem nos

seres vivos sem alterar sua propria estrutura neste processo (ILLANES, 2008).
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Algumas enzimas requerem pequenas moléculas ou estruturas quimicas que possam
atuar como catalisadores, denominadas de coenzimas ou cofatores. A coenzima é um termo
usado para pequenas moléculas organicas que se associam de forma reversivel a enzima, mas
gue néo fazem parte da sua estrutura. As coenzimas ligadas a enzimas participam da reacéo e,
por vezes, sdo chamados co-substratos, uma vez que sao de natureza estequiométrica. A
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD®) e a flavina adenina dinucleotideo (FAD®) sdo
portadores intermediarios de elétrons (coenzimas) em varias rea¢gfes enzimaticas. O termo
cofator € normalmente utilizado para se referir a ions de metal que também se ligam
reversivelmente as enzimas, mas, em geral, ndo sdo quimicamente alterados durante a reagao;
cofatores geralmente se ligam fortemente

a estrutura da enzima de modo que ndo sdo dissociadas da holoenzima durante a
reacdo. As enzimas agem de forma a acelerar a reagdo com reducdo de energia de ativacao,
sem alterar a constante de equilibrio ou a energia livre de reagdo (CAMPBELL; FARRELL
2007).

De acordo com a Tabela 1, a energia de ativacdo aumenta de 8,4 a 75,4 KJ/mol,
dependendo da presenca ou ndo de catalisador durante a decomposicdo de peroxido de
hidrogénio. Esta ilustrado que a velocidade de reacdo por acéo da catalase é 10’ vezes maior

gue na presenca da platina, catalisador inorganico.

Tabela 1 Efeitos de catalisadores sobre a energia de ativacdo e velocidade de reacdo na

decomposigéo do peroxido de hidrogénio

CATALISADOR  ENERGIA DE ATIVACAO (KJ/MOL) VELOCIDADE RELATIVA

DE REACAO
Sem 75,4 1
Platina 50,2 2 x 10
Catalase 8,4 3x 10"

Fonte: Zanin e Moraes (2004)

Embora as vantagens cataliticas das enzimas sejam muitas, sua utilizacdo em
processos industriais tem sido restringida, por causa principalmente de: (a) baixa estabilidade
nas condicbes de operacao; (b) custo elevado de producdo desde o isolamento até a
purificagdo; e (c) dificuldade técnica para separacdo de substrato e produto, ao término da
reacao. Isto reduz o emprego de enzimas sollveis, essencialmente em processos em batelada,

onde a mistura substrato/enzima permanece em contato pelo tempo necessario para se
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alcancar um determinado grau de conservagdo. Ao término do processo, o descarte da enzima
e de outras proteinas é realizado por meio de variagdes de pH ou tratamento térmico. Porém,
esses processos desnaturam a enzima, gerando a perda da atividade e impedindo sua
reutilizacdo em processos posteriores (SAID; PIETRO, 2004).

As enzimas estdo presentes em micro-organismos, animais e vegetais e a reducao do
custo de producdo de enzimas € favorecida no pais, por bioconversdo microbiana de
subprodutos agricolas como farelo de trigo, farelo de algodéo, casca de soja, soro de leite e

agua de maceracéao de milho dentre outros (MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007).

A Tabela 2 apresenta diversas caracteristicas entre enzimas e catalisadores quimicos,
ressaltando a elevada especificidade para os substratos, apresentada pelos biocatalisadores.
Dentre as outras diferencas em relagdo ao catalisador quimico, tem-se a capacidade de
catalisar uma reacdo em condi¢gfes suaves de temperatura e de presséo, além de redugéo de

necessidades energéticas e de efeitos corrosivos nos reatores.

Tabela 2 Comparacéo entre caracteristicas de enzimas e catalisadores quimicos

Caracteristicas Enzimas Catalisadores quimicos
Especificidade ao substrato alta baixa
Natureza da estrutura complexa simples
Sensibilidade a temperatura e pH alta baixa
Condicdes de reagédo (T, P e pH) suaves drastica (geralmente)
Custo de obtencéo (isolamento e purificac&o) alto moderado
Consumo de energia baixo alto
Formacéo de subprodutos baixa alta
Separacgéao catalisador/produto custo alto simples
Atividade catalitica em temperatura ambiente alta baixa
Presenca de cofatores sim nao
Estabilidade baixa alta

Energia de ativacédo baixa alta
Velocidade de reagéo alta baixa

Fonte: Adaptada de Zanin e Moraes (2004)

As enzimas sao utilizadas em processos quimicos classicos por apresentarem inumeras
vantagens. Dentre essas vantagens destacam-se: elevada velocidade de reacéo; utilizacdo de

condigbes brandas; compatibilidade com substratos sintéticos; em alguns casos podem
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catalisar as reacdes nos dois sentidos e podem, ainda, apresentar alguma seletividade quanto
ao tipo de reagdo que catalisam (ZANIN; MORAES, 2004; PAQUES; MACEDO, 2006). Devido a
sua natureza protéica e sua conformacéo tridimensional, a elevada especificidade das enzimas
ao substrato, reduz significativamente a obtencdo de subprodutos indesejaveis na reagdo
(SAID; PIETRO, 2004).

Enzimas isoladas ou purificadas apresentam um namero de propriedades que as tornam
um atrativo catalisador em biotransformacao, tais como alta eficiéncia catalitica (podem elevar a
velocidade de uma reacdo de 10° a 10%? vezes); seletividade; atuacdo em condicées brandas de
temperatura (30 a 70 °C) e em pressao atmosférica. Com um mercado crescente e promissor,
grande parte da producéo de enzimas ainda é designada as industrias de detergente e amido.
O uso de enzimas isoladas é preferivel, quando existem limitacdes com relagdo a
permeabilidade do substrato na membrana da célula, ou quando acontecem reacdes
secundarias indesejaveis. (CASTRO; BRANDAO, 2004).

Com os avangos na compreensao da natureza das enzimas e do seu potencial catalitico,
vem sendo ampliada sua aplicacdo industrial, na producdo de alimentos, em cervejarias,
industria téxtil, farmacéutica e de detergentes. Esses biocatalisadores sdo também aplicados
principalmente em produtos farmacéuticos e na quimica fina quando a especificidade da reacdo
€ primordial e em tecnologias cujo impacto ambiental seja negativo por utilizarem metais
pesados que sdo compostos toxicos enquanto as enzimas sdo proteinas, compostos indécuos
aos seres vivos (CAMPBELL; FARELL, 2007).

Em geral, as enzimas sao empregadas na alimentacdo animal com dois propdsitos:
complementar as enzimas que sao produzidas pelo préprio animal em quantidades insuficientes
(amilases e proteases) e fornecer aos animais enzimas que eles ndo conseguem sintetizar
(celulases). Com essas préaticas, ha reducdo dos efeitos negativos causados pelos
polissacarideos ndo-amilaceos. Ragbes para animais contendo matérias-primas alternativas:
trigo, cevada, milho e farelo de soja tém utilizado enzimas em sua composi¢éo (FISCHER et al.,
2002).

Existem enzimas que também podem exercer sua atividade catalitica em meios
organicos e em condi¢gBes de alta pressdo, como é o caso das lipases, alcool-desidrogenase e
fosfatase alcalina.O interesse industrial por tecnologias enziméaticas vem aumentando
gradativamente, principalmente em meios n&do convencionais, as quais expandiram
consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas como catalisadores em processos
industriais (CASTRO; BRANDAO, 2004).
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1.3.3 Proteases

As peptideo-hidrolases, peptidases ou proteases sado enzimas hidroliticas que clivam
ligacBes peptidicas nas proteinas e em seus fragmentos (peptideos). Hidrolisam proteinas a
peptideos e aminoacidos; tém presenca universal nos seres vivos e representam cerca de 2%
do total de proteinas presentes em todos os organismos, atuando em vias metabdlicas e vias de
sinalizagéo celular.

As proteases de plantas e de animais ndo atendem a demanda industrial e por
conseguinte, as microbianas apresentam grande interesse. A producéo industrial de peptidases
por micro-organismo € beneficiada pelo seu pequeno tempo de geragdo e pela diversidade e

facilidade de manipulacao fisiologica e genética desses seres vivos (VERMELHO et al., 2008).

1.3.3.1 Classificagcao

As hidrolases compdem a classe de enzimas de maior uso nos tempos atuais. Dentre
elas estdo amilases, proteases, celulases e lipases. Esse grupo de enzimas constitui um dos
trés maiores grupos de enzimas industriais e séo responsaveis por 60% das vendas totais de
enzimas em todo o mundo (KARBALAEI-HEIDARI et al., 2009; FELIX, NORONHA, MARCO,
2004).

As proteases sao classificadas de acordo com trés critérios: (a) tipo de reacéo
catalisada; (b) natureza quimica do sitio catalitico e, (c) relacao evolucionaria em conformidade
com a estrutura (VERMELHO et al., 2008). De acordo com o Comité Internacional de Enzimas
(Enzyme Comission) da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular, as proteases
sdo enzimas que pertencem a classe 3 (hidrolases) e a subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou
peptidases). As exopeptidases que agem na regido N-terminal da proteina sdo denominadas
aminopeptidases e as que atuam na regido C-terminal sdo chamadas carboxipeptidases que
sédo divididas em subclasses conforme os grupos quimicos de centro-ativo envolvidos no
mecanismo catalitico. As carboxipeptidases sdo subdivididas em serina-, metalo- e cisteina-
carboxipeptidases. As endopeptidases sdo subdivididas em serina-, cisteina-, aspartico-,
metalo- e treonina-endopeptidases.

As enzimas proteoliticas sé@o classificadas em seis familias conforme a massa

molecular, com suas propriedades elétricas e ainda, conforme a sua especificidade ao
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substrato. Cada familia de proteases apresenta residuos de aminoacidos caracteristicos no seu
sitio ativo (THYS, 2004).

As proteases constituem um dos grupos mais importantes de enzimas industriais que
sdo agora utilizados em grande variedade de processos industriais: detergentes, alimentos,
produtos farmacéuticos, couro e seda. Com a excecédo de utilizagcdes farmacéuticas, a industria
dos detergentes tem emergido como um dos grandes consumidores de enzimas hidroliticas
(ADINARAYANA; JYOTHI; ELLAIAH, 2005).

No entanto, a especificidade das peptidases ndo se relaciona apenas a posicdo da
ligagdo peptidica ou ao tamanho da cadeia de residuos de aminoacidos, havendo também
seletividade em relacéo a sequéncia de aminoéacidos vizinhos a ligacdo. A Tabela 3 apresenta a
classificacdo das proteases baseada na estrutura quimica do centro ativo, além de proteases
cujas estruturas de atuacdo ndo estdo suficientemente elucidadas e por conseguinte, sédo

classificadas num subgrupo especifico (VERMELHO et al., 2008).

Tabela 3 Classificacao de peptidases de acordo com o sitio ativo catalitico

Peptidases EC subclasses

Carboxipeptidases

Serina-carboxipeptidase 3.4.16
Metalo-carboxipeptidase 3.4.17
Cisteina-carboxipeptidase 3.4.18
Endopeptidases

Serina-endopeptidase 3.4.21
Cisteina-endopeptidase 3.4.22
Aspértico-endopeptidase 3.4.23
Metalo-endopeptidase 3.4.24
Treonina-endopeptidase 3.4.25
Endopeptidase com mecanismo catalitico desconhecido 3.4.99

Fonte: Zanin e Moraes (2004)

Analisando a faixa de pH na qual possuem maior atividade, as peptidases podem ainda,
ser classificadas em peptidases &cidas, alcalinas ou neutras. As &cidas incluem, principalmente,
as asparticos-proteases que apresentam atividade na faixa de pH de 2,0 a 6,0. As peptidases
neutras apresentam atividade em pH neutro na faixa de 6,0 a 8,0, sendo representadas,

principalmente, pelas cisteino-proteases, metalo-proteases e algumas serino-proteases. Ja as
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peptidases béasicas apresentam maior atividade na faixa de pH de 8,0 a 13,0 e incluem,
principalmente, as serino-proteases (FELIX, NORONHA, MARCO, 2004).

1.3.3.2 Fonte de proteases

Muitas proteases de origem natural, como as do pancreas de animais e de algumas
frutas, ndo sdo adequadas ao uso em detergentes, por atuarem em condigbes acidas ou
neutras. Proteases alcalinas oriundas de intestinos de insetos, como da espécie Spilosoma
obliqgua sdo bastante utilizadas como aditivos em detergentes, pois esses bioprodutos
apresentam atividade em pH alcalino e grande estabilidade em relagdo aos obtidos de origem
bacteriana (FELIX, NORONHA, MARCO, 2004).

