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RESUMO

A crescente demanda da sociedade moderna por produtos de limpeza menos poluentes ao
ambiente tem estimulado as pesquisas por aditivos naturais, mais facilmente biodegradaveis e
ambientalmente seguros. Como os surfactantes sintéticos, derivados do petrdleo, adicionados
a enzimas sao os componentes-chave dos produtos de limpeza, tem-se como alternativa para a
nova geracdo de produtos de limpeza a substituicdo dos surfactantes sintéticos por
biossurfactantes com adi¢cdo de enzimas microbianas. Entretanto as condi¢des adversas de
lavagem como o pH extremamente alcalino, estimulam a prospec¢ao de novas moléculas mais
estaveis para esta aplicacdo. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o
potencial de enzimas e de biossurfactantes produzidos por uma estirpe de Bacillus subtillis,
TIM27, como aditivos de detergentes comerciais. Os biossurfactantes (BIOS27) foram
produzidos em Caldo Surfactina e parcialmente purificados por precipitacio acida. As
enzimas foram produzidas pelo cultivo em Caldo Nutriente contendo 0,2% de glicerol e
submetidas a precipitacdo com sulfato de amonio nas faixas de saturacdo de Fo-409% Fa0-70% €
F70-90%, com monitoramento da atividade esterdsica e proteolitica de cada fracdo através da
formagao de halos de hidrélise em Agar Nutritivo contendo 0,1% de tributirina ou 1% de leite
desnatado, respectivamente. A influéncia de um gradiente de pH (de 6-11) e de NaCl (0,5-4
M) foram avaliados na atividade proteolitica de Fso-70% € atividade emulsificante de BIOS27.
Além disso, a temperatura ideal ( 20 — 80 ° C) de atividade proteolitica de F40-70% bem como a
influéncia de 1% de detergentes (Triton X-100, Tween80 e SDS), 7 mg/mL de OMO®, 5 mM
de ions metilicos (K*, Na*, Ca**, Mg?", Mn**, Cu*" e Zn*) e 1 ¢ 5 mM de inibidores de
proteases (B-Mer, PMSF e EDTA). Experimentos para identificagdo das enzimas apos
purificagdo em cromatografia de troca ionica seguida de cromatografia hidrofobica foram
realizados utilizando espectrometria de massas (ESI-Q-TOF). O desempenho de lavagem de
manchas por Fio-70% € BIO27 foram realizados utilizando tecidos de algoddo impregnadas
com emulsdo de gema de ovo. Como resultado foi observado que a fracao F4o-70% apresentou
atividades protedsica e esterdsicas provenientes principalmente de uma subtilisina de 39,4
kDa identificada por espectrometria de massa. A frag@o bruta F4o-70% teve sua melhor atividade
em pH 8,0, temperatura de 50 °C e mostrou estabilidade na presenca do detergente comercial
OMO®. Entretanto, mostrou reducdo de atividade de 40% em EDTA e total inibi¢do por SDS
e ion Zn*2. BIOS27 apresentou 6timos indices de emulsio de 66,6 % e capacidade de reducio
da tensdo superficial da dgua para 25,3 mN/m, mesmo na presenca de pH alcalino (pH 11,0) e

alta concentracdo de NaCl (2,0 M). De forma qualitativa, a combina¢ao da Fao-70%,



enriquecida com a subtilisina, ao biossurfactante lipopeptideo mostrou desempenho
equivalente ao detergente comercial OMO® para limpeza de mancha de gema de ovo em
tecido de algoddo. A incorporagdo de Fao-700 a uma solugio de OMO® aquecido, também
provou ter melhor atividade para remoc¢ao dessas manchas do que as enzimas endogenas do
produto comercial, mostrando o grande potencial dessas biomoléculas em formulagdes de

detergentes.

Palavras-chave: Detergentes biodegradaveis. Esterase. Subtilisina. Surfactantes naturais.



ABSTRACT

The growing demand of modern society for ecofriendly cleaning products has stimulated the
search of natural additives and biodegradable products. Since petroleum-derived surfactants
added to commercial enzymes are the key components of the major cleaning products, the
replacement of synthetic these surfactants by biosurfactants supplemented with microbial
enzymes is an alternative for the new generation cleaning products. However, the adverse
laundry conditions such as extreme alkaline pH, has encourage the prospection of new and
more stable molecules for this application. Therefore, this study aimed the evaluation of
enzymes and biosurfactants produced by Bacillus subtillis TIM27 as commercial detergent
additives. Biosurfactants (BIOS27) were produced using Surfactin Broth and partially
purified by acid precipitation. Whereas enzymes were produced by cultivation in Nutrient
Broth supplemented with glycerol 0.2% and subjected to precipitation with ammonium sulfate
in the saturation ranges of Fo-40% Fa40-70% and F7o-90%, monitoring of esterase and proteolytic
activity through the formation of hydrolysis halos in Nutritive Agar containing 0.1%
tributyrin or 1% skim milk, respectively. The influence of pH values (6 -11) and NaCl
concentration (0.5 - 4 M) were evaluated on rs0-70% proteolytic activity and BIOS27
emulsifying activity. In addition, the ideal temperature (20 - 80 °C) of Fa4o-709% proteolytic
activity as well as the influence of 1% detergents (Triton X-100, Tween 80 and SDS), 7
mg/mL OMO®, 5 mM of metal ions (K ¥, Na ", Ca2 *, Mg? " Mn?", Cu®* " and Zn?>") and 1 and
5 mM protease inhibitors (B-Mer, PMSF and EDTA). Experiments for enzyme identification
after purification in ion exchange chromatography followed by hydrophobic chromatography
were performed using mass spectrometry (ESI-Q-TOF). F40-700 and BIO27 were tested for
washing performance using egg yolk emulsion impregnated in cotton fabrics. As results, it
was observed that the Fao-70% fraction showed proteolytic and esterase activities mainly due to
the presence of a 39.4 kDa alkaline subtilisin identified by mass spectrometry. The crude
fraction F40-70% showed higher proteolytic activity at pH 8.0, 50 °C and showed stability in the
presence of the OMO® commercial detergent. However, it showed 40% activity reduction in
EDTA and total activity inhibition by SDS and Zn" 2 ion. BIOS27 presented an excellent
emulsion index of 66.6% and ability to reduce the surface tension of water to 25.3 mN/m,
even in the presence of alkaline pH (pH 11.0) and high concentration of NaCl (2.0 M).
Qualitatively, the combination of Fs0-70%, enriched with subtilisin, and biossurfactant BIOS27
showed equivalent performance to commercial OMO® detergent for cleaning egg yolk stain

on cotton fabric. The incorporation of Fao-70% in a heated OMO® solution also proved to have



better activity to remove these stains than the endogenous enzymes of the commercial

product, showing the great potential of these biomolecules in detergent formulations.

Keywords: Biodegradable detergents. Esterase. Subtilisin. Natural surfactants.
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1 INTRODUCAO

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos utilizados em diversos setores industriais
devido suas diversas vantagens quando comparados a catalisadores quimicos, como
biodegradabilidade, alta seletividade, eficacia catalitica e rentabilidade. As hidrolases, que
incluem as proteases e esterases, sdo enzimas demandadas pelas industrias de alimentos,
biodisel, cosmética, detergentes, bebidas, dentre outros (GUPTA et al., 2002). As proteases
sdo detentoras da maior parcela de vendas de enzimas industrias no mundo (60% do mercado
mundial). Quando comparados com proteases de outras fontes, como de animais e plantas, as
proteases microbianas possuem um maior interesse comercial devido sua grande capacidade
de produgio, estabilidade e atividade catalitica (ALI et al., 2016).

Os biossurfactantes sdo compostos ativos de superficie que, alternativamente aos
surfactantes sintéticos, possuem baixa toxicidade, alta atividade, alta taxa de
biodegradabilidade e biocompatibilidade (ANJUM et al., 2016; BEZZA; CHIRWA, 2015). Os
surfactantes de origem microbiana da classe dos lipopepdideos sdo produzidos por uma gama
de microrganismos aerdbicos incluindo bactérias, leveduras, fungos e actinomicetos, sendo as
bactérias do género Bacillus os maiores produtores desses biossurfactantes (RAAIJMAKERS
etal.,2010).