Em contraste aos fatores limitantes de producdo de enzimas de origem vegetal e animal,
as enzimas microbianas sdo produzidas por cultivo de micro-organismos na presenca de
residuos industriais nutritivos. A producdo em grande escala com relativo baixo custo é
potencialmente ilimitada a partir de fontes renovaveis. O agente microbiano, a disponibilidade
de nutrientes e o0 processo tecnoldgico sdo determinantes. Apos o cultivo microbiano, o grande
volume do liquido metabdlico é reduzido por concentracdo através de ultrafiltracdo, utilizando
membranas filtrantes cujos poros sédo dimensionados para reter as proteases enquanto a agua
e outras moléculas menores ficam no permeado (RENNEBERG, 2008). Técnicas de
evaporacdo a vacuo e de spray drying sdo também avaliadas para concentrar enzimas
(ILLANES, 2008).

O desenvolvimento tecnoldgico de enzimas depende do custo de producdo e da
estabilidade do produto final. Para a composicdo de detergentes, € necessario que 0S
biocatalisadores atuem sob condi¢des de temperatura elevada, pH extremo (alcalino), presenca
de agentes oxidantes (alvejantes) e solventes organicos. Os biodetergentes contém proteases
na propor¢céo de 1:50 que durante o processo de lavagem séo capazes de degradar as cadeias
protéicas em aminoacidos e peptideos. As proteinas, principalmente de leite, ovo, chocolate e
sangue fixam sujidades e por isso, dificultam o processo de lavagem, porém essas manchas
sdo destacadas com certa facilidade por acdo hidrolitica de proteases (ILLANES, 2008;
RENNEBERG, 2008; CRUTZEN, DOUGLAS, 1999).

Proteases oriundas de micro-organismos séao produzidas por manipulagédo de condi¢bes
ambientais devidamente controladas. A producdo de proteases por micro-organismos €

grandemente influenciada por componentes, especialmente de carbono e nitrogénio e os
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fatores fisicos tais como temperatura, pH, tempo de incubacéo, agitacdo e densidade do in6culo
(QURESHI et al., 2011).

As proteases neutras e alcalinas sédo produzidas principalmente por bactérias do género
Bacillus. Essas enzimas possuem vantagens sobre catalisadores quimicos, visto que
apresentam elevadas taxas de catalise e especificidade, podendo ser elaboradas em
quantidades consideradas comercialmente viaveis. A industria de detergentes é um consumidor
majoritario de peptidases alcalinas. As pepitideos-hidrolases de origem fangica surgem em
maior variedade. Por exemplo, Aspergillus oryzae produz proteases acidas, neutras e alcalinas,
as quais atuam em uma vasta faixa de pH de 4 a 11. H4 uma tendéncia em usar enzimas de
micro-organismos extremofilicos, visto que tais enzimas possuem caracteristicas nao
convencionais e sao, por conseguinte, mais resistentes a situacdo desfavoraveis (SAID;
PIETRO, 2004).

Na industria de detergentes, as proteases alcalinas de Bacillus sp. sdo as mais utilizadas.
A producgdo de proteases depende de condi¢cdes de cultivo como também do tipo das cepas
utilizadas. Os custos de producéo envolvem principalmente o cultivo do micro-organismos.

Em relacdo as enzimas oriundas de fungos, essas representam vantagem em relagéo as
proteases de origem bacteriana pois esses micro-organismos apresentam o fendmeno de
autélise natural em culturas envelhecidas, propiciando menos riscos na contaminacdo do
produto enziméatico pelas células produtoras (FELIX, NORONHA, MARCO, 2004).

1.3.3.3 Aplicacéo tecnologica

A hidrélise protéica € uma tecnologia amplamente desenvolvida como forma de agregar
valor, funcionalidade e expandir o leque de aplicacbes para materiais de uso pouco
convencional, subprodutos e residuos da indUstria de alimentos (THYS, 2004).

A tabela 4 ilustra as diversas origens de proteases e suas respectivas aplicagdes
industriais. As proteases bacterianas possuem inimeras aplicagdes nas inddstrias alimenticia e
guimica. Na industria de alimentacdo, destacam-se por ter maior aplicacao, apresentando um
papel fundamental na fabricacdo de cervejas, na maturacdo de queijos, ho amaciamento de
carnes, na producdo de hidrolisados funcionais, na panificacdo, na producdo de adocantes
artificiais, como o aspartame e na recuperacdo e aproveitamento de residuos e subprodutos
(THYS, 2004).
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As peptidases possuem potencial para uso em uma vasta variedade de processos
industriais. Entre as industrias e/ou processos que se beneficiam das qualidades cataliticas das
peptidases, exemplifica-se as producdes de detergentes, alimentos, ragdes, processamento de
couro, tratamento de lixo, a biorremediacéo, entre outros (FELIX; NORONHA; MARCO, 2004).

Tabela 4 Aplicacdes industriais de proteases obtidas de plantas, animais e micro-organismos

Fonte Enzima Aplicacéo industrial

Animal Tripsina, Industria farmacéutica, de couro, processamento
Quimotripsina, de alimentos, especialmente hidrélise de

etc. proteinas e sintese de peptideos.
Vegetal Papaina, Ficina, Producdo de extratos de leveduras, cerveja
Bromelaina resistente ao  congelamento, panificagéao,

farmacos, amaciamento de carne.

Aspergillus niger Proteases Queijo, carnes, pescado, cereais, bebidas.

Aspergillus oryzae

acidas e neutras

Proteases
acidas e neutras

Hidrélise proteica, processamento de carne e
pescado, industria cervejeira e de panificacéo.

Arpergillus melleus, Endothia Proteases Manufatura de queijo (coagulacéo do leite).

parasitica, Mucor miehei e alcalinas

Mucor pusillus

Bacillus licheniformis e Bacillus Proteases Fabricacdo de detergentes e industria de couro,

subtillis alcalinas processamento de carnes, pescados e derivados
lacteos.

Bacillus subtilis e Bacillus Protease neutra Producdo de bebidas e panificagéo.

cereus

Fonte: Giongo (2006)

As condi¢cbes que capacitam as peptidases a agirem como catalisadores industriais
variam consideravelmente. Enzimas a serem usadas nas industrias de producao de detergentes
e de alimentos devem ser elaboradas em grandes quantidades e devem ser eficientes sem
maiores processamentos (in natura). Porém, as peptidases usadas em indastrias farmacéuticas
(como medicamentos) sao elaboradas em poucas quantidades,
procedimentos extensivos de purificacdo (FELIX; NORONHA; MARCO, 2004).

pois necessitam de

1.3.4 Estabilizacdo de estruturas protéicas

As enzimas sdo estruturas moleculares complexas, intrinsecamente instaveis devido as

diversas interagBes na estrutura da molécula: eletrostéticas (for¢as ibnicas entre aminoacidos
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com cargas opostas), hidrofilicas (entre aminoacidos polares na superficie), hidrofébicas (entre
aminoacidos apolares internamente), ligacdes de hidrogénio (entre hidroxilas e atomos de
hidrogénio), pontes dissulfeto (entre aminoacidos que contém enxofre), forcas de Van der
Waals. As forcas de atracéo e de repulsdo entre entidades moleculares ou entre grupos dentro
da mesma estrutura molecular interferem na estabilidade da atividade catalitica das enzimas
(CAMPBELL; FARRELL, 2007).

A estabilizacdo de enzimas em condi¢Bes de processo € uma importante estratégia na
area de biocatalise. Propostas tém sido desenvolvidas visando: modificacdo quimica,
imobilizacdo em suportes, concentracdo por ultrafiltracdo e modernas técnicas de engenharia
de proteinas. Triagem de enzimas intrinsecamente estaveis é uma area importante de pesquisa
em biocatalise. Os extremdfilos, ou sejam, organismos capazes de sobreviver e prosperar em
condigbes ambientais extremas € uma fonte promissora de enzimas altamente estaveis. Genes
de extremdfilos tém sido clonados em hospedeiros adequados para desenvolver sistemas
biol6gicos mais propicios para a produgdo de enzimas e aplicacdo tecnologica (ILLANES,
2008).

A atividade enzimatica capaz de catalisar uma reagdo quimica € estritamente
dependente da sua estrutura molecular. A funcdo catalitica da enzima depende de residuos de
aminoacidos na estrutura tridimensional da proteina e de interac6es entre esses aminoacidos.
Consequentemente, qualquer agente que promove o desdobramento da proteina ira alterar a
conformagdo e ou os aminodcidos que constituem o sitio ativo, diminuindo a sua atividade
biol6gica. CondicBes adversas de temperatura, pH ou solvente e na presenca de metais
pesados e agentes quelantes podem causar perda da funcdo, distorcendo a configuracédo
espacial da cadeia protéicao. Mesmo que uma pequena parte da molécula de enzima participe
da catalise, o restante da molécula é também relevante para o seu desempenho (ILLANES,
2008).

A estabilidade enzimética € muito dependente da estrutura tridimensional da enzima.
Certas regides instaveis denominadas de pontos fracos, isto €, regides propensas a desdobrar,
sdo determinantes de estabilidade enzimética e estdo normalmente localizadas perto da
superficie da molécula de proteina, o que explica porque a regido superficial da enzima é
importante para a sua estabilidade catalitica. A estabilidade € um parametro importante, pois
determina a viabilidade econdmica da aplicacdo de uma enzima num processo industrial.
Elevada estabilidade é considerada, geralmente, como uma vantagem econdmica devido ao

reduzido volume de enzimas. As enzimas estaveis permitem o uso de elevadas temperaturas
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no processo, 0 que pode ter efeitos benéficos sobre as taxas de reacdo, solubilidade ao
reagente e o baixo risco de contaminag&o microbiana (EIJSINK et al., 2004).

A estabilidade das enzimas continua a ser um assunto critico em Biotecnologia. Uma
distincdo relevante deve ser feita entre a estabilidade & estocagem e no processo operacional
de todo bioproduto com atividade catalitica. Armazenamento e estabilidade operacional
influenciam no uso da enzima. Estabilidade em armazenagem, ou vida de prateleira, refere-se a
manutencdo de sua capacidade catalitica, no periodo entre o fabrico e a utilizagdo eventual.
Estabilidade operacional descreve a persisténcia da atividade da enzima durante o processo,
sob condi¢Bes operacionais (O’FAGAIN, 2003).

As estruturas protéicas de enzimas apresentam grande variacdo na atividade catalitica
ao longo do tempo. O critério de estabilidade mais usado é o conceito de tempo de meia-vida,
isto €, 0 tempo necessario para que se observe na atividade relativa da enzima, uma reducéo
de 50% em relacéo a atividade inicial. A estabilidade do reator € descrita em termos do tempo
de meia-vida e calculado a partir das equag6es do modelo adotado. Entretanto, deve-se atentar
gque esse tempo de meia-vida difere daquele obtido em reator de batelada (CARNEIRO, 2003).

O progresso obtido nos Uultimos anos no desenvolvimento de diferentes técnicas
relacionadas a tecnologia de DNA recombinante tem possibilitado adquirir biomoléculas
previamente planejadas e/ou modificadas, apresentando propriedades mais adaptadas as
condi¢cBes de uso industrial e/ou terapéutico. A utilizacdo de biomoléculas nesses setores exige
gue elas sejam suficientemente estaveis, afim de que apresentem atividade para usos mais
prolongados, sob condigcBes onde podem ocorrer extremas variacfes de temperatura e de pH,
além de nao se modificarem na presenca de compostos quimicos e obter preparacao de
enzimas especialmente dirigidas para uma determinada finalidade (PAULA et al., 2008; SMITH,
2004).

A estabilidade obtida em escala de laboratério pode ndo ser reproduzida em escala
industrial. Desse modo, € relevante reduzir a contaminagdo microbiolégica pela operacdo em
temperaturas altas, ou incluindo agentes bactericidas, ou ainda por tratamento intermitente do
reator com bactericidas e solventes organicos. Apesar da sua disponibilidade comercial esta
relativamente limitada, a produgcédo de enzimas modificadas por técnicas de biologia molecular
e/ou que tenham sido produzidas a partir de diferentes sistemas de expressao, constitui uma
alternativa concreta de obtencdo de moléculas com propriedades fisico-quimicas mais
adaptadas aos diversos ramos de utilizacdo. Além disto, as técnicas disponiveis ja estédo

possibilitando a concepgédo de processos produtivos de enzimas em condi¢des viaveis aos seus
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respectivos usos, permitindo, ao mesmo tempo, uma substancial redugdo dos custos dos
produtos finais. A restrita aplicacdo industrial de enzimas, comparada ao grande volume de
trabalhos publicados, deve-se basicamente ao elevado custo de producdo microbiana, a baixa
estabilidade operacional, além da necessidade de equipamentos mais complexos para
processos continuos, ou ao fato do produto adquirido ndo ter ainda um mercado que justifique a
competitividade comercial. Essas restricdbes podem ser solucionadas pelo desenvolvimento de
pesquisas em diferentes areas (ILLANES, 2008).

1.3.5 Imobilizagdo de enzimas

As enzimas podem ser utilizadas nos processos industriais de maneira similar aos
catalisadores quimicos quando estao ativas e estaveis, além da especificidade ao substrato.
Um biocatalisador estavel pode ser obtido pela tecnologia de imobilizacdo que depende da
escolha de um suporte e do método de imobilizagdo nesse suporte.

A imobilizacdo consiste em manter enzimas ou sistemas enzimaticos fisicamente
confinados ou localizados em um suporte com retencdo de sua atividade catalitica, podendo ser
empregados repetida e continuamente. O termo enzima imobilizada inclui tanto a transformagéo
das enzimas de forma a torna-las insolGveis em agua, como o uso de enzimas na forma soltvel
em reatores equipados com membranas de ultrafiltracdo que permitem o escoamento dos
produtos da reacéo e restringem a mobilidade da enzima (ZANIN; MORAES, 2004).

A retencdo do catalisador biologicamente ativo no interior de um reator ou de um
sistema analitico, pode ser formado por uma Unica enzima, uma mistura de enzimas ou
enzimas contidas em células, armazenadas no interior ou na superficie de um material que é
utilizado como suporte. O complexo enzima/suporte apreende as caracteristicas fisicas do
suporte e a0 mesmo tempo, conserva a atividade biolégica da enzima na forma sollvel. Esse
sistema imobilizado admite a conducédo de reacdes em reatores continuos, com facil separacéo
de catalisador/produto, além de elevar a produtividade do processo (CASTRO et al., 2008).

Varios métodos sédo aplicados na imobilizacdo de enzima em material inerte (suporte),
envolvendo adsorcdo, ligacdo covalente, ligacdo covalente cruzada com um reagente
multifuncional e o enclausuramento em gel ou membrana. A Tabela 5 apresenta métodos de
imobilizacdo de enzimas que podeM envolver materiais organicos e inorganicos, naturais ou
sintéticos (ALFAYA; KUBOTA, 2002; DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).
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A estabilidade operacional da enzima imobilizada depende da metodologia de
imobilizacao, do suporte e do tipo de substrato utilizado. As prepara¢des obtidas com o método
de adsorcdo e ligacdo ibnica, geralmente conduzem a baixa estabilidade operacional,
considerando que a estabilidade com suportes anidnicos e catibnicos € funcdo da forca ibnica
da solucdo. A técnica de adsor¢do para a imobilizacdo de enzimas sobre materiais inorganicos
exibe a grande vantagem da simplicidade de execuc¢do; entretanto, esse processo apresenta
baixa estabilidade da enzima, devido a interacdo entre enzima e suporte depender de
condicbes do meio (pH, forca ibnica e temperatura), além da alteracdo da estrutura
tridimensional da enzima durante o tempo de uso (ZANIN; MORAES, 2004).

Tabela 5 Métodos de imobilizacao

Métodos de imobilizagéo Caracteristicas
Adsorc¢éo Interacao elestréstatica entre suporte e enzima
Ligacao i6nica Ligacao i6nica entre suporte e enzima
Ligacao covalente Ligacdo covalente entre suporte e enzima
Ligacdo covalente com ligacdo Na presenca de reagente bifuncional que interage com o suporte
cruzada e a enzima, denominado de spacer
Enclausuramento Quando ha polimerizacéo do suporte aprisionando moléculas de

enzimas internamente ou em membranas.

Fonte: Zanin e Moraes (2004)

As preparacfes mais estaveis sdo alcancadas com método de ligacdo covalente na
presenca ou nao do reagente glutaraldeido com ligacGes cruzadas entre enzima e suporte.
Acredita-se que a ligacao covalente da enzima ao suporte pode estabilizar a estrutura terciaria
da enzima. Entretanto, durante o processo, deposi¢cdo de impurezas no suporte, quebra de
particulas por efeitos de pressao, dentre outros fatores podem conduzir a reducdo do tempo de
meia-vida do bioproduto imobilizado (SMITH, 2004).

A grande vantagem da técnica de ligacdo covalente substrato e enzima é a maior
estabilidade do complexo enzima-suporte em relacdo aos efeitos da variagdo do pH, da forca
ibnica e do solvente. Todavia, o método possui alta possibilidade de perda da atividade
enzimatica devido a reacdo com grupos funcionais do centro ativo da enzima, como também
pela modificacdo da estrutura tridimensional da mesma (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

A imobilizacdo com ligacdes cruzadas intermoleculares entre grupos do suporte e da
enzima forma particulas insoliveis macroscopicas, pela aplicacdo de reagentes bi ou

multifuncionais, originando forte interacdo da enzima com o suporte e consequentemente,
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grande estabilidade do bioproduto imobilizado com reducgéo da lixiviagdo durante o0 processo
biotecnoldgico. As enzimas imobilizadas em suportes inorganicos por meio de ligacdo covalente
sdo mais estaveis do que as imobilizadas em suportes organicos (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

O processo de imobilizacdo aumenta a estabilidade operacional da enzima em relagéo a
enzima livre. LimitagBes difusionais justificam que somente uma fragdo da enzima imobilizada é
ativa no inicio do processo, permanecendo a restante como reserva que s6 comecgara a atuar

quando a atividade inicial estiver desnaturada (SMITH, 2004).

Um fator que pode reduzir a estabilidade operacional da enzima imobilizada é a
deposicédo de impurezas sobre a superficie ou nos poros do suporte, dificultando o acesso do
substrato a enzima e provocando uma perda da atividade. A redugdo da estabilidade
operacional por essa obstrucdo pode ser prevenida pelo uso de substratos clarificados por
centrifugacdo ou filtragcdo que s&@o processos de custos elevados especialmente quando
grandes volumes de substrato s&o transformados em produto de baixo preco (ZANIN;
MORAES, 2004).

A estabilidade operacional é fundamental no desenvolvimento dos processos com
enzimas imobilizadas. Os processos com enzimas imobilizadas somente serdo mais
econdmicos que 0s processos com enzima solGvel, se conseguir um tempo de meia-vida
suficientemente longo para a enzima imobilizada, pois neste caso, hd uma redugdo no custo
operacional do processo advindo do menor consumo de enzima, que deveria, além de
compensar as despesas adicionais com o processo de imobilizagéo, ser inferior que a enzima
livre. No caso da enzima imobilizada, essa estabilidade depende dos fatores: desprendimento
da enzima do suporte, obstru¢do dos poros por impurezas ou produtos secundarios, perda de
suporte por atrito ou dissolugdo, obstrucdo do leito fixo causando canais preferenciais e
crescimento de micro-organismos. O efeito geral desses fatores pode ser determinado

experimentalmente e deve ser investigada a minimizacéo desses efeitos (SMITH, 2004).

1.3.6 Ultrafiltracdo de bioprodutos

A ultrafiltracdo € um método de concentracdo amplamente utilizado a fim de recuperar,
além de concentrar polissacarideos, gorduras, emulsfes, coldides e proteinas que sé&o
utilisados em diversos processos industriais (FRANCO, 2006). Os mecanismos de separagao

com membrana como a microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa distinguem-
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se dos processos classicos de filtracdo por utilizar meios filtrantes (membranas) com poros
cada vez menores, 0s quais empregam a diferenca de pressdo como forca motriz (HARBERT;
BORGES; NOBREGA, 2006; WITEK-KROWIAK et al., 2011).

Esse processo caracteriza-se no transporte de solucdes por meio de membranas com
poros de didmetros de 0,001 a 0,1 um, sob pressao de 100 a 500 kPa e fluxo de filtrado de 10 a
200 L/hm? Nesse método, a agua e outras moléculas pequenas (menores que os didmetros
dos poros) permeiam pela membrana, enquanto que ficam retidas moléculas com tamanhos
superiores ao didmetro nominal de corte do poro da membrana (cut-off) (WEINGARTNER,
2010).

O uso de membranas de ultrafiltracdo para separagdo de biossurfactante foi proposta
em 1990 por Mulligan e Gibbs para uma mistura de surfactina e ramnolipido. Lin e Jiang (1997)
separaram surfactina num processo em duas fases, utilizando membranas com diferentes
poros, fazendo uso das propriedades tenso-ativas associadas a formagéo de micelas. O método
de purificacdo de surfactina foi também modificado por Sen e Swaminathan (2005) e a
ultrafiltracdo em membranas com baixa faixa de porosidade foi perfeitamente adequada para a
separacao de tais sistemas (WITEK-KROWIAK et al., 2011).

Concentrar proteinas por ultrafiltracdo tem muitas vantagens, a saber separar
bioprodutos de caldos fermentados diluidos, permitir a concentracdo de compostos a baixa
temperatura e pressao, promover a retirada de sais e outras moléculas pequenas e manter
constante o pH do meio. O concentrado de enzimas favorece o0 seu transporte e
acondicionamento, pois viabiliza 0 seu uso por diminuir os gastos com frete e facilitar o
manuseio. A ultrafiltracdo pode também ser utilisada para a purificacao de proteinas de acordo
com o tamanho das moléculas. Apesar de ser um processo atrativo de purificacdo, na pratica a
resolucao da técnica é baixa. Isso acontece devido a distribuicdo do tamanho dos poros néo ser
uniforme. As moléculas lineares ultrapassam mais facilmente pela membrana do que as
globulares e a concentracdo de polarizagdo e o fouling reduzem o cut-off da membrana
(WEINGARTNER, 2010).

Na ultrafiltracdo, o fluxo de entrada € separado em dois fluxos de saida, conhecidos
como permeado e retentado (Figura 1). O permeado ¢é a fra¢do que ultrapassa a membrana e o
retentado (ou concentrado) é a fracdo enriquecida com o0s solutos ou solidos suspensos que

ndo atravessam a membrana, ou seja, € a fragéo retida pela membrana (SILVA, 2011).
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Figura 1 Representacao de ultrafiltracdo por membrana filtrante

slimentacao ® ® —

Fonte: Adaptado de http://labvirtual.eq.uc.pt/siteJoomla/images/stories

A funcdo da membrana € agir como barreira seletiva, admitindo a passagem de certos
componentes e detendo outros componentes na mistura. A seletividade da membrana esta
ligada as dimensdes da molécula ou particula, ao tamanho do poro, a difusibilidade do soluto na
matriz e as cargas elétricas associadas (FRANCO, 2006).

A ultrafiltracdo é utilizada na concentracdo e fracionamento de proteinas, recuperacao
de pigmentos e recuperacdo de Oleos. Durante o procedimento de ultrafiltragédo é aplicada uma
forca motriz de 1 a 7 atm. Por exemplo, quando o material detido for col6ides e macromoléculas
de massa molar maior que 5 kDa, o material permeado, sao a agua (solvente) e os sais sollveis
de baixa massa molar, menor do que a porosidade da membrana (FRANCO, 2006).

Brido (2007) analisou o0 uso da ultrafiltracdo para a remocao de nutrientes em efluentes
de industrias de laticinio com membranas tubulares e espiraladas de diferentes tamanhos de
poros, constituidas por fluoreto de polivinilideno (PVDF) ou polietersulfona. Os resultados
demonstraram eficiéncias de remocdo de DQO préxima a 75% e, de proteinas e gorduras
acima de 90% (SILVA, 2011).

1.3.7 Formulac¢éo de bioprodutos

Formulacéo de preparagfes enzimaticas € um passo crucial na produgéo de enzima em
especial no caso de enzimas industriais, uma vez que essa etapa da producdo confere ao
produtor, a vantagem competitiva. Ap0s a enzima ser purificada até o nivel exigido, a

preparacdo deve ser formulada de acordo com o0 seu uso pretendido. Na formulacéo
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enzimatica, ha trés operagbes consecutivas que envolvem: polimento final, estabilizacdo e
normalizagdo (ILLANES, 2008).

Os farmacos e os cosméticos foram o0s primeiros produtos biotecnolégicos cujas
formulagbes foram investigadas visando a comercializagdo dos mesmos com estabilidade
méxima dos principios ativos. As vacinas representam a estratégia de intervengéo e exemplo
dos avancos da microbiologia aliada a biotecnologia com a melhor relacdo custo-beneficio
aplicada em saude publica. O progresso biotecnolégico em diversas areas de pesquisa tem
contribuido para o desenvolvimento de formulacdes mais seguras e eficazes. Essa tecnologia
traz perspectiva de que, em futuro proximo, possam estar disponiveis vacinas para o controle
de doencas infecciosas e degenerativas ainda ndo passiveis de prevencdo (DINIZ; FERREIRA,
2010).

Na é&rea industrial, especificamente em processos biotecnologicos na presenca de
enzimas, substancias quimicas estabilizadoras de cadeia protéica e condi¢cdes do meio (pH,
temperatura) tém sido investigados visando aumentar o tempo de meia-vida desses

biocatalizadores, além de manté-los ativos sob condi¢cdes operacionais.
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2.1 INTRODUCAO

A aplicacao de bioprodutos em processos tecnologicos tem crescido exponencialmente
nos ultimos anos. Dentre esses produtos, as enzimas sdo biocatalisadores produzidos por
diferentes células que apresentam elevada especificidade e versatilidade relativa a substratos
sob condicbes brandas de reacdo; diminuem a energia de ativacdo e, por conseguinte,
impulsionam a velocidade das reacfes, além de serem biodegradaveis (ambientalmente
favoravel) e in6cuas aos seres vivos quando comparadas aos catalisadores quimicos (JOO,
CHANG, 2005; MAURER, 2004).