Além de otimos produtores de biossurfactantes, bactérias do género Bacillus
contam com a maior participa¢cdo de producdo de enzimas industriais no mercado atual, o que
incluem as subtilisinas (GULMEZ et al., 2018). As subtilisinas (EC 3.4.21.14) sdo proteases
extracelulares produzidas por véarios microrganismos e pertecem a segunda maior familia de
serino-proteases. O seu nome deriva da espécie bacteriana Bacillus subtilis, da qual a enzima
foi isolada pela primeira vez (OTTESEN; SVENDSEN, 1970). Comercialmente proteases
alcalinas, incluindo subtilisinas com atividade 6tima em pH alcalinos (8-10), sdo ideais para
aplicacdes como aditivos em detergentes comerciais devido sua estabilidade nessa faixa de
pH e na presenca de surfactantes e agentes oxidantes presentes nesses produtos (GULMEZ et
al., 2018; GUPTA; BEG; LORENZ, 2002).

A crescente demanda da sociedade moderna por produtos de limpeza menos
poluentes ao ambiente tem estimulado as pesquisas por aditivos naturais, mais facilmente
biodegradaveis e ambientalmente seguros. Como os componentes-chave dos produtos de
limpeza sao surfactantes sintéticos, derivados do petrdleo, e enzimas, a nova geracao de

produtos de limpeza devera substituir os surfactantes sintéticos por biossurfactantes.
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Focando nessas novas demandas, esse estudo avaliou a producdo e a
caracterizacdo de uma fragdo enriquecida com proteases (Fso-70%) € biossurfactantes
lipopeptideos (BIOS27) produzidos por uma nova estirpe de Bacillus subtillis TIM27,
proveniente de sedimentos de manguezal, visando suas aplicagdes como aditivos em

formulagdes de produtos de limpeza.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas e mercado

Enzimas sdo biocatalisadores de rea¢des quimicas cada vez mais presentes em
processos industriais contemporaneos. A palavra 'enzima' foi usada pela primeira vez pelo
fisiologista alemdo Wilhelm Kiihne em 1877, quando ele descrevia a capacidade do fermento
de produzir alcool a partir de agticares, e ¢ derivado das palavras gregas en (que significa
'dentro") e zume (que significa 'fermento') (KUHNE, 1877). Essas moléculas sdo extraidas dos
organismos vivos e aplicadas em varios seguimentos industriais, tais como alimentos,
bebidas, biodiesel, papel, farmacéutica, limpeza e higiene pessoal.

O mercado global de enzimas industriais atingiu um montante de US $ 5,5 bilhdes
em 2018 e a estimativa é que esse valor atinja US $ 7,0 bilhdes até 2023, com uma taxa
composta de crescimento anual (CAGR) de 4,9% no periodo 2018-2023. (BBC REASERCH,
2018).

A industria de alimentos movimenta o maior mercado de enzimas, com uma
participagao de 26%, o que correspondeu a uma parcela de US § 1,4 bilhdo em 2017, seguido
por biocombustiveis e detergentes com 18% (US $ 969,3 milhoes) e 14% (US § 754,4
milhdes), respectivamente (DEGNAN, 2018). Entretanto, a demanda por enzimas industriais
vem crescendo continuamente impulsionado pela necessidade de solugdes sustentdveis para
processos industriais e pelo crescimento de demandas em decorréncia do aumento da
populacdo mundial. Dessa forma existe uma grande demanda por novas enzimas, ocasionando
uma corrida frenética na comunidade cientifica na busca de novas enzimas aprimoradas, com
caracteristicas cataliticas e econdmicas favoraveis para o mercado.

Os microrganismos sdo preferidos as plantas e animais como fontes de enzimas
porque sdo mais faceis de serem cultivados, crescem rapidamente, seu contetido enzimatico ¢é
mais previsivel e controlavel, diferentes microrganismos funcionam bem sob uma ampla
gama de condigdes fisicas e quimicas variadas e podem utilizar diferentes tipos de residuos
como fonte de carbono e energia (SINGH ef al., 2016). Além disso, o aumento da demanda
por produtos de consumo, a necessidade de reducdo de custos nos processos industriais, a
seguranca ambiental, a possibilidade de reacdes mais especificas quando comparados com
catalisadores quimicos e a estabilidade dessas moléculas (CHOI; HAN; KIM, 2015)

contribuem para o aumento do mercado de enzimas microbianas. Varias enzimas microbianas
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j& sdo aplicadas em muitos segmentos da industria (Tabela 1). Lipases e proteases
extracelulares sao conhecidas pela sua grande estabilidade, por essa razdo essas enzimas sao
utilizadas na industria de detergentes para a remocao de gorduras e manchas de tecidos e
superficies. Um outro exemplo de aplicagdo de enzimas microbianas ¢ a quimosina na
industria de laticinios que deteve uma das maiores arrecadagdoes em 2018, onde chegou a um
montante de 2,3 bilhdes de dolares. Esse valor s6 ficou abaixo do valor arrecadado na
aplicacdo de hidrolases na industria de petréleo que atingiu 330 bilhdes de dolares em 2015

(SINGH et al., 2016).

Tabela 1 — Aplicagdes e potenciais valores de mercados das principais enzimas disponiveis.

Enzimas

Setor/Industria

Potencial Valor de Mercado

Lipase, Protease, Celulase,
Amilase

Detergente (Novozymes)

$2.767 M em 2019 (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/protein-
hydrolysis-enzymes.asp )

Amilase, Glucoamilase,
Glucose Isomerase

Processamento de amido
(Novozymes/Dinamarca,
DuPont/EUA, Rouquette
Freres/Franca etc.)

$2.238 M em 2018 (http://www.prnewswire.com/news-releases/alcohol-and-
starchsugar-enzyme-market- by-type-carbohydrase-protease-and-lipase-by-
application-industrial-specialty-- geography---global-trends--forecasts-to-2018-
256229371.htmlV )

Protease, Fitase, Xilanase

Para ragdo animal (Royal DSM
NV)

$1.371 M em 2020 (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-
enzyme.asp )

Xilanase

Celulose e Papel

200 M (www.novozymes.com )

Arbinanase, Amilase,

Processamento de frutas ou

Enzimas em alimentos: $ 2.3 B em 2018

Poligalacturonanase Vegetais (Novozymes, DSM) (http://www.iisc.ernet.in/currsci/jul 1 0/articles22.htm )
Hidrolase Oleo e Gas (Novozymes) $330 B em 2015 (Petrochina, China)
Quimosina Laticinios (Pfizer, Chr. Hansen) Enzimas em alimentos: $ 2.3 B em 2018

(http://www.iisc.ernet.in/currsci/jul 1 0/articles22.htm )

Urease, Pectinase

Vinho (Carlsberg)

Enzimas na alimentag@o: $ 1.37 M em 2020
(http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )

Enzimas na alimentag@o: $ 1.37 M em 2020

Protease Carne (Novozymes) (http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )
Amilase Téxtil (Novozymes) $2.7 M em 2019 (www.marketsandmarkets.com )
Amilase Panificacao $695.1 M em 2019 (www.marketsandmarkets.com )

B-Glucanase

Produg@o de cervejas

Enzimas na alimentagdo: $ 1.37 M em 2020
(http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )

Protease

Curtume

Enzimas na alimentagdo: $ 1.37 M em 2020
(http://www.marketsandmarkets.com/PressReleases/feed-enzyme.asp )

Fonte: NANDY (2016).

Enzimas microbianas quando comparadas com outros catalisadores quimicos e

biologicos possuem maior especificidade, regioseletividade e estereoseletividade pelos seus
substratos em condi¢cdes de temperatura e pressdo consideradas brandas. Entretanto, as
condicdes Otimas das operagdes industriais, na maioria dos casos, envolvem pH e
temperaturas extremas e substratos ndo naturais. Dessa forma, o potencial da biocatélise
enzimatica ainda nao foi totalmente explorado e encontrar estratégias eficazes para superar

esses desafios operacionais sao motivagdes premente para muitos pesquisadores (SHELDON;
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WOODLEY, 2018).

Enzimas mais robustas e estdveis podem ser obtidas por meio da modificagio
genética (BOONYAPAKRON et al., 2017), da regulagdo da sua expressao (ZHANG et al.,
2017) e de modificacdes quimicas na sua estrutura (incorporagao de ions, por exemplo). Com
os grandes avancos da biologia molecular nas ultimas décadas, pode-se realizar modificagdes
genéticas na estrutura de enzimas e ocasionar mutagdes que afetem positivamente a
performance de uma enzima (HAN et al., 2019).

Uma outra estratégia ¢ a busca por enzimas que atuam em ambientes que
apresentam condigdes fisico-quimicas extremas, através da prospeccdo de microrganismos
que vivem em condigdes extremas de temperatura, pressdo, alcalinidade ou acidez e
salinidade. Estudos acerca dos organismos extremofilos desempenham um importante papel
tanto na ciéncia basica quanto na ciéncia aplicada. Eles sdo importantes para entender os
fundamentos da diversidade bioquimica e estrutural encontrados nessas condigdes adversas,
assim como podem ajudar a desvendar um enorme reservatorio de enzimas e outros materiais

bioldgicos para aplicagdes em biotecnologia (Figura 1).

Figura 1 - Aplicagdes biotecnologicas de organismos extremofilos em ciéncia basica,

medicina e industria.
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Fonte: KUMAR et al. (2018).
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O aumento do nimero de genomas e metagenomas de extremofilos, que agora
podem ser sequenciados por tecnologias de sequenciamento de terceira geragdo, possibilita a
identificacao de novas enzimas de microrganismos que nao sdo capazes de crescer em meios
de cultura tradicionais. Por exemplo, Pessoa et al., (2017) isolaram uma protease alcalina e
termoestavel, com pH e temperatura 6timas de 8,5 e 60 °C, respectivamente, a partir de uma
biblioteca metagendmica de sedimento de manguezal da Bahia, Brasil.

Os manguezais sao ecossistemas costeiros localizados entre o mar € o continente
sujeitos ao regime das marés. Seus sedimentos lamosos sdo ricos em silte e argila, pouco
oxigenados e apresentam variagdes didrias de salinidade. (HOLGUIN et al., 2006). Esses
ecossistemas apresentam grande importancia ecoldgica devido a vegetagdo tipica e adaptada
as condi¢des ambientais peculiares e por serem ber¢o para reproducdao de varias espécies
marinhas. Sabe-se que esses ecossistemas apresentam rica diversidade microbiana (CHAVES
et al., 2012; COLARES; MARIA; MELO, 2013; ROCHA et al., 2016), entretanto, ainda
pouco explorada (NOGUEIRA et al., 2015; THATOI et al., 2013). Dessa forma, esses
ambientes representam uma fonte para a prospec¢ao de novos isolados microbianos e/ou
novos genes para diversas aplicagdes biotecnologicas (COUTO et al., 2010).

Viérios trabalhos tém reportado a bioprospeccdo de componentes bioativos em
manguezais ao redor do mundo, alguns deles por técnicas dependentes e outros por técnicas
independentes de cultivo. Castro ef al., em 2014, avaliaram a produ¢do de enzimas industriais
em microrganismos endofiticos isolados de duas espécies de plantas de manguezais,
Rhizophora mangle e Avicennia nitida. Como resultado eles identificaram que dentre os
1solados: 75% apresentaram atividade protedsica, 62% atividade endoglucanase, 45%
atividade amilolitica e 52,5% apresentaram atividade lipolitica, corroborando a ideia de que
0s manguezais sdo potenciais fontes para a prospeccdo de enzimas industriais. Varias outras
enzimas como lipases, fitases, esterases, proteases, xilanases e amilases tem sido isoladas a
partir de microrganismos de manguezais, além de varios outros bioprodutos de importancia
econdmica como biossurfactantes, bioplasticos, agar, alginato e carragenana (THATOI et al.,

2013).

2.2 Biossurfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas com atividade de superficie que podem ser
obtidas por processos quimicos (sintéticos) ou de fontes naturais (biossurfactantes). Em

funcdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula, esses



23

compostos tendem a se distribuir nas interfaces com diferentes graus de polaridade, reduzindo
a tensdo superficial e interfacial. Essas propriedades Unicas tornam os surfactantes adequados
para uma ampla gama de aplica¢fes industriais incluindo detergéncia, emulsificacdo, de-
emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e
dispersdo de fases (MARCHANT; BANAT, 2012).

Surfactantes sdo encontrados em formulagdes de alimentos, cosméticos,
detergentes, pesticidas, além de serem altamente demandados na industria petroquimica
(DENG et al., 2016; RUFINO et al., 2011). Os surfactantes predominantes em aplicagdes
industriais continuam sendo os de origem sintética, derivados do petroleo, altamente toxicos,
de baixa degradabilidade e persisténcia prolongada no ambiente (RUFINO et al., 2011).
Biossurfactantes sdo produzidos principalmente por microrganismos e representam uma
alternativa sustentavel ao uso dos surfactantes sintéticos. Como os surfactantes sintéticos, os
biossurfactantes sdo compostos anfipaticos, ou seja possuem um grupo hidrofébico e um
grupo hidrofilico (SHARMA et al., 2015).

Os biossurfactantes possuem grandes vantagens quando comparados com os
surfactantes sintéticos: ndo sdo toxicos, sdo biocompativeis e mais facilmente biodegradados,
além de suportarem melhor condigdes extremas de pH, temperatura e salinidade (ANJUM et
al.,2016; BEZZA; CHIRWA, 2015).

Os surfactantes de origem microbiana sao distribuidos em cinco classes com base
em sua estrutura quimica: glicolipidios, fosfolipidios e 4cidos graxos, lipopeptideos ou

lipoproteinas, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Tabela 2).

Tabela 2 - Classifica¢do dos biossurfactantes e principais microrganismos produtores.

Estr’ut}lra Biossurfactante Microrganismo Referéncia
Quimica
Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa (DESAL BANAT, 1997, LAL
et al.,2009; WEI et al., 2008
(DAVEREY;
Soforolipideos Candida bombicola PAKSHIRAJAN, 2010;
DESAI; BANAT, 1997)
Glicolipideos C e, . (BOOTHROYD; THORN;
Celobiolipideos Ustilago HASKINS, 1956; DESAI;
BANAT, 1997)
Manosileritritol Lipideos Pseudozyma (]E/EESI/{%I%“ABQI\;?T’ZQ)?;; ’
Trehalolipidios Rhodococcus S?f:g{jg? gﬁ?’ ;gg;;
Fosfolipideos Fosfato lipidico Torulopsis maynoliae (1%(7);)’ l;Eé%S AZI/?]JSIEN(z-}\%RIS 9(317\])’
(CHANG et al., 2011;
Serrawetina Serratia DESAI BANAT, 1997; WEI,
Lipopeptideos CHEN, 2005)

Surfactina Bacillus (WETI er al., 2003; WEL
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WANG; CHANG, 2004;
YEH; WEI; CHANG, 2008)

(DESAIL; BANAT, 1997;

Subtilisina Bacillus SUNG et al., 2010)

(BALAJI; BALIGA;
Polimixinas B. polymyxa JEREMIAH, 2011; DESAIL
BANAT, 1997)

(DAS; MUKHERJEE; SEN,

Viscosina, anfisina e putisolvina Pseudomonas 2008: DESAI: BANAT, 1997)

. . . . (CIRIGLIANO; CARMAN,
Liposan Candida lipolytica 1985; DESAI; BANAT, 1997)

(DAS; MUKHERJEE; SEN,
Emulsan, Biodispersan I . 2008; DESAI; BANAT, 1997,
Poliméricos caicoaceticus SHABTAL; GUTNICK, 1985)

Acinetobacter

(DESAI; BANAT, 1997;

Manana-lipideo-proteina Candida tropicalis KAPPELI et al., 1984)
. i . (DESALI; PATEL, 1988;
Carboidrato-lipideo-proteina Pseudomonas fluorescens DESAIL: BANAT. 1997)
cul fimbri Acinetobacter (DESAIL; BANAT, 1997;
. Vesiculas e fimbrias calcoaceticus KAPPELI; FINNERTY, 1979)
Particulados
Células Variedade de bactérias (DESAL BANAT, 1997;

FATTOM, 1985)

Fonte: CHEN; JUANG; WEI (2015).

Os biossurfactantes lipopeptideos, objetos de estudo desse trabalho, pertencem a
classe de moléculas tensoativas que constituem uma cadeia de 4acidos graxos (de
comprimentos variados) e uma porcdo peptidica. Dependendo de suas estruturas, os
lipopeptideos podem ser divididos em vdarias familias. As trés principais familias sdo
surfactina, iturina e fengicina (INES; DHOUHA, 2015).

Surfactantes lipopepdideos sdao produzidos por uma gama de microrganismos
aerdbicos incluindo bactérias, leveduras, fungos e actinomicetos. As bactérias do género
Bacillus, que compreende bactérias gram-positivas, em formato de bastonete, mesofilicas,
formadoras de enddsporos, aerobias ou anaerdbias facultativas, normalmente nao patogénicas,
sdao amplamente reconhecidas como produtoras de biossurfactantes lipopeptidicos
(RAAIJMAKERS et al., 2010). As familias das surfactinas, iturinas e fengicinas produzidos
por espécies de Bacillus sio as mais conhecidas e estudadas atualmente (INES; DHOUHA,
2015).