Por outro lado, a atividade catalitica das enzimas depende da conformacédo espacial
das cadeias protéicas cujas estruturas apresentam baixa estabilidade. Fatores fisico-quimicos e
reagOes podem alterar essa conformacgdo e consequentemente, influenciar a estabilidade dos
biocatalisadores. A diminuicdo da atividade catalitica tem sido explicada por mecanismo
molecular de inativacdo/desnaturacdo de proteinas (MOZHAEV, MARTINEK, 1982) e, por
conseguinte, técnicas de imobilizacdo, biologia molecular e formulacdo de enzimas tém sido
investigadas, visando aumentar a estabilidade de biocatalisadores para elevar a produtividade
de processos tecnoldgicos (ILLANES, 1999 e 2008). E necessario manter a estabilidade
enzimatica durante o processo de producdo, extracdo, purificacdo, secagem, estocagem e
condi¢Bes operacionais, além da competitividade econémica.

A comercializagdo de enzimas € um desafio. O cenario mundial de enzimas industriais
atende a uma demanda progressiva, impulsionada pela globalizacdo da economia e realizacdo
de acordos internacionais. A pesquisa tem impulsionado a implementagédo de novas técnicas e
metodologias, visando & minimizacdo de custos, otimiza¢éo do processo, qualidade de produtos
e reducdo de possiveis impactos ambientais. A situacdo do mercado brasileiro frente ao
comércio mundial de enzimas industriais apresenta-se timido e paradoxal, se comparado a
outros paises de igual ou menor mercado. A classe das hidrolases compreende as enzimas de
maior uso, correspondendo em torno de 75% do total de enzimas utilizadas. As proteases
correspondem a cerca de 40% das hidrolases empregadas na industria, sendo que grande
parte dessa producdo estéd destinada a utilizacdo em aditivos para a industria de detergentes
(FELIX, NORONHA, MARCO, 2004).

A diversidade de aplicacbes de enzimas proteoliticas pode ser exemplificada com a
bromelina, extraida do abacaxi: (i) producado de farmaco, em tratamento digestivo e inflamacao;
(ii) industria alimenticia, em clarificacdo de cerveja, fabricacdo de queijo, amaciamento de carne

e preparo de alimentos infantil e dietético; (iii) industria téxtil, em amaciamento de fibras; e, (iv)
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industria de detergente, na composicdo de material de limpeza. Essa enzima vem sendo
também aplicada no setor automobilistico em revestimentos internos de automéveis, 6nibus e
caminhdes (RENNEBERG, 2008; SILVA, TAMBOURGI, 2011).

Considerando o elevado potencial de proteases na composicdo de detergentes e a
estabilizacdo da atividade catalitica de enzimas ser um fator importante na comercializacao,
este trabalho visa analisar, comparar e discutir estratégias que estabilizam a estrutura da cadeia
protéica sob acdo de agentes fisicos e quimicos, adicionados em formulacdes comerciais para
manter a atividade proteolitica durante o armazenamento e sob condigbes operacionais
adversas de detergentes. Neste trabalho, foram abordados: a demanda brasileira do comércio
de proteases, estrutura de proteinas, estabilidade de enzimas, formulagdo de enzimas,

proteases na composi¢cao de detergentes e consideragdes finais.

2.2 Comércio de enzimas

O comeércio internacional de enzimas impde padrdes especiais. Essa questdo decorre da
real impossibilidade de se rastrear a corrente comercial da qual se destinardo as enzimas para
aplicacdo industrial. A Tabela 1 apresenta os valores de importacdo e exportacdo de enzimas
no Brasil, nos anos de 2000, 2005 e 2006. Analisando a evolu¢do dos numeros de proteases, 0
volume de importagao foi maior apenas no ano de 2000. No ano de 2011, os valores da balanga
comercial foram US$ 9,05 milhes em importacdo e US$ 20,69 milhdes em exportacdo de
proteases. O saldo positivo nesse mercado comprova que a producédo dessas enzimas no pais
esta em ascensao. A importacdo de proteases que atingiu 25% no ano 2000, diminuiu para 5%
no ano de 2011 quando se compara os percentuais dos valores gastos em relacédo ao total.
Logo, o comportamento da exportacéo foi o inverso, a exportagdo de proteases em 2000 atingiu
apenas 11% cujo valor aumentou para 20% em 2011 (Tabela 1). Em contraste, o déficit na
balanca comercial de outras enzimas tem aumentado nesse periodo, isto €, o volume de
importagcdo € maior que o de exportacdo (BRASIL, 2012).

No mercado internacional, o aumento dos valores em milhdes de délares na
comercializacdo de enzimas € um exemplo concreto da aplicacdo crescente e exponencial
desses biocatalisadores no Brasil (Tabela 1). A producdo de enzimas no pais devera ascender
considerando a diversidade de aplicacbes desses biocatalisadores, além da existéncia de

incomensuraveis fontes de recursos naturais e biodiversidade passivel de exploracdo, como
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também de ciéncia e tecnologia em desenvolvimento, apropriadas para processar e explorar
material biolégico na industria.

As empresas que se destacam na aplicacdo de enzimas atuam no ramo de
diagnosticos, seguido da industria alimenticia, bebidas e produtos médico-hospitalares. Insumos
enzimaticos sdo também utilizados em atividades relacionadas ao meio ambiente e producgéo
de: tecidos, couro, papel e celulose, ragdo animal, produtos quimicos e veterinarios, saneantes
e cosméticos. No periodo de 2003 a 2005, em torno de 334 empresas brasileiras realizaram
importacdo de enzimas ou produtos que contém esses biotacalisadores destinados a uso
industrial. Nesse periodo, o estado de Sdo Paulo destacou-se com mais de 180 empresas que
importaram biotatalisadores. Os demais estados, seguem com menor consumo, porém nao se
deve desconsiderar sua relevancia. Esses produtos enzimaticos sado transportados, tanto por

vias maritima e aérea, como por via rodoviaria além de, postal (POLITZER; BON, 2013).

Tabela 1 Importacéo e exportagéo de enzimas pelo Brasil nos anos de 2000, 2005 e 2011

2000 2005 2011
Produto
Imp. EXxp. Imp. Exp. Imp. Exp.

Proteases (US$) 3,16 0,33 2,51 591 9,05 20,69
3-glucanase e
xilanase (US$) 0,00 0,00 0,00 0,00 8,01 0,00
Outras enzimas 8,81 0,48 16,52 3,26 66,63 17,86
(US$)
Leveduras e R3-
glucanase (US$) 0,73 6,24 0,59 23,11 1,13 63,24
Total (US$) 12,70 7,05 19,62 32,28 84,82 101,79

Legenda: Imp. = importacéo; Exp. = exportagcdo
Fonte: Adaptado de Brasil (2012).

A grande maioria das enzimas que sdo importadas pelo mercado brasileiro s&o
oriundas de paises que compdem a Unido Européia. Destacam-se Dinamarca e Finlandia,
fornecedores de cerca de 20% das enzimas importadas; e, Franca e Alemanha, em torno de
13% (BRASIL, 2012). Por outro lado, o Brasil exporta produtos enzimaticos para dezenas de

paises, destacando-se os Estados Unidos, responsavel por 18% da importacdo total de
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enzimas no ano de 2011. México, Suica, Dinamarca e Argentina foram 0s outros paises
importadores que se destacaram embora as parcelas tenham atingido préximo a 6% por cada
pais (BRASIL, 2012).

O cenério pernambucano do comeércio de enzimas abrange diversas empresas
importadoras, sendo algumas responsaveis pela industrializacéo de produtos que contém esses
biocatalizadores em sua composi¢cdo. O maior percentual corresponde as empresas localizadas
em Recife (capital); outras estéo distribuidas nas zonas da Mata e do Sertdo (BRASIL, 2012).

2.3 ESTRUTURA DE PROTEINAS

Os aminoéacidos condensam-se, ligam-se entre si por ligagéo peptidica com formacéo da
proteina e a estrutura terciaria de cada enzima é definida pela sequéncia dos residuos de
aminoécidos. A distancia média da ligacdo peptidica é em torno de 1,31-1,34 A cujo valor é
equivalente a distancia da ligacdo dupla (1,44-1,48 A) e por isso, menor que a ligacdo C-N n&o
peptidica. Essa caracteristica da cadeia protéica na estrutura da enzima pode estar relacionada
a estabilidade catalitica (NOLTING, 2006).

As estruturas protéicas tridimensionais apresentam loops (voltas) na cadeia com
residuos de aminoacidos responsaveis pela catalise, localizados em dominios cataliticos,
catalytic core (sitio catalitico) (SANTOS, 2012). Numa proteina enovelada, a maioria dos
residuos de aminoacidos externos sdo polares, enquanto a regido interna € rica em
aminoacidos hidrofébicos (apolares). As conformacdes espaciais das proteinas sdo mantidas
por interagBes ndo covalentes entre aminoécidos. Por outro lado, reagentes que desnaturam
proteinas (&cidos, bases, surfactantes) tanto induzem a dissociagdo de enzimas que
apresentam subunidades como, sdo responsaveis pelo desenovelamento da cadeia que é
favorecido pelo ganho de energia livre na presenca desses desnaturantes (MARANGONI, 2003;
McGOFF, SCHER, 2008; MOZHAEV, MARTINEK, 1982).

A conformacao nativa da proteina a temperatura ambiente é atingida num tempo muito
pequeno que pode ser da ordem de segundos a milésimos de segundos. Uma proteina

contendo 100 residuos de aminoécidos pode apresentar cerca de 10'%®

conformagdes espaciais
em estados desenovelados, sendo o tamanho da cadeia determinante na taxa de
enovelamento. Ressalta-se que diferentes enovelamentos protéicos podem apresentar a

mesma funcéo catalitica (NOLTING, 2006).
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O enovelamento da cadeia protéica e a atividade catalitica da enzima estdo estritamente
relacionados entre si. A estrutura nativa da proteina com atividade catalitica apresenta energia
livre minima no estado enovelado. Em algumas enzimas, essa atividade depende de cofatores
(ions inorgéanicos) ou coenzimas (moléculas organicas complexas) que podem fazer parte do
centro ativo ou atuarem como ferramentas na sua funcdo catalitica. A atividade enzimética
depende da estabilidade da estrutura terciaria ou quaternaria que esta interligada tanto a
presenca de coenzimas e cofatores, como também de grupos prostéticos, estruturas nao
protéicas que estao ligadas covalentemente a enzima (CAMPBELL, FARREL, 2007).

A modificacdo da estrutura da proteina e a consequente inativacdo da enzima depende
da presenca de reagentes que interagem com grupos funcionais dos aminoacidos que
compdem a cadeia polipeptidica, agentes que viabilizam ligagbes cruzadas, além de reacdes
gue ocorrem nas proteinas e condi¢cdes do meio (temperatura, pH). A modificacdo de proteinas
visando a aumentar a estabilidade conformacional tem sido investigada por mutagénese,
técnicas de engenharia genética ou reagfes especificas de grupos funcionais que ocorrem sob
condigcdes brandas, ndo alterando a estrutura da cadeia. As vezes uma pequena alteracdo num
residuo de aminoéacido causa um grande efeito na estrutura da proteina e, consequentemente,
em sua fungéo catalitica (BUXBAUM, 2011).

As condigdes fisiolégicas das proteinas na natureza séo diferenciadas das condi¢des
ndo naturais utilizadas nas aplicagfes de enzimas em processos tecnoldgicos, principalmente
em sistemas heterogéneos, como os biodetergentes. Essas condic6es operacionais na industria
causam mudancas conformacionais na estrutura protéica que influenciam diretamente a
performance da enzima. A molécula desse biocatalisador ndo apresenta estrutura rigida, sendo
flexivel e deformavel. Na desnaturacdo, ha mudanca da conformacédo espacial da proteina que
pode ser reversivel ou ndo; na inativagdo, ha interacdes entre macromoléculas sem alterar sua
conformagédo, mas que diminuem a atividade catalitica das enzimas. Geralmente ha mudancas
conformacionais que resultam em inativacdo. Por conseguinte, é primordial manter a estrutura
tridimensional da enzima para que haja estabilidade catalitica, considerando que nem sempre a
atividade inicial do biocatalisador é recuperada no mesmo nivel apés uma desnaturacdo ou
inibicdo da proteina (MARANGONI, 2003; MOZHAEV, MARTINEK, 1982; MURAKAMI et al.,
2012; RENNEBERG, 2008).

Em suma, o efeito dos varios niveis da estrutura de proteina (priméria, secundaria,

terciaria e quaternaria) € complexo e variado e, influencia a atividade funcional catalitica da
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enzima. Portanto, as estratégias para manter a estabilidade da estrutura nativa desse
biocatalisador dependem de fatores que promovem desnatura¢&o ou inativagdo protéicas.