Geralmente uma mistura de familias e isoformas de lipopeptideos sdo produzidas
por um mesmo organismo. Farias et al., em 2018, avaliaram quatro estirpes de Bacillus e
caracterizaram as isoformas de surfactinas, iturinas e fengicinas produzidas por elas. Os
autores também reportaram que as composi¢oes de lipopeptideos eram fortemente
influenciadas pela concentracdo de NaCl no meio de cultivo, confirmando que a sintese

dessas moléculas esta sob influéncia genética e ambiental.
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Os maiores gargalos da utilizacdo de biossurfactantes sdo o baixo rendimento e
alto custo de produg¢do (DE ALMEIDA et al., 2016). O rendimento depende de alguns
parametros, incluindo a estirpe produtora, nutrientes, temperatura, pH, oxigénio e protocolo
de fermentacdo (SANTOS et al., 2016). Com o objetivo de superar esses desafios, as
pesquisas tem se voltado para a descoberta de novas linhagens de microrganismos produtores,
uso de linhagens recombinantes, otimiza¢do dos pardmetros de fermentacdo e dos processos
de purificacao.

Além das vantagens j& apresentadas, vale a pena ressaltar que os biossurfactantes
sdo produzidos a partir de fontes renovaveis e sua producao pode ser realizadas com fontes de
carbono mais baratas como farelo de trigo, soro de leite, residuos de graxa e de oleo de
cozinha e outros rejeitos industriais (GAUTAM, 2014; SANTOS et al., 2016).

Devido as diferentes propriedades tensoativas, os biossurfactantes sao
aplicados em varios setores industriais, assim como na biorremediagdo de ambientes

contaminados com hidrocarbonetos (Figura 2).

Figura 2 - Aplicacdes industriais de biossurfactantes.
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Fonte: JIMOH; LIN (2019).
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Um detergente ¢ um surfactante ou uma mistura de surfactantes e outros
componentes que apresentam propriedades de limpeza de materiais e superficies. De forma
semelhante, os biossurfactantes e bioemulsionantes conseguem agir como os detergentes,
retirando manchas de tecido (Figura 3), de tanques e dutos da industria de petréleo e podem

compor a formulagdo de cosméticos.

Figura 3 - Ac¢do de detergéncia de biossurfactantes na remog¢ao de manchas em tecidos.
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Fonte: PERFUMO; BANAT; MARCHANT (2018). Legenda: Biossurfactantes sdo dissolvidos em agua na forma
de monomeros (1) e sua por¢do hidrofobica interage com a graxa impregnada no tecido (2). Os mondémeros
comegam a se agregar ¢ formam micelas ao redor da graxa com a ajuda de agitagdo mecanica (3) a mancha ¢
lavada (4).

Yoneda et al., 2006, avaliaram a incorporacao de lipopeptideos em um produto
para a limpeza cosmética exibindo excelentes resultados e irritacdo cutdnea extremamente
baixa. Além disso, Mukherjee em 2007, avaliaram o potencial de biossurfactantes produzidos
por B. subtilis em formulacdes de detergentes para roupas e mostraram a eficacia de uma
mistura de surfactina e subtilisina A, ou seja, formulagdes de limpeza totalmente renovaveis

com 6timo desempenho.

2.3 Industria de detergentes

A palavra “detergente” ¢ originalmente derivada da palavra latina “detergere” -
que significa limpar/remover. Na antiguidade os primeiros humanos utilizavam agua fresca
para lavar seus materiais té€xteis e depois descobriram que a agua da chuva (d4gua mole) era

melhor para a limpeza devido a prevencao de precipitagdes de célcio no couro. Logo depois,
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verificou-se que os téxteis poderiam ser limpos de uma forma mais eficaz se os mesmos
fossem pisoteados na lama as margens do rio e depois lavados vérias vezes. Esse método de
lavagem foi entdo aprimorado com a adi¢ao de sabao de oleos vegetais e cinzas de madeira,
que serviam como fonte de alcalis para a producdo de componentes ativos de superficie
(SCHEPER, 2007).

Ja no fim dos anos 1700, a fabricacdo de carbonato de soédio foi ampliada, novas
tecnologias foram desenvolvidas e no fim do século XIX o sabdao em pd se tornou popular
devido a conveniéncia de se obter roupas lavadas utilizando apenas uma etapa. Através do
processo de sulfatacdo de alcoois graxos, o problema com a precipitacdo de sabdo em agua
dura foi reduzido e o primeiro detergente sintético foi produzido por volta de 1930
(KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999).

Em 1913, um cientista alemdo chamado Otto R6hm emitiu uma patente na qual
protegia a aplicacdo de extrato pancreatico (Tripsina) para fins de lavagem (Patente Alema
GP283923, 1913). Na patente ele menciona que com o uso da enzima o tecido poderia ser
limpo em menos tempo, sem a utilizagdo de esforgo fisico € a uma temperatura muito abaixo
do ponto de ebuli¢do da dgua. Além disso, com a lavagem utilizando o extrato enzimatico o
tecido apresentou melhorias na aparéncia e menos sabao era necessario para a sua lavagem
(JAKOB et al., 2015; SCHEPER, 2007).

A empresa dinamarquesa Novozymes em 1958 iniciou um programa de pesquisa
com enzimas de varias origens para melhorar a lavagem de roupas de trabalhadores da
industria de carnes e peixes, dificeis de limpar pelos métodos tradicionais. Como resultado a
empresa desenvolveu um novo método de lavagem utilizando uma protease alcalina de B.
licheniformis, denominada alcalase. Em 1963, a protease de B. licheniformis chegou aos
consumidores holandeses na forma de um detergente chamado Biotex e, em pouco tempo,
ganhou 20% do mercado holandés de detergentes. Uma melhor compatibilidade das enzimas
usadas com os sistemas detergentes estimulou muito o desenvolvimento de outros detergentes
contendo enzimas. Hoje, amilases, lipases e celulases também estdo disponiveis
comercialmente (KUMAR et al., 2008).

O uso de enzimas como aditivos em formulagdes de detergentes representa a
maior parcela de aplicacdo de enzimas industriais. A venda de enzimas para a industria de
detergente teve uma porcentagem de 25-30% do total de vendas de enzimas no ano de 2015, a
projecdo ¢ de que para o periodo de 2015-2021 esse valor aumente cerca de 11,5% (BBC
REASERCH, 2018).
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Em 2013, A Associagdo Internacional de Sabdes, Detergentes e Produtos de
Manutencao (AISE) promoveu uma iniciativa da criagdo de uma campanha de lavagem a
baixas temperaturas ¢ a reducdo do uso de surfactantes petroquimicos como detergentes
primarios, em esfor¢os para reduzir as taxas de emissdo de carbono e desenvolver
formulacdes de detergentes mais sustentaveis. Porém um pouco antes, a multinacional
britanica-neerlandesa Unilever desenvolveu o projeto SUSCLEAN (2007-2010) que focou
em descobrir e selecionar novas enzimas e biossurfactantes para a formulagdes de detergentes
na auséncia de sequestradores e tampdes inorganicos. Esse projeto também buscava a redugao
do nivel de materiais quimicos nos detergentes e a redu¢do das temperaturas de lavagem
(PERFUMO; BANAT; MARCHANT, 2018).

Os biossurfactantes quando comparados aos surfactantes sintéticos apresentam
baixos valores de CMC (concentragdo micelar critica) que ¢ a concentracdo minima onde
ocorre a formagdo de micelas (Figura 4). Isso significa uma economia da quantidade de
biossurfactantes necessario para que aja a formagdo de micelas (JIMOH; LIN, 2019). Um
outro conceito que deve ser levado em consideracdo quando se deseja aplicar biossurfactantes
em formulacgdes de detergentes € a temperatura Krafft, que se caracteriza como a temperatura
onde abaixo dela os surfactantes se cristalizam e isso leva a perda das suas atividades
superficiais, como dispersdo, emulsificacdo e capacidade critica de formagdo de micelas

(PERFUMO; BANAT; MARCHANT, 2018).

Figura 4 — Relacdo entre a concentracao micelar critica (CMC) e tensao superficial.

L | S
ondémeros de L o= o—
} biosurfactante E dd?é\é.%? dgg@?
;g E Micelas

CI:/[C Concentracio de biosurfactante

Fonte: AKBARI et al. (2018).