2.4 ESTABILIDADE DE ENZIMAS

A atividade enzimatica capaz de catalisar uma reacdo quimica € estritamente
dependente da sua estrutura molecular. A atividade da enzima depende de residuos de
amino&cidos na estrutura tridimensional da proteina e de interagbes entre esses aminoacidos.
Consequentemente, qualquer agente que promove o desdobramento da proteina pode deslocar
aminoacidos que constituem o sitio ativo e, em seguida, reduzir ou destruir a atividade
biologica. Condicbes adversas de temperatura, pH, presenca de solvente e metal pesado
podem produzir a perda de fungao por alterar a configuragéo do sitio catalitico. Mesmo que uma
pequena parte da molécula de enzima participe da catalise, o restante da molécula é também
relevante para o seu desempenho (ILLANES, 2008).

A estabilidade enzimética € dependente da estrutura tridimensional da enzima. Certas
regibes instaveis denominadas como pontos fracos, regibes propensas a desdobrar, sdo
determinantes da estabilidade enzimética e estdo normalmente localizadas perto da superficie
da molécula de proteina, o que explica porque a cadeia superficial da enzima é tdo importante
para sua estabilidade catalitica. A estabilidade é um parametro importante, pois determina a
viabilidade econdbmica da aplicacdo de uma enzima num processo industrial. As enzimas
estaveis que permitem o uso de elevadas temperaturas no processo apresentam efeitos
benéficos sobre as taxas de reacdo, solubilidade ao reagente e baixo risco de contaminacao
microbiana (EIJSINK et al., 2004).

A estabilidade das enzimas continua a ser uma etapa critica na aplicacao desses
biocatalisadores na indastria. Uma distingdo relevante deve ser feita entre a estabilidade na
estocagem e no processo operacional de todo bioproduto com atividade catalitica. Estabilidade
em armazenagem, ou vida de prateleira, refere-se & manutencdo de suas capacidades
cataliticas, no periodo entre o fabrico e a utilizacdo eventual. Estabilidade operacional descreve

a persisténcia da atividade da enzima durante o processo (O’FAGAIN, 2003).

Investigagcbes cientificas tém sido desenvolvidas visando a producdo e maior
estabilidade de proteases microbianas para aplicacdo na composicdo de detergentes

comercias. O Brasil tem incentivado a pesquisa, mas precisa apoiar as empresas na area de



45

biotecnologia para que os resultados atinjam uma escala maior e as enzimas sejam
comercializadas. A estabilidade de enzimas sob condicbes de temperatura variada e pH
extremos, além da compatibilidade com aditivos inseridos na formulagédo de detergentes tém
sido investigada.

Ladeira et al. (2010), investigaram a estabilidade de proteases produzidas por Bacillus
sp. SMIA-2 na presenca de pectina de maca, proteinas de soro de queijo e agua de maceragao
de milho, a pH inicial 6,5. O liquido metabdlico livre de células com atividade proteolitica (70
U/mg de proteinas a pH 7,0 com 30 h de cultivo submerso) apresentou temperatura 6tima a 70
°C e reteve cerca de 80 % da atividade durante 2 h de incubacéo na faixa de pH 6 a 12, a
temperatura ambiente. Considerando os resultados obtidos, a composi¢cado do meio de produgéo
deve conter componentes que estabilizaram a estrutura protéica das proteases. Esse autores
desenvolveram um bioproduto com grande estabilidade em pH alcalino e temperatura elevada
e, por conseguinte, tem perspectiva de ser aplicado na formulagéo de detergentes.

Alves-Neto (2012) investigou a estabilizagdo de proteases produzidas por Bacillus sp.
na presenca de milhocina e determinou 192 U/mL de proteases quando o liquido metabdlico
livre de células foi adicionado de sorbato de so6dio a 0,5% cloreto de calcio a 0,5%, glicerol a
7,5% e polietilenoglicol-200 a 0,5%. Esse liquido metabdlico livre de células com atividade
proteolitica foi concentrado duas vezes por ultrafiltracdo e apresentou pH 6timo em meio
alcalino, temperatura 6tima a 50 °C e estabilidade térmica a 40 °C durante 30 min a pH 11.
Consequentemente, esse bioproduto tem perspectiva de ser aplicado na composicao quimica
de detergentes. Ressalta-se que para aplicacdo pratica do liquido enzimatico produzido por
esse autor, é necessario que investigacdes cientificas subsequentes sejam realizadas, para
aumentar a estabilidade da atividade catalitica, considerando que o bioproduto formulado reteve
apenas 60% da atividade enzimatica com 10 dias de armazenamento a termperatura ambiente
(28 °C).

Segundo Silva (2011) proteases foram produzidas por Bacillus licheniformis na presenca
de melaco a 1% e uréia a 0,5%, a pH 7,5 e 37 °C durante 24 horas sob cultivo submerso. O
extrato enzimatico livre de células contendo 118 U/mL de proteases foi concentrado 20 vezes
por ultrafiltracdo, utilizando membrana Millipore, com perda de mais de 50% da atividade
enzimatica, sugerindo que estruturas quimicas responsaveis pela estabilizacdo da cadeia
proteica de proteases, foram arrastadas durante o processo. Complementando, esse autor
determinou o tempo de meia vida do bioproduto em cerca de 30 dias sob armazenamento a 28
°C quando formulado com sorbato de sodio a 0,2%, glicerol a 2,5%, detergente comercial a

7,5% e PEG a 7,5%. Foram determinadas a atividade maxima em pH 7-9 durante 60 min de
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incubacao a 37 °C e a retencdo de 92% da atividade proteolitica apds incubacédo na faixa de
temperatura 40-70 °C durante 60 min. De acordo com esses resultados, ficou confirmada a
importancia da formulacdo de enzimas pela adicdo de agentes estabilizadores de conformactes

protéicas para que o biocatalisador possa ser aplicado e comercializado.

2.4.1 Parametros fisico-quimicos

A estrutura espacial das proteinas cuja manutengédo € essencial para estabilidade da
atividade catalitica, depende principalmente de duas interagfes ndo-covalentes: (i) interagcfes
eletrostaticas que envolvem ligacdes de hidrogénio, forcas de van der Waals e pontes
dissulfeto; e, (ii) interacbes hidrofébicas, entre grupos nao-polares localizados na parte interna
da cadeia. Outras forcas de atracdo e de repulsdo entre entidades moleculares ou entre grupos
da cadeia protéica interferem na estabilidade da atividade catalitica de enzimas; por exemplo,
as forcas ibnicas entre aminoacidos polares com cargas opostas na superficie (forcas
hidrofilicas) (KOPPENOL, 2008).

Um aspecto relevante do mecanismo catalitico das peptidases sédo as interacdes por
ligacdes de hidrogénio entre diversos residuos de aminoacidos que ajudam a estabilizar a
cadeia protéica do complexo intermediario. A estabilidade da atividade enzimatica foi
identificada por mecanismo eficiente de grupos polares envolvidos em ligagées de hidrogénio
cujas interagbes dependem dos aminoé&cidos glicina (Gli), serina (Ser) e tirosina (Tyr) na
posicao amino da estrutura a-hélice de proteinas e dos residuos de Gli e asparagina (Asn) na
posicao terminal carboxilica da estrutura -sheet (KOPPENOL, 2008; NOLTING, 2006).

Essas ligacbes de hidrogénio envolvem cargas positivas e negativas e combinam
interagBes covalentes e eletrostaticas. A eletronegatividade do atomo de oxigénio do grupo
hidroxila ocasiona uma carga parcial positiva no atomo de hidrogénio (H-doador) enquanto o
atomo de oxigénio do grupo carbonila tem carga parcial negativa (H-receptor) que atrai o &tomo
de hidrogénio da hidroxila (NOLTING, 2006).

As enzimas podem apresentar conformacdes globulares desestabilizadas por hidratacédo
de residuo de aminoacido polar com aumento de energia (entropia) na conformacao
desenovelada. As interacdes entre dipolos induzidos (molécula polar e ion) diminuem em

funcado da distancia de separacédo entre cargas e dipolo 0s quais séo 0s principais componentes
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de atracdo das forgas intramoleculares de van der Waals. O potencial dessas forcas depende
também das interacdes entre atomos, denominadas de energias de intera¢des. Por outro lado,
a repulsdo do mecanismo quantico de exclusdo de Pauli, também esta incluida nas forcas de
van der Waals (NOLTING, 2006).

As pontes dissulfeto sao interligacBes entre cadeias protéicas ou entre partes da cadeia
de aminoacidos que contém enxofre. O dissulfeto resultante obtido a partir da cisteina (Cys) é
frequente em proteinas extracelulares de baixa massa molar. Essas interacdes tém a funcao de
manter a conformacao do centro ativo na estrutura de enzimas, podendo até serem quebradas
facilmente sem inativar a enzima (ILLANES, 2008; MOZHAEV, MARTINEK, 1982).

As interacdes hidrofébicas estabilizam proteinas em solugdo aquosa na auséncia de
ligagBes de hidrogénio entre 4gua e grupo nao polar, isto é, entre grupos ndo polares entre si.
Na presenca de ciclohexano, cadeias laterais de residuos de aminoacidos hidrofébicos,
exemplificados por leucina (Leu), isoleucina (lle) e valina (Val) sdo energeticamente favoraveis
a reacdo de enovelamento enquanto cadeias laterais hidrofilicas que contém grupos polares
sdo encontradas na superficie da arginina (Arg) na proteina enovelada e preferem ambiente
aquoso (NOLTING, 2006).

LigagOes ibnicas entre residuos de aminoacidos carregados sdo também responsaveis
pela estabilidade conformacional da enzima. A composicdo dos aminoacidos da proteina
influencia a carga elétrica da cadeia da enzima; por exemplo, a presenca de residuos dos
aminoacidos basicos lisina (Lys) e arginina (Arg) que sédo carregados positivamente a pH 7,
induzem a carga elétrica na proteina (positiva), enquanto residuos dos aminoéacidos acidos,
acido aspartico (Asp) e acido glutamico (Glu) induzem a uma carga negativa. A complexidade
da estrutura protéica envolve também a transferéncia de prétons cujo processo metabdlico
depende da presenca da histidina (His) que embora tenha carater basico em pH neutro,
apresenta pKa 6-7 (NOLTING, 2006).

As condi¢Bes operacionais durante a aplicacdo tecnoldgica interferem na atividade
catalitica da enzima e, por conseguinte, investigacfes tém sido direcionadas para manipular o
meio ambiente do biocatalisador e aumentar a estabilidade. Alteram o enovelamento da cadeia

de proteina: temperatura de -5 a 110 °C, pH entre 4 e 12 e atividade de 4gua entre 1 e 6 por
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influenciar o estado de reversibilidade da estrutura (KOPPENOL, 2008; MARANGONI, 2003;
NELSON, COX, 2011).

A temperatura € a variavel mais relevante em sistemas biolégicos, influenciando tanto a
atividade como a estabilidade do biocatalisador por serem as proteinas termolabeis (ILLANES,
2008). O controle da temperatura influencia o efeito hidrofébico: & medida que a temperatura se
eleva até 100 °C, esse efeito aumenta na cadeia protéica (NOLTING, 2006).

O aumento da temperatura favorece o nimero de colisées entre substrato e enzima com
aumento da velocidade da reacdo até atingir a velocidade maxima (temperatura 6tima). Sob
elevada temperatura, a estrutura tridimensional da proteina pode ser quebrada, os aminoacidos
hidrofébicos internos ficam expostos e, por conseguinte, a proteina precipita, desnaturando-se.
As enzimas que apresentam termoestabilidade tém na sua estrutura, loops préximos
(apertados), maior numero de reacdo de glicosilacdo e de ligagbes cruzadas que fortalecem a
estabilidade da conformacéo enovelada. A producéo de proteinas engenheiradas termoestaveis
tem sido incentivada visando ao aumento da estabilidade de enzimas (AVANTI, 2012; ILLANES,
1999; NELSON, COX, 2011; SANTOS et al., 2012).

A estabilidade de uma enzima depende também do pH. Variagdes de pH podem mudar
a conformacéao espacial das enzima, isto é, a capacidade de reagir com o substrato, por alterar
a carga elétrica e, consequentemente, a reatividade de grupos quimicos do sitio ativo. Os
grupos ionizaveis da proteina sdo sensiveis a presenca de ifons hidrénios (H") presentes em
meio acido e ions hidroxénios (OH), liberados por substancias de carater basico. A velocidade
maxima (Vuax), a afinidade da enzima pelo substrato, constante de Michaelis-Menten (Ky) e a
estabilidade da estrutura conformacional séo caracteristicas que dependem do tempo em que a
enzima fica exposta a um pH desfavoravel. O meio &cido ou bésico influencia a estabilidade da
enzima, por alterar as forcas eletrostaticas na molécula de proteina, isto é, o estado de
ionizagéo (KOPPENOL, 2008).

A diminuic&o da atividade em ambos os lados do valor de pH étimo € devido a inativacéo
irreversivel da atividade catalitica ou a alteragBes de parametros cinéticos. A dependéncia do
pH pela estabilidade catalitica € semelhante a reacdes catalisadas por acidos ou bases
(MARANGONI, 2003). As proteases sao classificadas em fungdo do pH 6timo em: acidas
quando o pH 6timo esté na faixa de 2 a 5; neutras apresentam atividade méaxima entre pH 6 e 8;
e alcalinas quando apresentam elevada atividade catalitca em pH acima de 8 (FELIX,
NORONHA, MARCO, 2004).