Algumas empresas ja produzem biossurfactantes comercialmente. Randhawa e

Rahman, em 2014, compilaram uma lista de empresas produtoras de biossurfactantes em todo
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o mundo (Tabela 3). O estudo definiu que os ramnolipideos sdo os biossurfactantes mais
produzidos em grande escala, ficando na frente dos sorolipideos, glicolipideos e
lipopeptideos. Uma patente que utiliza uma combinagdo de ramnolipideos e enzimas foi
patenteado pela empresa Unilever e ¢ utilizado em formulacdes de detergentes liquidos para
aplicagdes em lavanderias, shampoos e sabdoes (PARRY et al., 2011). Em formulagdes
liquidas os biossurfactantes sdo mais vantajosos por possuirem ponto de Krafft reduzido e
serem estaveis em uma ampla faixa de temperatura, pH e salinidade (RIZZO et al., 2014,
VECINO BELLO et al., 2012). Ja foi provado que misturas contendo biossurfactantes
parecem fornecer um maior grau de tolerancia a uma reducgao de temperatura de lavagem (25
°C para 10 °C) do que apenas formulagdes contendo surfactantes quimicos, o que sugere que
a incorporacdo dessas moléculas em formulagdes de detergentes provavelmente melhoraria
sua faixa operacional em temperaturas mais baixas (PERFUMO; BANAT; MARCHANT,
2018).

Tabela 3 - Empresas produtoras de biossurfactantes e o setor de aplicagao.

Empresa Sede Produto Setor de atividade
Farmacéutico, cosmética,
TeeGeneBiotech UK Ramnollplfieos e ~ agentes antimicrobianos e
Lipopeptideos ingredientes para drogas anti-
cancer
e cométin,
Technologies EUA Ramnolipideos & p ~ §40,
LLC Recuperagao avangada de
petroleo (EOR)
Jeneil
Biosurfactant EUA Ramnolipideos Produtos de limpeza e EOR
Co.LLC

Glicolipideos , lipidios de Produtos de limpeza, gel de
FraunhoferIGB Alemanha  celobiose e lipideos de banho, Shampoo, detergente
manosileritritol (MEL's)  liquido, produtos farmacéuticos

Produtos de limpeza, cosmética,
biorremediagao, controle de
pragas,
farmacéutico

Ecover Belgium  Bélgica soforolipideos

Fonte: RANDHAWA; RAHMAN (2014).



30

Além dos biossurfactantes, a adicdo de enzimas nos detergentes comerciais
contribuiu significativamente para o desenvolvimento de detergentes mais efetivos e com uma
diversidade maior de aplicagdes (SCHEPER, 2007). Varias enzimas como proteases, lipases,
amilases, oxidases, peroxidases e celulases sdo adicionadas para remover manchas e melhorar
a performance de lavagem (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). Além de remover
manchas, as enzimas atuam cortando as fibras de algodao danificadas, melhoram a brancura e
a cor do tecido.

O uso de enzimas e biossurfactantes contribui para a diminui¢do de energia gasta
no processo de lavagem, pela diminui¢ao da temperatura do sistema de lavagem na presenga
de enzimas. Ao reduzir a temperatura de lavagem de 60 °C para 40 °C com a adi¢do de uma
protease tradicional foi mostrado uma forte diminuicdo na emissdo de CO: e, portanto,
potencial contribui¢do para a diminuicdo do aquecimento global pela redu¢do do consumo de
energia (SCHEPER, 2007).

Em 1913, as enzimas tripsina e quimiotripsina se tornaram as primeiras enzimas
aplicadas como ingredientes ativos em detergentes, para remover manchas de natureza
proteica de tecidos. Essas enzimas sdo encontradas em todos os organismos, onde sdo
elementos chave para varios processos metabolicos e fisioloégicos (POGSON; GEORGIOU;
IVERSON, 2009).

As proteases sdo muito diversas, dessa forma a classificacdo dessas enzimas pode
ser feita com base no tipo de reacdo catalisada, na estrutura e no sitio ativo. Em relagdo ao seu
sitio ativo as proteases sdo classificadas, principalmente, como proteases asparticas,
cisteinicas, serinas e metaloproteases (Tabela 4). Os grupos das proteases também podem ser
divididos de acordo com seu local de acdo em exopeptidases, que clivam ligagdes peptidicas
proximas aos grupos terminais, e as endopeptidases, que clivam liga¢des peptidicas no meio

da cadeia peptidica (SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY, 2006).

Tabela 4 - Classificagao de proteases e suas principais caracteristicas.

Massa Molar Faixa otima de
Classificacao (kDa) Faixa otima de temperatura
pH (°C)
Proteases Asparticas 3045 3-5 40-55
Proteases Cisteinicas 34-35 2-3 40-55
Metalo Proteases 19-37 5-7 65-85
Serino Proteases 18-35 6-11 50-70

Fonte: DOS SANTOS AGUILAR; SATO (2018).
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As proteases também podem ser nomeadas de acordo com a faixa de pH que elas
agem. Elas podem ser nomeadas como acidas, neutras e alcalinas (GUPTA et al., 2002). As
proteases acidas sdo efetivas em baixos valores de pH e sua agdo envolve a quebra de ligagao
peptidica entre aminoacidos aromaticos com grupos laterais volumosos. Proteases neutras por
sua vez sdo efetivas na faixa de pH entre 5-8, ja as proteases alcalinas atuam na faixa de pH
de 7-11, sendo 6timas no pH 10. Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar ligagcdes contendo
tirosina, fenilalanina, leucina (préximo ao grupo carboxila terminal), aspartato, histidina e
serina (GUPTA et al., 2002; SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY, 2006).

Uma protease candidata para adicdo em formulacdes de detergente precisa ter
algumas caracteristicas como um desempenho de lavagem eficiente em amplas faixas de pH
alcalino e temperatura (baixas temperaturas para fibras sintéticas a altas temperaturas para
algoddo). Além disso a protease deve degradar e retirar com eficiéncia manchas proteicas dos
tecidos, apresentar compatibilidade com os outros componentes do detergentes (por exemplo,
surfactantes ndo idnicos e anidnicos, agentes complexantes, perfumes e outras enzimas),
estabilidade na presenca de agentes oxidantes (por exemplo, alvejantes e perdxido de
hidrogénio) e um amplo prazo de validade em formulacdes detergentes (VOICIC et al.,
2015).

Dentre as proteases, as serino proteases se destacam como o tipo mais abundante
na natureza. Esse tipo de protease contém um residuo de serina no seu sitio ativo que €
essencial para a catdlise enzimatica. Essa enzima inicia um ataque nucleofilico em liga¢des
peptidicas com a ajuda de outros dois aminoécidos vizinhos presentes no sitio ativo, histidina
e acido aspartico (VOICIC et al., 2015). A classificagdo adicional de serino proteases depende
da especificidade do substrato e da homologia estrutural de proteases bem estabelecidas
(MORIHARA, 2006). As principais subclasses de serino proteases microbianas sao
subtilisina, quimotripsina, serina-carboxipeptidase II, prolil oligopeptidase II, prolil
oligopeptidase, proteases de Myxobacter a-litica e de estafilococos (GUPTA et al., 2002).

A subtilisina (EC 3.4.21.14) pertence a segunda maior familia de serino proteases
e proteinas secretadas extracelularmente por muitos microrganismos, incluindo estirpes de
Bacillus. O nome subtilisina deriva do nome da espécie B. subtilis, da qual a enzima foi
isolada pela primeira vez (OTTESEN; SVENDSEN, 1970). Vérias subtilisinas de Bacillus
spp. foram estudadas em relacdo a estrutura e funcao, entretanto ndo sao enzimas encontradas
somente neste género. Estdo amplamente distribuidas nos dominios Bacteria, Archaea e

Eucarya, além dos virus.
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As subtilisinas sdo facilmente distinguiveis dos outros representantes desse grupo
(quimiotripsina, carboxipeptidase e peptidase A) pela sua sequéncia de aminodcidos e sua
estrutura tridimensional. A triade catalitica das subtilisinas contém um acido aspartico, uma
histidina e uma serina, sendo essa ultima a responsavel pelo ataque nucleofilico que inicia a
reacdo de hidrélise. A massa molecular das subtilisinas varia de 18 kDa a 90 kDa, porém as
mais utilizadas na industria de detergente tem 27 kDa (MAURER, 2004).

O sucesso das subtilisinas é baseado em varios fatores, incluindo alta estabilidade
e especificidade relativamente baixa do substrato - caracteristicas comuns em proteases
extracelulares. O fato de ser uma enzima extracelular ¢ uma caracteristica bastante favoravel
ja& que apds a produgdo sua separagdo da biomassa ¢ relativamente simples. Outro ponto
importante ¢ a capacidade das estirpes de Bacillus secretarem enzimas por um periodo muito
curto no caldo de fermentacdo (MAURER, 2004).

Devido a sua grande diversidade, disponibilidade e ampla especificidade de
substratos, as subtilisinas sdo bastantes uteis como biocatalisadores industriais. A sua
carateristica alcalina ¢ adequada para aplicacdes na industria de detergente devido a sua
estabilidade sob condi¢des operacionais consideradas adversas incluindo altos valores de pH e
temperatura e compatibilidade com surfactantes e agentes oxidantes (GULMEZ et al., 2018).
Além da industria de detergentes as subtilisinas sao utilizados nas industrias farmacéutica e

cosmeética, em curtumes e no tratamento de efluentes (GUPTA et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Este estudo teve como objeto avaliar o potencial de enzimas e de biossurfactantes

produzidos pela estirpe de Bacillus subtillis TIM27 como aditivos de detergentes.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliagdo da producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas por TIM27;

e Avaliagdo da producao de biossurfactantes por TIM27;

e Purificagdo parcial do extrato enzimatico e de lipopeptideos;

e Identificagdo enzimatica por espectrometria de massas;

e Efeito da concentracdo de NaCl e pH na atividade tensoativa;

e Efeito da concentracdo de NaCl e pH na atividade proteolitica;

e Efeito da temperatura, ions metalicos, detergentes sintéticos e biossurfactantes na
atividade proteasica;

e Efeito dos inibidores B-mercaptoethanol (B-Mer), acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e do fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) na atividade protedsica;

e Avaliacdo de proteases e Dbiossurfactantes como aditivos em detergentes
comerciais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Pesquisa de atividades esterasica e proteasica em sobrenadantes de culturas de
TIM27

O trabalho teve inicio com a reativagdo da estirpe de Bacillus subtilis TIM27, que
se encontra armazenada na cole¢ao de bactérias do Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (Lembiotech) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Essa estirpe foi
previamente isolada de sedimentos do manguezal Timonha, municipio de Barroquinhas,
Ceard, sendo confirmada como produtora de biossurfactantes em testes de emulsificacdo de
uma mistura dgua-querosene, o que motivou sua escolha para este estudo.

A cultura estocada em freezer -80 °C foi reativada em caldo nutritivo (5,0 g de
peptona; 5,0 g de cloreto de soédio (NaCl); 1,5 g de extrato de carne; 1,5 g de extrato de
levedura por litro de meio) e incubada (incubadora Tecnal®, modelo TE-420) a 30 °C, 150
rpm por 16 h. Em seguida, a cultura foi inoculada em &4gar nutritivo contendo 0,1% de
tributirina ou 1% de leite desnatado para a pesquisa de atividade lipolitica e proteédsica
respectivamente. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas e a formacao de halo de
hidrélise ao redor das colonias foi interpretada como positiva para referida atividade

enzimatica.

4.2 Producio e purificacdo parcial de enzimas

Para a producdo de proteases, um pré-inoculo foi feito em caldo nutritivo
contendo 0.2% de glicerol como fonte de carbono. Apds 16 h de agitacdo e incubagdo o pré-
inéculo foi ajustado para uma densidade otica de 1,0 (600nm) em espectofotdometro (Thermo
Fischer Scientific, modelo Genesys™ 6, Madison, WI, EUA), e 5% da cultura foram
adicionados em 400 mL de Caldo Nutritivo em Erlenmeyer de 2 L. Os frascos foram
incubados durante 48 h a 30 °C sob agitagdo de 150 rpm. Para a obten¢do do sobrenadante
livre de células, a cultura foi centrifugada a 8.000 g a 4 °C por 10 min.

A purificacao de proteinas do sobrenadante foi feita por precipitacdo com sulfato
de amodnio em trés diferentes faixas de saturacdo a 10 °C: 0-40%(Fo-20%); 40-70%(F40-70%) €
70-90%(F70-90%). Ao final do processo, os extratos de cada faixa de satura¢do foram dialisados

contra agua destilada. A pesquisa da atividade enzimadtica de interesse foi feita aplicando 50



35

uL de cada faixa de saturagdo em placas de 4gar nutritivo contendo 0,1% de tributirina ou 1%
de leite desnatado, para esterases e proteases, respectivamente. A formagao de halos ao redor
dos pogos foi avaliada apos a incubagao a 30 °C por 6 h. A concentragdo de proteina presente
na fracdo que apresentou atividade foi determinada seguindo o método de BRADFORD

(1976).

4.3 Producio e purificacao parcial dos biossurfactantes lipopeptideos

Para induzir a produgdo de biossurfactantes, a estirpe TIM27 foi cultivada em
caldo surfactina (Moran et al., 2000, com modificagdes) contendo a seguinte composi¢do por
litro: 5 g extrato de levedura, 2,7 g NaCl, 1 g (NH4)2SO4, 6 g NaxHPO4, 3 g KH>PO4, 0,6 g
MgS04.7H20 e 10 g glicose, pH 7,0, esterilizado a 110 °C por 15 min. O caldo surfactina foi
suplementado com 0,1% (v/v) de uma solu¢do de micronutrientes composta por 10,95 g de
ZnS04.7H>0; 5,0 g de FeSO4.7H20; 1,54 g de MnS0O4.H>0; 0,39 g de CuS04.5H20; 0,25 g
de Co(NO3)2.6H20 e 0,17 g NaxB4O7.10H20 por litro de agua e esterilizada por filtragdo em
membrana de 0,22 um (Millipore, USA).

A cultura foi entdo incubada sob agitagdo continua de 150 rpm, a 30 °C por 16 h
(incubadora Tecnal®, modelo TE-420), quando sua absorbancia foi ajustada para 0,15 a 600
nm em espectrofotometro (Thermo Fischer Scientific, modelo Genesys™ 6, Madison, WI,
EUA). Em seguida, a cultura foi inoculada em 600 mL de caldo surfactina na propor¢ao de
10% (v/v) e incubada (incubadora Lab Companion®, modelo IS-971) nas mesmas condigdes
anteriores por 48 h. Ao final, foi centrifugada a 7.000 g por 15 min, 4 °C.

Para purificacdo dos biossurfactantes, o sobrenadante livre de células foi
submetido a precipitacdo acida de acordo com a metodologia proposta por PEREIRA et al.
(2013). Para tanto, o sobrenadante foi ajustado a pH 2,0 com HCI 12M e deixado em repouso
por 24 h a 4 °C. O precipitado foi recolhido por centrifugacdo a 15.000 g, 4 °C por 30 min e
lavado duas vezes com agua destilada acidificada (pH 2,0), sob centrifugacio (Hettich®,
rotina 420R). O precipitado foi dissolvido em agua desmineralizada o suficiente para re-
solubilizacdo e o pH foi ajustado para 7,0 usando NaOH 1M. Essa solugdo concentrada de

biossurfactantes foi liofilizada (Analitica, Christ alpha 1-2 LD plus).
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4.4 indice de emulsio (IE24) e reduciio da tensio superficial (TS)

A atividade emulsificante foi avaliada seguido a metodologia proposta por
IQBAL; KHALID; MALIK (1995). O procedimento foi realizado agitando-se 2 mL de
querosene ¢ 2,0 mL de solu¢des de biossurfactante, nas concentragdes de 50, 100, 200, 300,
400 e 500 ppm, em vortex por 2 min. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por
24 h a 25 °C, quando foi determinado o indice de emulsificagdo, que consiste na razao entre a
camada de emulsdo e a camada total multiplicada por 100. Os aspectos das emulsdes
produzidas foram avaliados em microscopio Optico com auxilio de lamina e laminula
utilizando o aumento de 10x. Os ensaios foram realizados em triplicata.

A reducdo da tensdo superficial da dgua foi mensurada utilizando 20 mL da
solugdo de biossurfactantes na menor concentragdo capaz de provocar emulsificagdo, em
tensiometro Kriiss (Hamburgo, Alemanha, modelo K20) utilizando o método do Anel Du
Nouy (DU NOUY, 1925). O tensidmetro foi previamente calibrado com agua destilada (72

mN/m) a 25 °C e realizada pelos menos trés medidas com a amostra-teste.

4.5 Revelacio de atividade enzimatica em gel (Zimograma)

Para a realizacdo do zimograma, um gel de eletroforese de poliacrilamida SDS
(SCHAGGER; VON JAGOW, 1987) foi realizado e teve-se o cuidado de nio aquecer a
amostra para evitar-se a desnaturagao de enzimas. Apds eletroforese, o gel foi lavado com 100
mL de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 suplementado com 1% de Triton X-100 por 30 min com
agitacdo de 120 rpm para renaturar as proteinas (MOHAMED et al., 2009). Depois o gel foi
lavado trés vezes com 100 mL de tampao Tris-HCI pH 8,0.