As enzimas sd0 mais estaveis no ponto isoelétrico (pl) em cujo pH as cargas elétricas

opostas estabilizam a estrutura protéica. A presengca de molécula com carga elétrica pode



49

alterar o pl da enzima devido a variacdo na energia durante a reagdo. Abaixo do pl, ha aumento
de cargas positivas e, por conseguinte, as forcas repulsivas excedem as forgas estabilizantes,
ocorrendo a perda da estrutura nativa (KOPPENOL, 2008; NELSON, COX, 2011).

AlteracBes em micro-ambientes da enzima podem também influenciar na estabilizacéo
de cadeias protéicas; por exemplo, a concentracdo da solugdo de proteina aumenta a
viscosidade do meio e consequentemente, diminui a atividade da &gua, reduzindo a taxa de
reacdo de deamidacdo. A adicdo de sais e polimeros a extratos enzimaticos diminui a atividade
da agua (BUMMER, 2008).

Os agentes quelantes causam inativacdo de proteinas para grupos de enzimas que
apresentam maior eficiéncia catalitica na presenca de cofatores. A importancia dos metais na
atividade catalitica de enzimas pode ser ilustrada por ions de sais inorgéanicos na estabilidade
de proteases. lons célcio (Ca™) sdo responsaveis por estabilizagio térmica e enovelamento de
cadeia polipeptidica de proteases Khan et al. (2011) determinaram atividade proteolitica mais
estavel em temperaturas acima de 50 °C e na presenca de Ca™". Os autores determinaram 50%
da atividade relativa com Ca'™ a 60 °C enquanto que a atividade foi cinco vezes menor na
auséncia desse ion.

InvestigacOes cientificas comprovaram que esse ion tem papel estrutural e funcional na
atividade proteolitica (ZHANG, CONWAY, THIBODEAU, 2012). As serina-proteases possuem
residuo hidrofébico (Leu) ou entdo, aromatico (Tyr ou fenilalanina, Phe). Essas proteases
guando produzidas por Bacillus licheniformis apresentam duas regifes contendo ligacdes de
Ca'™" que contribuem para a estabilidade da enzima com maior atividade proteolitica a 60 °C, em
pH 10 (MIRONCZUK et al., 2012).

Por outro lado, metais pesados (Hg, Cd, Pb e Cu) inativam proteinas quando interagem
com grupo sulfidrila, com a cadeia lateral de His e de triptéfano (Trp) (MOZHAEV, MARTINEK,
1982).

Dentre outros fatores que influenciam a estabilidade da estrutura de proteinas, os
solventes ocasionam mudancas conformacionais na enzima devido a polaridade desses
compostos. Matam& et al. (2006) investigaram a adicdo dos solventes organicos: N,N-
dimetilformamida (DMF) e N,N-dimetilacetamida (DMA) na estabilidade operacional de cutinase.
Os autores observaram que o tempo de meia-vida da enzima aumentou 3,5 vezes com a adicdo
de 15 % do DMA.
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Na industria, além da presenca de solvente e surfactante, a exposicao a agitacdo e a
pressdo, dentre outros, sdo parametros que desenovelam a molécula, ocasionando perda da
estrutura espacial da enzima de forma irreversivel ou ndo e, por conseguinte influenciam a
atividade do biocatalisador (KOPPENOL, 2008; MARANGONI, 2003; NELSON, COX, 2011). A
agitacdo durante o processo operacional e ou a exposi¢do da enzima a interfaces entre liquido-
ar, liquido-salido e liquido-liquido podem desnaturar a estrutura protéica (BUMMER, 2008).

2.4.2 Parametros quimicos

A baixa estabilidade das enzimas pode também ser atribuida as rea¢des quimicas de
deamidacao, oxidagéo e precipitagdo que ocorrem na estrutura de proteinas (BUMMER, 2008).
A modificagdo quimica de proteina aumenta a estabilidade catalitica por introduzir grupo
hidrofilico na superficie da enzima com redugcdo de regido hidrofobica e prevencdo do
enovelamento de forma indesejavel, isto €, sem atividade catalitica (ILLANES, 1999). Ressalta-
se que taxas de degradacdo de cadeias protéicas variam em fungdo da concentragcdo de
enzimas e, por conseguinte, a quantidade de proteinas € um parametro que deve ser
investigado na estabilidade da atividade catalitica (McGOFF, 2008; SCHER, 2010).

A reacdo de deamidacéo é resultante principalmente da hidrélise da Asn em Asp. Essas
reacdes também podem ocorrer em residuos de Gli presentes na estrutura das enzimas. Varios
mecanismos tém sido propostos para elucidar o papel da estrutura protéica (enovelamento) na
reacdo intramolecular de deamidacdo que pode ser prevista pela presenca desses dois
aminoacidos e favorecida em funcédo de condi¢cdes do meio: temperatura, pH, tampéo, dentre
outros componentes coadjuvantes que estabilizam proteinas (BUMMER, 2008).

Condicdes alcalinas ou neutras e a presenca da agua impulsionam a reacdo de
deamidacdo com liberacdo de aménia e formacdo de cadeia ciclica imida (McGOFF, 2008;
SCHER, 2010). Em fung¢édo dos amino&cidos proximos ou adjacentes a Asn ou Gli, ha vérias
alternativas de reacbes de deamidagdo com quebra da cadeia protéica. A elucidacdo da
influéncia dos aminoacidos da proteina tem sido investigada intensamente. Por exemplo, a
prolina presente na cadeia protéica, proximo a Asn ou Gli, inibe a formacdo de compostos
intermediarios imida na deamidacdo. Em catdlise &acida (pH < 3), ndo ha formacgdo de
intermediario ciclico, ocorrendo hidrélise direta da proteina. Em condigcbes extremas, ha

quebras na cadeia protéica e desnaturagdo da enzima (BUMMER, 2008).
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A reacdo de oxidagcdo pode ser favorecida pela presenca de oxigénio dissolvido, ions
metdlicos (ferro e cobre), agua oxigenada, solvente orgénico e luz. Essas condicbes que
impulsionam a oxidacdo da cadeia protéica ocorrem durante diversas etapas de producao,
armazenamento e ou processo operacional de enzimas. No mecanismo molecular da reacéo,
0S metais - presentes como contaminantes - sdo responsaveis pelo inicio da oxidacdo na
presenca da agua e do oxigénio molecular com formacao de radicais livres. A agua oxigenada é
um oxidante especifico de metionina (Met), podendo também oxidar residuo de Trp e de Cys. A
His também ¢é susceptivel a oxidacdo por mecanismo de fotocatalise ou por ion-catélise.
Complementando, a inativagdo da proteina pode ser devido a oxidagdo de grupos contendo
enxofre. Ressalta-se que a oxidagdo de um aminoacido critico perto do centro ativo da enzima
pode provocar perda parcial ou total da atividade catalitica (BUMMER, 2008; MOZHAEYV,
MARTINEK, 1982). A prevencdo da reagcdo de oxidacdo da cadeia protéica pode ser por
eliminagcdo do oxigénio do ar durante processamento e empacotamento do bioproduto, por
liofilizag&o devido a eliminacdo da agua do meio ou por adigdo de antioxidantes (tiois de baixa
massa molar, catalase) que protegem os grupos funcionais da enzima. Por outro lado, o acido
ascorbico que é um eficaz agente antioxidante, pode inativar a atividade catalitica da enzima
(BUMMER, 2008; MOZHAEV, MARTINEK, 1982).

A agregacédo entre moléculas de proteinas com precipitacdo da proteina e consequente
inativacdo da atividade catalitica depende de fatores externos. O numero de moléculas
agregadas aumenta com o tempo de desnaturacdo. Esse processo geralmente ocorre em duas
etapas; inicialmente a estrutura nativa da proteina é desnaturada para depois ocorrer a
agregacado das estruturas terciarias, alteradas e inativas. O precipitado depende de interacdes
ndo covalentes: ligacbes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas com possibilidade de ocorrer
ou nao, reversibilidade para a estrutura nativa. As proteinas formadas por mais de uma cadeia
polipeptidica sdo mais dificeis de serem reativadas. A irreversibilidade da inativacdo da proteina
pode ocorrer por reagdes quimicas que causam quebra da cadeia ou modificacdo de grupos
funcionais (MOZHAEV, MARTINEK, 1982).

A estabilidade da enzima depende de agregados solluveis que podem ser formados ou
de particulas insoluveis presentes no meio. O fendmeno de agregacao € influenciado pelo pH;
guanto mais distante o pH do meio estiver do pl da proteina, esse efeito € menor. No pl, a carga
elétrica da proteina esta neutralizada, favorecendo a associacdo entre as moléculas (neutras).
Em pH e temperatura 6timos e na presenca de ions e surfactantes, esse fendbmeno pode ser

evitado. Os surfactantes s&o geralmente aplicados para facilitar a interacdo enzima-substrato e
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aumentar a solubilizagcdo da proteina e ou do substrato. Por conseguinte, interacdes
intramoleculares eletrostaticas e forca de van der Waals que dependem do pH interferem na
estabilidade do enovelamento protéico (McGOFF,2008; NOLTING, 2006; SCHER, 2010).

2.4.3 Imobilizacéo

O processo de imobilizacdo aumenta a estabilidade operacional da enzima em relacéo a
enzima livre além de permitir maior controle do processo e flexibilidade na aplicacdo de
diferentes reatores. LimitagOes difusionais justificam que somente uma fracdo da enzima
imobilizada é ativa no inicio do processo, permanecendo a restante como reserva que sO
comecard a atuar quando a atividade inicial estiver desnaturada (SMITH, 2004). A elevada
estabilidade em faixa ampla de pH e sob temperatura elevada, além da possibilidade de uso
continuo e produto final livre de biocatalisador, sdo vantagens da enzima imobilizada quando
comparada a solavel (ILLANES, 1999; RENNEBERG, 2008).

As preparacdes mais estaveis sdo alcangadas com método de ligagdo covalente na
presenca ou nao do reagente glutaraldeido com ligagGes cruzadas entre enzima e suporte.
Acredita-se que a ligacao covalente da enzima ao suporte pode estabilizar a estrutura terciaria
da enzima. Entretanto, durante o processo, deposicdo de impurezas no suporte, quebra de
particulas por efeitos de pressao, dentre outros fatores podem conduzir a reducdo do tempo de
meia-vida do bioproduto imobilizado (SMITH, 2004).

O mecanismo de estabilizacdo de proteina ndo é totalmente esclarecido embora o
derivado imobilizado seja mais estavel. Apesar do grande potencial de imobilizacdo na
estabilizacdo de enzimas, nessa estratégia pode haver ligacdes entre suporte e enzima
proximas ao centro ativo e ocorrer diminuicdo da atividade. O nimero de processos industriais
com enzima imobilizada é reduzido por causa de custos elevados, perda de atividade e baixa
difusibilidade de substrato/produto (ILLANES, 1999). As caracteristicas dos suportes relativas a
resisténcias mecéanica e microbiana, estabilidade térmica, superficie de contato, porosidade e
custos influenciam na selegcdo enquanto a estrutura quimica do suporte interfere nas
propriedades do derivado imobilizado (pH 6timo e temperatura 6tima, tempo de imobilizag&o)
(NELSON, COX, 2011; ZANIN, MORAES, 2004).

A estabilidade operacional é fundamental no desenvolvimento dos processos com
enzimas imobilizadas. Os processos com enzimas imobilizadas somente serdo mais

econdmicos que 0s processos com enzima solavel, se o tempo de meia-vida for suficientemente
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longo para a enzima imobilizada, pois neste caso, ha redugéo no custo operacional do processo
advindo do menor consumo de enzima, que além de compensar as despesas adicionais com o
processo de imobilizagéo, deve ser inferior que a enzima livre. No caso da enzima imobilizada,
essa estabilidade depende dos fatores: desprendimento da enzima do suporte, obstru¢do dos
poros por impurezas ou produtos secundarios, perda de suporte por atrito ou dissolucao,
obstrucéo do leito fixo causando canais preferenciais e crescimento de micro-organismos. O
efeito geral desses fatores deve ser determinado experimentalmente para serem minimizados
(SMITH, 2004).

2.4.4 Biologia molecular

A biologia molecular favorece a expresséo de proteina tanto por organismo procariotico
como por eucariotico com rapida producdo de enzima em diferentes formas de proteinas
clonadas. Na obtencdo de proteinas engenheiradas, o problema estd relacionado a
enovelamentos na correta configuragdo. O sucesso da aplicagdo da biologia molecular na
obtencdo de proteases € devido essas enzimas serem sintetizadas em forma inativa,
permanecendo na forma estavel até ser requerida a forma ativa da enzima (MARANGONI,
2003).

Técnicas de biologia molecular viabilizaram a obtengcdo de proteases eficientes para
aplicacdo em detergentes. Foram produzidas proteases termofilicas, resistentes a alvejantes e
com atividade maxima em meio alcalino. A estabilidade a pH 10, a 60 °C e atividade na
presenca de surfactantes e agentes oxidantes (cloro, acido peracético) sdo caracteristicas de
proteases geneticamente modificadas, obtidas por substituicdo da metionina (Met) na posicao
222 pela Cys, um aminoéacido mais estavel (RENNEBERG, 2008; CASTRO, BRANDAO, 2004;
ILLANES, 1999).

A utilizacdo de proteases engenheiradas na composicdo de detergentes fortaleceu a
estabilidade de enzimas sob condi¢cdes operacionais em processos biotecnoldgicos. A atuagéo
dessas enzimas alcalinas a elevadas temperaturas e a resisténcia a ambientes adversos como
baixa atividade de agua € um desafio na comercializagédo de bioproduto com atividade catalitica
(CRUTZEN, DOUGLAS, 1999). A essas caracteristicas, foi associada a produgéo de proteases
por micro-organismos em grande quantidade e num menor espaco de tempo, na presenca de

residuos industriais como fontes nutritivas, tornando essas enzimas, biocatalisadores
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competitivos no mercado (LADEIRA et al., 2010; MEENA et al., 2013; QURESHI et al., 2011,
SHER et al., 2010; PARANTAMAN, ALAGUSUNDARAM, INDHUMATHI, 2009).

2.5 FORMULACAO DE ENZIMAS

A formulacdo de enzimas abrange as etapas de polimento final, estabilizacdo e
padronizacdo, sendo essa Ultima, um requisito basico para manter a qualidade do bioproduto na
comercializacdo. O polimento final refere-se a eliminagcédo de elementos indesejaveis que ainda
ndo foram removidos (sais, agua) ou ao ajuste de pH. A etapa de estabilizacdo tem como
objetivo principal selecionar ingredientes e suas respectivas concentracdes para melhorar ou
estabilizar a performance do biocatalisador com a minima quantidade de substancias visando a
reducdo de custos de producgdo. E necessario investigar a inter-relacdo entre os parametros
fisicos e os aditivos quimicos que s&o as variaveis independentes da formulagdo. A
concentracdo de proteina interfere nesses efeitos e por isso, é paralelamente investigada a
adicdo de agentes estabilizantes (ILLANES, 2008).

A modificagdo da estrutura da proteina durante o armazenamento limita a estabilidade
do produto final. A vida de prateleira para avaliar a estabilidade do biocatalisador deve ser
investigada numa primeira etapa, durante trés meses sob armazenamento em refrigeracéo (2 a
8 °C) e pH em torno de 4 a 9. Em etapa subsequente, sdo investigados o armazenamento
durante um ano e sob pH e temperatura extremos (MARANGONI, 2003; McGOFF, SCHER,
2008).

A formulacdo de enzimas é fundamental para manter a estabilidade da conformacao
espacial da enzima, sendo geralmente adicionados, além de substratos e inibidores que
protegem o sitio ativo, agentes quimicos: conservantes microbiolégicos, detergentes, sais,
solventes, poliés, polimeros, dentre outros compostos. E primordial que esses aditivos sejam
indbcuos a todos os seres vivos (generally regarded as safe, GRAS) para aplicacdo em
indastrias de alimentos e farmacos e que as condicbes do meio de formulagcdo sejam
selecionadas criteriosamente, caso por caso. Por intermédio dessa etapa, € possivel
comercializar o biocatalisador com estabilidade catalitica durante o armazenamento e o

processo operacional (ILLANES, 2008).

Na comercializagdo de enzimas microbianas produzidas a partir de meios nutritivos é

necessario evitar contaminagao e garantir a qualidade microbiol6gica da preparacdo enzimética.
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Considerando os custos, 0s agentes antimicrobianos sdo os mais utilizados desde que suas
propriedades permanecam estaveis durante 0 armazenamento e que sejam compativeis com
outros componentes presentes no bioproduto. Os conservantes atuam alterando componentes
da parede celular, membrana citoplasméatica ou citoplasma de micro-organismos. A selecéo
desses compostos quimicos depende de: atividades microbicida ou microbioestatico, pH, maior
solubilidade, eficiéncia em baixa concentragédo, presenca de metais, dentre outros fatores. Sao
utiizados sorbatos, benzoatos e compostos quaternarios de aménio. Os agentes
antimicrobianos de aplicacdo reduzida séo: alcools e fendis que causam desnaturacdo protéica
e formaldeido (formol) por causar efeito neurotéxico em organismos (ELDER, CROWLEY, 2012;
ILLANES, 2008; McGOFF, SCHER, 2008).

Os surfactantes nado-ibnicos ou anidnicos sdo utilizados como agentes estabilizadores
em formulagbes comerciais de enzimas. Dependendo da concentracado, facilitam a reatividade
da enzima por aumentar a solubilidade dos componentes da reagdo (BUXBAUM, 2011). Essas
substancias ligam-se as proteinas, reduzindo a area superficial hidrofébica disponivel e, por
conseguinte, diminuem a agregacdo e qualquer interacdo prejudicial & sua especificidade. A
estabilizacdo do sistema proteina-surfactante resiste a agitacdo devido as particulas serem
menores que a concentracdo micelar critica do surfactante (BUMMER, 2008). Por outro lado, ha
detergentes que quebram a estrutura quaternaria da proteina, reduzindo a atividade catalitica;
por exemplo, o dodecil sulfato de sddio (SDS) interage com proteinas em baixas concentracoes,
causando desenovelamento da cadeia. No mecanismo, a parte alifatica alongada do surfactante
penetra nos poros hidrofébicos enquanto a parte formada por sulfatos alquilicos ndo podem
penetrar; paralelamente, pode haver também interacfes entre cargas elétricas negativas do
SDS com cargas positivas da proteina (McCOFF, SCHER, 2008).

Os sais estabilizam as proteinas que tém grande carga elétrica por suprimir a repulsdo
intramolecular. No processo de enovelamento, h& interacdes fisicas e covalentes entre duas
cadeias protéicas ou entre uma proteina e outra macromolécula ou ainda, entre proteina e
solvente. As interacdes entre cargas elétricas e as forcas de van der Waals séo os principais
responsaveis pela conformacgéo globular, seguidas pelas ligagbes de hidrogénio e em terceiro
lugar, pelas interacdes hidrofobicas. Como os ions diminuem as interacdes eletrostéticas ao
neutralizarem as cargas elétricas da cadeia protéica, a concentracdo de sais presentes no meio,

pode favorecer a estabilizagdo das conformagbes espaciais das enzimas (BUXBAUM, 2011).
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Por outro lado, a adicdo de sais pode causar desnaturacdo da cadeia devido ao aumento na
forca ibnica e diminuicao das interagGes entre cargas elétricas (McGOFF, SCHER, 2008).

As solugdes de efeito tampéao favorecem o enovelamento em fungéo da concentracéo de
ions, isto €, da molaridade. Exemplificando, solu¢des tampao de bicarbonato, glicina e acetato
aceleraram a deamidacdo enquanto o tampéo fosfato na concentracdo de 0 a 20 mM catalisou
essa reacdo com reducdo da atividade catalitica na presenca de NacCl, cloreto de litio (LIiCl) e
tampao tris(hidroximetil)aminometano-acido cloridrico (Tris-HCI). O efeito de solu¢ao tampéao e
de forca ibnica na deamidacédo € observado em pH neutro ou alcalino (BUXBAUM, 2011).

Quando enzimas halofilicas séo instaveis em baixas concentragdes de sais com perda
irreversivel da atividade, utiliza-se concentracdes elevadas desses compostos que promovem
baixa atividade de &gua, e consequentemente, a conformacgdo dessas enzimas fica estavel
(VIDYASAGAR et al., 2009).

A presenca de solventes organicos na formulacédo evita a reacdo da deamidacdo por
desfavorecer a ionizagéo da proteina. Hipoteses s@o propostas em que 0s solventes aumentam
a rigidez da estrutura protéica, evitando a formag&o de intermediario imida. A interacdo do
solvente com residuos externos de aminoacidos mantém a enzima na conformagao enovelada.
Segundo lllanes (1999), o aumento da estabilidade de biocatalisadores em meio ndo aquoso é
um potencial para aplicacdo de enzimas em sintese orgéanica. Por outro lado, solventes no
interior da estrutura protéica interferem na polaridade do meio, aumentando a carga interior e,
por conseguinte, podem alterar a estabilidade da enzima. Esse fendbmeno é justificado pela
baixa permissividade (transmissdo de campo elétrico) dos solventes em relacdo a da agua
(NOLTING, 2006).

Os co-solventes (fenol, benzeno) alteram as ligacdes de hidrogénio, desestabilizando a
proteina nativa por enfraquecer os grupos polares, carregados eletricamente na superficie da
proteina. Por outro lado, trifluor-etanol estabiliza a estrutura protéica ao fortalecer as ligacdes de
hidrogénio além de enfraquecer as interacdes hidrofébicas no interior da proteina (BUXBAUM,
2011; NOLTING, 2006).

Os polidis, coadjuvantes de formulacdo de bioproduto com atividade catalitica,
estabilizam a enzima em temperatura elevada pelo mecanismo protein shell, isto é, a existéncia
de microcompartementos na cadeia enovelada onde h& um tipo de encapsulamento com varias
reacfes enzimaticas, evidenciados por estruturas de cristais protéicos (YEATES, THOMPSON,
BOBIK, 2011).
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Os polidis, exemplificados por agucares: glicose, sacarose, glicerol, manitol, sorbitol e
xilitol, além do etilenoglicol sdo veiculos utilizados na formulacdo de enzimas por proteger os
aminoacidos Gli e Asn da reagdo de deamidacdo como também, por inibir a oxidacdo da
proteina ao captar os radicais hidroxilas do meio, evitando a propagacao da reacdo. Essas
substancias causam também efeito protetor na enzima devido a complexagéo de ions metalicos
que podem inibir a atividade catalitica. Ressalta-se que s@o substancias indcuas e de baixo
custo, amplamente utilizadas na estabilizacdo de enzimas. Sacarose ou manitol a pH neutro,
adicionados a formulacdo de enzimas, reduzem a reacdo de deamidacdo. Foi observado que a
taxa dessa reacdo diminuiu apenas na presenca da sacarose quando o bioproduto com
atividade catalitica foi formulado no estado solido. Esse acUcar, agente estabilizante muito
utilizado, causa hidratacdo na proteina e estabiliza a enzima (McGOFF, SCHER, 2008).

Modificagbes de enzimas na presenca de carboidratos, como sacarose e dextrana foi
uma estratégia que aumentou a estabilidade operacional de proteases (SUNDARAM,
VENKATESH, 1998; ILLANES, 1999) Proteases halofilicas foram produzidas por
Chromohalobacter sp. na presenca de NaCl ou KCl a 4 M. Essa enzima perdeu a atividade em
concentragcdo menor que 1 M de NaCl embora a estabilidade tenha sido méxima na presenca
de 10 % de sacarose. Além desse acucar, sdo também utilizados glicerol e outros alcodis, além
de aminoéacidos e seus derivados que atuam como substancias osmoliticas nos bioprodutos
formulados devido a interagfes hidrofébicas. Essas substancias mantém nas células halofilicas,
um balanco de agua positivo compativel com o metabolismo celular (VIDYASAGAR et al.,
2009).

Os polimeros sdo adicionados na formulacdo de enzimas por diminuirem a atividade de
agua do meio. Logo, sdo agentes estabilizantes de proteinas ao minimizarem a reacéo de
deamidacdo. Na presenca desses compostos, hd um aumento da viscosidade do produto
formulado e mobilizagdo da estrutura protéica. Por conseguinte, os bioprodutos formulados em
estado sélido apresentam maior estabilidade da atividade catalitica devido a auséncia da agua
(ILLANES, 2008). Um outro mecanismo da estabilidade da estrutura terciaria das enzimas pela
adicdo de polimeros é a formacdo de uma matriz sélida com prevencdo do fenbmeno de

agregacao entre proteinas (BUMMER, 2008).

A adicdo de PEG a extrato enzimético protege a conformacdao terciéria da proteina. Com
esse mesmo mecanismo de estabilizacdo de enzimas, sais inorganicos e sorbitol sdo também

utilizados como suportes. A atividade de proteases foi investigada na presenca de liquidos
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ibnicos com a enzima associada a um suporte inerte que influencia o nivel de hidratacao e a
habilidade de dispersdo. Apesar da baixa solubilidade da enzima nesse meio, sdo obtidas
vantagens relativas a elevada taxa de conversdo, alta seletividade, maior estabildade e
recuperacao no final do processo em meio ndo aquoso (MONIRUZZAMAN, KAMIYAA, GOTO,
2010; McGOFF, SCHER, 2008).