Para a deteccao de atividade proteasica, o gel de eletroforese foi imerso em 50 mL
de uma solugdo contendo 2% de gelatina em tampao Tris-HCI, pH 8,0, por 30 min a 4 °C, a
fim de permitir que o substrato se difundisse no gel com atividade enzimatica
(GARCIACARRENO; DIMES; HAARD, 1993). Em seguida, o gel foi incubado a 37 °C por
60 min para a digestdo do substrato. Depois disso, o gel foi lavado com 100 mL de agua
destilada e imediatamente fixado com Azul de Coomassie G-250 (NEUHOFF et al., 1988).

Para a deteccdo de atividade esterdsica o gel foi imerso em 100 mL de uma
solugdo contendo 0,1% da solugdo de substrato (1% de a-Acetato naftila preparado em

acetona, p/v) e 2,5% da solucdo do corante (fast blue B a 2% preparado em agua destilada) em
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tampao Tris-HCI, pH 8,0, por 10 min a 37 °C. A reacdo foi interrompida mergulhando o gel
em acido acético 1% por 1 min (SINGH et al., 2006).

4.6 Analises cromatograficas da fracao Fa0-70%

Para a purificagdo e identificagdo das enzimas proteoliticas e lipoliticas, duas
técnicas de cromatografia foram realizadas com o auxilio do sistema de purificagdo de
proteinas AKTA (GE Healthcare, Reino Unido). Primeiramente, 7 mg da fragio 40-70% (Fao-
70%) em 50 mM de tampdo Glicina-NaOH pH 9,6 foram aplicados em uma coluna de troca
anidnica HiTrap Q HP 1 mL (GE Healthcare, Reino Unido) previamente equilibrada com o
mesmo tampao. O fluxo foi estabelecido em 1 mL/min e a elui¢do ocorreu em tampao glicina-
NaOH 50 mM, pH 9,6 sob gradiente de 200, 400, 600, 800 ¢ 1000 mM de NaCl, sendo
aplicados 7 vezes o volume da coluna para cada concentragdo. Ao final do processo, os
cromatogramas foram analisados e os tubos contendo os picos evidentes de cada concentragdo
de sal foram submetidos a atividade em placas utilizando 0,1% de tributirina ou 1% de leite
desnatado como substrato e eletroforese Tricina SDS.

Seguiu-se o processo de purificagdo do pico eluido da coluna de troca id6nica com
200 mM de NaCl, com uma cromatografia hidrofobica utilizando a coluna HiTrap Phenyl HP
5 mL (GE Healthcare, Reino Unido) previamente equilibrada em 50 mM de tampao fosfato
pH 7 contendo 1 M de sulfato de amdnio. O fluxo foi estabelecido em 5 mL/min e a elui¢dao
se deu com um gradiente decrescente e linear de 50 mM de tampao fosfato pH 7 contendo 1—
0 M de sulfato de amonio. Os volumes de cada pico foram dialisados contra dgua ultrapura e
as atividades enzimadticas verificadas. Os tubos com atividade enzimética foram analisados
por SDS-PAGE Tricina (SCHAGGER; VON JAGOW, 1987) com o aquecimento da amostra
a 100 °C e revelados por nitrato de Prata (BLUM et al., 1987) e por coloracdo com Azul de
Coomassie G-250 (NEUHOFF et al., 1988). As bandas de interesse foram excisadas do gel
corado com Azul de Coomassie G e digeridas com tripsina (15 pg/mL em NH4CO3) e

analisadas por espectrometria de massas (HUYNH; RUSSELL; WALSH, 2009).

4.7 Identificacao de enzimas por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF)

Os peptideos tripticos resultantes da excisdo do gel de eletroforese foram
injetados em uma nanocoluna de fase reversa C18 (Waters nanoACQUITY UPLC BEH130

100 mm x 75 pm; 1,7 um tamanho de particula), equilibrada com acido férmico 0,1%,
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acoplado a uma fonte nano-spray de um espectrometro de massa (Synapt HDMS
ESI/MALDI-IMS-0ToF/MS - Waters). O espectrometro foi previamente calibrado na faixa de
50 a 1600 m/z com os fragmentos do ion de [Glul]-fibrinopeptideo B. Nos experimentos de
LC-MS/MS foi utilizada a fungdo aquisicdo dependente de dados (DDA), selecionando os
ions precursores duplamente ou triplamente protonados. Os ions selecionados foram
fragmentados por dissociagdo induzida por colisdo (CID), utilizando uma rampa de energia de
colisdo de acordo com o estado de carga e a m/z do ion precursor. A faixa de m/z dos
espectros MS dos ions precursores foi de 300 a 3000, e para 0s espectros de fragmentacdo a
faixa de m/z de 50 a 3000. Os espectros de MS, obtidos durante a cromatografia de separagéo
dos peptideos, e os espectros de MS/MS, gerados a partir da fragmentacdo dos ions
precursores selecionados, foram processados e analisados utilizando o programa
Proteinlynx® 2.4 (Waters). Em seguida, os dados processados foram submetidos a uma busca
em bancos de dados utilizando a ferramenta Mascot MS/MS ion search, usando como
parametros a massa dos ions precursores e 0 padrdo de fragmentacdo dos mesmos. Para 0s
ions ndo identificados pelos programas de busca, a sequéncia de aminoacidos dos peptideos
foi obtida atraveés da interpretacdo manual dos espectros de fragmentacdo, através do

programa Mass lynx 4.1.

4.8 Efeitos da concentracio de NaCl e pH nas atividades tensoativas dos

biossurfactantes lipopeptideos

Para avaliar o efeito do NaCl na atividade emulsificante dos lipopeptideos, foram
preparadas solugdes do biossurfactante (300 ppm) em diferentes concentragdes de NaCl: 100,
150, 200, 250 e 300 g/L. Ja para analisar o efeito do pH na redu¢do da tensdo superficial da
agua e emulsdo em querosene, uma solucdo de 300 ppm do biossurfactante teve seu pH
alterado com adi¢cao de 50 mM de solugdes fosfato de sddio (pH 7), Tris-HCI (pH 8), Borato
de sodio (pH 9) e glicina-NaOH nos pHs 10 e 11.

4.9 Atividade proteasica

A atividade protedsica foi mensurada espectometricamente pelo método de
hidrolise da azocaseina (SARATH; MOTTE; WAGNER, 1989). Resumidamente, 200 pL de

azocaseina a 1% (p/v) (A2765; Sigma-Aldrich) foram colocados em um tubo de
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microcentrifuga ao qual foram adicionados 250 pL de tampao e 50 pL da fragdo 40-70%.
Ap6s isso, a mistura de reacdo foi incubada a 37 °C por 30 min. A reagdo foi encerrada pela
adigdo de 300 pL de Acido Tricloroacético (TCA) a 12% (v/v) e centrifugado por 5 min a
12.000 g. Em seguida, 250 uL do sobrenadante foram coletados e neutralizados pela adi¢ao de
750 uL de NaOH 2M e a absorbancia a 420 nm foi medida em espectrofotdmetro (U-2800;
Hitachi High Technologies, Toquio, Japao). Um ensaio controle foi realizado sem a adig@o de
enzima. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que

produziu um aumento na A42onm de 0,01 em 30 minutos a 37 °C (GUIJARRO, 1999).

4,10 Efeito do pH, da temperatura e concentracao de NaCl na atividade enzimatica

O pH 6timo da atividade proteasica foi avaliado incubando-se a enzima em 50
mM de tampao na faixa de pH de de 6-11. Os tampdes utilizados foram: Acetato de sddio para
o pH 6,0; Tampao fosfato pH 7; Tampao Tris-HCI pH 8; Tampao borato de sédio pH 9; e
Tampao glicina-NaOH nos pHs 10 e 11.

A temperatura 6tima da atividade enzimadtica foi determinada no intervalo de 20-
80 °C em Tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0. A influéncia de sal na atividade enzimatica foi
avaliada nas seguintes concentracdes de NaCl: 100, 150, 200, 250 e 300 g/L. Em todos os

testes o valor maximo da atividade enzimatica foi considerado 100%.

411  Efeito de ions metalicos na atividade proteasica

O efeito de ions metalicos foi avaliado incubando-se a preparacdo da enzima com
K*, Na*, Ca*", Mg?", Mn?*, Cu?" e Zn>" na concentracdo de 5 mM a 37 °C por 30 min. Depois
do periodo de incubacdo as atividades esterdsica e proteasica foram mensuradas como
descrito previamente. A atividade enzimatica sem a adi¢cdo de ions metélicos foi considerada

como 100%.