2.6 PROTEASES NA COMPOSICAO DE DETERGENTES

2.6.1 Aindustria de detergentes

Um dos primeiros relatos do uso de biodetergente de forma industrial remonta a década
de 1910 quando foi preparado um detergente chamado Burnus contendo carbonato de sdédio,
além de um extrato pancreatico. Entre as décadas de 1950 e 1960, foi inserido no mercado, um
dos primeiros biodetergentes contendo proteases de origem bacteriana. No inicio dos anos de
1970, houve um decréscimo na adicdo de extrato enzimatico nesses produtos, devido ao
desenvolvimento de reacdes alérgicas em funcionarios que manipulavam enzimas (ILLANES,
2008). AplGs continuas pesquisas, técnicas de encapsulamento foram utilizadas para inserir
proteases como aditivos em detergentes, evitando problemas de salde nos manipuladores
desses produtos. Essa industria tornou-se um dos segmentos de mercado mais consumidor no
mundo de proteases alcalinas, tendo sido no inicio de século XXI, a producéo de biodetergente
superior a 13 bilhdes de toneladas por ano.

A presenca de proteases em detergentes facilita a remogdo de manchas em usos
doméstico e hospitalar além da limpeza de materiais 6ticos como lentes de contato e de
consultério dentario de forma eficiente. A formulacdo de detergentes evoluiu com a
implementacédo de fibras sintéticas de alta tecnologia para fabricacdo de tecidos, pois essas
fibras ndo suportam elevadas temperaturas durante o processo de lavagem e dessa forma, os
detergentes tém obrigatoriamente de serem efetivos, mesmo quando o processo de lavagem
seja realizado com agua fria (FELIX, NORONHA, MARCO, 2004).
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2.6.2 Acdo de componentes enzimaticos em detergentes

Os detergentes sdo formulados em geral para atuar em meio alcalino e sob
temperaturas elevadas. Nesse caso, as enzimas a serem adicionadas aos produtos
comercializados, precisam ter pH 6timo entre 8 e 12 e temperaturas 6timas na faixa de 50 a 70
°C cujas condi¢des correspondem a ambientes de lavanderia (VIDYASAGAR et al., 2009).

As enzimas utilizadas na formulacdo de detergentes em sua grande maioria sdo em
forma de complexos enzimaticos formados por combinacdo de proteases, amilases, lipases e
celulases, responsaveis por catalisar hidrolises de proteina, amido, triglicerideo e celulose,
respectivamente. Esse processo de degradagdo promove a reducdo de moléculas maiores em
moléculas menores que sdo mais facilmente sollveis. As proteases estdo presentes como
principal ingrediente ativo na grande maioria de marcas de detergentes em todo o mundo,
facilitando a remog&o de manchas por hidrolisar as proteinas de sangue e alimentos que ficam
fixadas nas sujidades. As amilases degradam as ligacdes glicosidicas do amido em dextrinas
soluveis, agucares e oligossacarideos. As lipases sé@o responsaveis pela degradacdo de
ligagbes de ésteres de triglicerideos hidrofébicos, presentes na maioria das gorduras de origem
animal e dleos vegetais. As celulases catalisam a hidrélise de ligacdes glicosidicas da celulose,
conferindo mais brilho e cor por remover as microfibrilas de tecidos (CRUTZEN, DOUGLAS,
1999).

As proteases alcalinas utilizadas na composicao de detergentes pertencem ao grupo das
serina-proteases que apresentam o residuo de serina (Ser) além do Asp e His no centro ativo.
Essas enzimas sao inibidas por ésteres organicos fosfatados, fluoreto de fenilmetilsufonil
(PMSF), fluorfosfato de diodopropila (DFP) e quimostatina (SINGHAL, NIGAM, VIDYARTHI,
2012).

A protease alcalina produzida por Aspergilluis nidulas contem 403 amino&cidos com
atividades endopeptidase e serina protease; a massa molar é igual a 42,209 Da, hidrolisa
proteinas com grande especificidade e sdo expressas geneticamente na auséncia de fontes de
nitrogénio, carbono ou enxofre (ALKALINE, 2013).

Alguns aditivos utilizados na formulagéo de detergentes em conjunto com as enzimas
podem reduzir a acdo catalitica e alterar a qualidade do qualidade, se ndo forem utilizados de
forma correta, minimizando as interagdes. O uso de surfactantes sulfonantes aniénicos, como o
alquilbenzeno e de agentes de poder oxidante, como os alvejantes (hipoclorito de s6dio) podem
promover a desestabilizacdo de enzimas. As interacdes entre os componentes do detergente

devem ser devidamente investigadas e previstas, visto que as enzimas s&o produzidas por
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organismos vivos e todos os cuidados devem ser tomados para que sua estrutura e funcdo néo
sejam comprometidas e, sua eficacia seja maxima. Os detergentes devem ser aplicados em
faixa de temperatura e de pH onde as enzimas mantenham estabilidade (CRUTZEN,
DOUGLAS, 1999).

2.6.3 Estudo de caso

A formulacdo de detergentes depende de propriedades fundamentais dos seus
componentes, além de interacdes entre essas substancias, isto €, seus efeitos sinérgicos antes,
durante e depois da aplicacdo do produto final. Fosfatos, boratos, citratos, silicatos, sulfatos,
polimeros, dentre outros compostos quimicos que compdem os detergentes podem apresentar
efeitos sinérgicos em funcdo da massa molar desses componentes (CRUTZEN, DOUGLAS,
1999).

A restricdo de fosfatos nas formulagdes de detergentes incentivou as investigagdes
nessa area com impulso para utilizacdo de enzimas. A adicdo dos biocatalisadores e a
formulacdo de detergentes facilitam a remocdo de sujidades e do fussy (redeposicdo de
particulas). A atuacdo das enzimas é fundamental para manutencdo da brancura do tecido e do
brilho das cores apds sucessivas lavagens, além de conservar a qualidade do produto lavado. A
inocuidade da estrutura protéica e a biodegradabilidade dos biocatalisadores sdo dois fatores
gue contribuem para a adicdo em formulacfes de detergentes embora a atividade catalitica seja
instavel, principalmente em detergentes liquidos (CRUTZEN, DOUGLAS, 1999).

Os componentes de trés produtos de detergente em pé de uso comercial dispostos no
mercado brasileiro - destinados a lavagem de roupas - foram analisados nesse estudo de caso.
Esses produtos foram referenciados como A, B e C, variando de precos desde o de maior valor,
no caso o produto A até o de menor valor, o produto C. A tabela 2 apresenta a composi¢ao
guimica desses produtos com o0s respectivos precos médios. A analise dos componentes
explicita em comum a presenca de agentes ativos principais como surfactantes derivados do
sulfonato de sodio, tensoativos (anibnicos, ndo-ibnicos) e enzimas que conferem o poder
detergente aos produtos (CRUTZEN, DOUGLAS, 1999). Embora esses componentes ativos
estejam presentes nos trés produtos, os precos dos mesmos variam. A origem, o tipo e a
guantidade dos biocatalisadores podem caracterizar a diferenciacdo do preco entre os produtos.
Porém, a procedéncia das enzimas utilizadas nos trés produtos ndo foram explicitados, como

também os tipos de enzimas utilizados e a forma correta de manipulagédo. Para o consumidor,
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deveriam ser detalhadas informacgdes do tipo de enzima presente na composi¢cado dos produtos,
visto que ha relatos de que a manipulacdo direta de proteases pode causar reacdes alérgicas
em seres humanos (FELIX, NORONHA, MARCO, 2004).

Tabela 2 Composicédo e preco médio estimado para os produtos analisados

PRODUTO PRINCIPAIS COMPONENTES PRECO MEDIO
(R$/5000)

Alquil benzeno sulfonato de sédio, lauril sulfonato de sédio,

A tensoativos  anibnicos, tamponantes, coadjuvantes,
sinergista, corantes, branqueador 6tico, fragrancia, carga,
agua e enzimas

4,99

Linear alquil benzeno sulfonato de sddio, alquil éter
sulfonato de sodio, polialquiletoxilato tensoativo nédo iénico,
coadjuvantes, branqueador  ¢6tico, agentes  anti-
redepositantes, corantes, fragrancia, agua e enzimas

3,69

Linear alquil benzeno sulfonato de sodio, tensoativo

c anibnico, alcalinizante sequestrante, carga, coadjuvantes,
branqueador 6tico, bentonita sddica, corante, agente anti
redepositante, fragrancia, agua, tensoativo biodegradavel e
enzimas

2,79

Comparando as composi¢cdes quimicas dos detergentes em andlise, ficou também
constatado a presenca de coadjuvantes, branqueador 6tico, corantes, fragrancia e agua nos
trés produtos comercializados, embora ndo constem informacBes especificas (tipos e

guantidades) desses aditivos.

O produto A é o Unico detergente que contém: agentes tamponantes cujas funcées sao
respectivamente, potencializar a acdo das enzimas, mantendo o pH em faixa especifica e,
sinergista que evita possiveis interacdes entre os diversos componentes. Ressalta-se que néo
foram especificados os tipos de tampdo e nem o agente sinérgico. Apesar do preco de
comerciaizacao desse produto ser o maior dentre todos, consta na sua composi¢ao a presenca
de “carga”. Sera que esse aditivo da formulagdo do produto A contém uma fungao que confere
mais eficiéncia em relacdo aos outros detergentes comerciais e que o produtor ndo tem
interesse em especificar?

O componente diferenciado dos produtos B e C sdo agentes anti-redepositantes que

evitam o retorno da sujeira em suspensdo ao meterial lavado (tecidos, equipamentos, dentre
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outros). A eficiéncia da lavagem é almejada quando a sujeira removida pelo detergente ndo é
redepositada.

O produto C é o Unico que contém apenas um tipo de surfactante, linerar alquil benzeno
sulfonato de sodio e, apesar de ter o pre¢co mais acessivel, foi o Unico produto que especificou a
presenca de agente biodegradavel, importante componente devido & capacidade poluente dos
detergentes. No contexto de desenvolvimento sustentavel, para causar menos impacto ao meio
ambiente, a presenca de agente biodegradavel na composicdo de detergentes € uma
informacé&o que impulsiona ao cidadao consciente, a adquirir o produto. Esse produto C também
€ 0 Unico detergente que contém betonita sddica. Segundo Carrion (2013), esse mineral
compde detergentes ecologicos e é formado por silicatos de aluminio hidratado cuja fungéo é
depositar particulas na superficie do tecido de algodao lavado, aumentando a suavidade das
fibras.

Nao foi especificada em nenhuma das composicdes dos biodetergentes A, B e C
analisados, a presenca de substancias quimicas apresentadas pela literatura como agentes
estabilizadores de proteinas. Por outro lado, os produtos comerciais contém coadjuvantes que
poderdo ser agentes quimicos que estabilizam as enzimas.

Em suma, a composicao dos detergentes deve apresentar componentes especificos que
facilitem a limpeza, minimizando a abrasdo, mantendo as fibras intactas e a cor dos tecidos,
para que dessa forma possa atender as exigéncias do consumidor. O mercado internacional
crescente de biodetergentes impulsiona a producdo de enzimas cujo processo biotecnoldgico
depende da disponibilidade de residuos agroindustriais. O potencial do Brasil nesse setor e o
desenvolvimento tecnoldgico de enzimas oriundos de pesquisas estimulam a expansdo da
aplicacdo desses biocatalisadores em detergentes, embora seja necessaria uma politica do

governo mais forte e precisa para incentivar empresas de biotecnologia a produzirem enzimas.

2. 7 CONSIDERACOES FINAIS

¢ A manutencao da conformacao espacial da proteina e a reassociacdo de subunidades
no enovelamento da cadeia é essencial para estabilidade catalitica de enzimas;
e estratégias para manter a estabilidade da estrutura nativa da enzima dependem de

fatores que promovem desnatura¢do ou inativagao protéicas;
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perdas na estabilidade fisica da proteina dependem principalmente de interacdes
eletrostéticas, ressaltando as ligacdes de hidrogénio e os efeitos hidrofébicos entre
aminoacidos internos;

reacbes de deamidacdo e oxidacdo, além do fenbmeno de agregacdo sdo reacOes
quimicas que intereferem na estabilidade de enzimas;

a reacdo de deamidacdo da cadeia de proteina pode ser suprimida pela reducdo da
guantidade de agua, concentracdo de sais (tampdo) e solventes, dependendo de
temperatura e pH;

a oxidagdo da cadeia protéica pode ser controlada por adicdo de agentes redutores e
pela auséncia de oxigénio molecular no processo biotecnoldgico;

a agregacao de proteinas pode ser suprimida sob condi¢cbes ndo desnaturantes de pH
extremos e presenca de agentes quimicos;

para aplicacdo em detergentes, as proteases devem apresentar estabilidade da
atividade catalitica em pH alcalino, serem termoestaveis e compativeis com aditivos da
formulacdo: conservantes microbiol6gicos, especificos substratos, sais, polidis,
polimeros, dentre outros;

a demanda de proteases no mercado brasileiro impulsiona tanto a pesquisa como o
empreendedorismo nessa area, desde que haja estimulo e apoio por 6rgaos
governamentais;

a potencialidade de matéria-prima renovavel e o desenvolvimento de tecnologia de
enzimas em expansdo, além do conhecimento sobre a estabilidade de conformagéo
protéica com atividade catalitica séo pilares que favorecem a exportacdo de enzimas no

Brasil.
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