412  Avaliacio das preparagdes enzimaticas para aplicacées em detergentes

Para determinar o potencial da fracdo 40-70% na formulagao de um detergente,
foi investigada a sua compatibilidade com o detergente comercial OMO® (Unilever), agentes

oxidantes (H20.), surfactantes (Triton X-100, SDS, Tween 80) e biossurfactante (TIM 27). No
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ensaio foi usado uma preparacdo do detergente comercial OMO® na concentragio sugerida
pelo fabricante (7 mg/mL), 1% de surfactantes, 1% de agente oxidante e 300 ppm do
biossurfactante (concentracdo 6tima de emulsificagdo) produzido pela estirpe TIM27 foram
incubadas com a fragdo 40-70% por 30 min a 37 °C. Apds a incubacdo as atividades foram
realizadas sob condigdes padrdes para as atividades esterdsica e protedsica. A atividade
enzimdtica sem adigdo dos agentes testados foi considerada como 100%. Atividades
enzimaticas do proprio detergente comercial foram inativadas por aquecimento a 70 °C por 1

h (BOUACEM et al., 2015).

4.13  Efeito de inibidores na atividade proteasica

O efeito dos inibidores enzimaticos, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), 4cido
etileno-diamina-tetraacético (EDTA) e p-mercaptoetanol (B-mer) foram avaliados pré-
incubando a fragao 40-70% na presenga de 1 ¢ 5 mM de cada inibidor por 30 min a 30 ° C.
Ap0s isso as atividade enzimaticas foram determinadas sob condi¢des padrdes. As atividades

na auséncia de inibidores foram consideradas como 100%.

414  Desempenho da preparacio enzimatica para limpeza de tecido

A fim de determinar a eficiéncia da preparacdo enzimatica (F40-70%) como aditivo
em detergentes de roupa e, em sintonia com o biossurfactante (BIOS27), tecidos de algodao
branco de 3x3 cm foram impregnados com 50 pL. de uma emulsdao de gema de ovo e deixados
secando em temperatura ambiente por 24 h. Apds isso, os pedagos de tecidos manchados
foram incubados em varios sistemas de lavagem (20 mL), por 1 h, a 37 °C sob agitagdo de
150 rpm: C1- Agua destilada (controle negativo); C2- Agua destilada + OMO® (7 mg/mL)
(Controle positivo); C3- Somente BIOS27 (300 ppm); C4- BIOS27 (300 ppm) + Fao-70% (1000
U); C5- OMO® aquecido 70 °C; C6- OMO® aquecido + Fa9-70% (1000 U). Apés a lavagem os
tecidos foram enxaguados pro imersdo em agua destilada, 3 vezes, e secos a temperatura
ambiente por 24 h (REKIK et al., 2019). Os experimentos foram realizados em duplicatas e os

resultados fotografados.
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4.15 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia pelo método ANOVA com
pos-teste de Turkey ou Sidak com significancia de 95% (p < 0,05). As andlises estatisticas

foram realizadas no programa GraphPadPrism 6.01 (San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Pesquisa de atividades esterasica e proteasica no sobrenadante da cultura de TIM27

A secrecao de esterases e proteases produzidas por TIM27 foi confirmada pela

formagao de halos de difusdo em meio contendo tributirina e leite desnatado como substratos
(Figura 5).

Figura 5 - Deteccao das atividades esterasica e protedsica em meio contendo tributirina (a) e
(b) caseina.

€) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Producio e purificacio parcial de enzimas

Andlises das fragdes obtidas pela precipitacio do sobrenadante da cultura de
TIM27 com sulfato de amodnio, mostrou que as atividades esterasica e proteasica estavam
principalmente concentradas na Fao-70% (Figura 6). A quantificagdo de proteinas totais desta
fragdo pelo método de Bradford (1970) revelou a presenga de 15 mg de proteinas totais

(Tabela 5).
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Figura 6 - Atividade enzimatica das trés fragdes resultantes da precipitagdo do sobrenadante
da cultura de TIM27 com sulfato de amonio.

I:0-40% F40-70% I:70-90%

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Atividades da fracdo 0-40% (Fo-40%), 40-70% (Fo-40%) €
70-90% (Fo-s0%) em (a) 0,1% de tributirina e (b) 1% de leite desnatado.

Tabela 5 - Concentragdo de proteinas presentes no sobrenadante bruto da cultura de TIM27 e
nas fragdes obtidas pela precipitacdo com sulfato de amonio.

Concentragdo  Proteinas

Volume (mL) de proteinas totais
(mg/mL) (mg)
Extrato Bruto 400 0,12 48
Fo-40% 7 0,7 4,9
Fa0-70% 7,8 1,92 15
F70-900% 7,5 1,2 9

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.3 Producio e purificacdo parcial dos biossurfactantes lipopeptideos

A precipitagdo acida do sobrenadante da cultura de TIM27 rendeu 673 mg/L de
biossurfactante lipopeptideos. Essa preparagao foi capaz de reduzir a tensdo superficial da
agua de 71,2 +£ 0.03 mN/m para 25,3 £0,05 mN/m. Essa preparacao também foi capaz de
promover a emulsificagdo de uma mistura dgua-querosene, com indice de emulsificagdo de
67% a partir de 50 ppm, embora, com o auxilio de microscopio Optico, foram observadas

goticulas menores e mais estaveis a partir de 300 ppm (Figura 7).
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Figura 7 — Atividade emulsificante de mistura dgua-querosene em diferentes concentracdes de
biossurfactante lipopeptideo produzido por TIM27.

Controle 50 ppm 100 ppm 200 ppm 300 ppm 400 ppm 500 ppm

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4 Deteccio de enzimas em gel (Zimograma)

Os zimogramas confirmaram a presenca de bandas com atividades esterasica e

proteasica na fragao F4o-70% (Figura 8).
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Figura 8 — Detec¢ao de atividade esterasica e protedsica da fragao Fao-70% em gel.

MM  F4.700, Esterase Protease

250 kDa
150 kDa
100 kDa

50 kDa

30 kDa

25 kD

15 kD:

10 kDa

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Analises cromatograficas da fracao Fa0-70%

Na cromatografia de troca ionica foi verificado ambas as atividades (esterasica e
proteésica) apenas na fracao de eluigdo de 200 mM de NaCl (Figura 9). O perfil eletroforético
do pico estd sendo mostrado na figura 10. Apos isso, o pico da troca i6nica (200 mM de NaCl)
foi aplicado na coluna hidrofobica sendo eluida com um gradiente linear de sulfato de amdnio
de 1-0 M obtendo um pico onde apresentava ambas as atividades (Figura 11a). No gel foi
observado que no tubo 61 continha majoritariamente duas bandas denominadas BA ¢ BB

(Figura 11b), que foram recortadas do gel corado com comassie e digeridas por tripsina.



46

Figura 9 — Purificag¢@o da F40-70% em coluna de coluna de troca ionica eluida com gradiente de
NaCl. Detecgdo das atividades proteasicas e esterasica no pico eluido com 200 mM de NaCl.
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- 1000 mM VMaqﬁes de NaCl
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D 800mM
g/ 600%
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6 400 mM
C T —_—
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n
g (Prot -)
= Nao retido (Est-) (Prot-)
(Est-) (prot-) (Prot -)
| JL] Est) (Bst-)
0 T T X I ¥ T T T r . . : : :
0 10 20 30 40 50 60 o

Volume (mL)

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: presenga(+) auséncia(-) atividade proteasica (Prot)
esterasica (Est).

Figura 10 - Eletroforese em gel de tricina da Fio.70, antes e apds purificagdo em coluna de
troca idnica eluida com 200 mM de NaCl.

(H 2 G @

250 kDa -
150 kDa -
100 kDa -

50 kDa -
30 kDa -

25 kDa -

15 kDa -

10 kDa -

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: em (1): Marcador molecular; (2) Fao-70%; (3)
Pico nio retido; (4) Pico 200 mM de NaCl
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Figura 11 — Eletroforese em gel de tricina do pico da troca idnica purificado em coluna
hidrofobica eluida com um volume de 1,5 mL por tubo de coleta em um gradiente de sulfato
de amonio (b). Atividades protedsica e esterasica (a).

(b)

100 kDa -

MM Amostra 110 mL (a) Protease Esterase

50 kDa -

25 +
30 kDa

25 kDa -
20

Absorbancia (mAU)

I 8 I ) 1 ) I

’ T T : T v 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Volume (mL)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6 Identificacido por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF)

Apbs o recorte e o tratamento das bandas com tripsina (15 pg/mL em NH4CO3) e
analise dos fragmentos tripticos por MS/MS foram identificadas duas proteinas diferentes. A
primeira, BA, foi identificada como uma subtilisina com uma cobertura de 4% e um score de
87. A outra banda se trata de uma B-Glucanase com uma cobertura de 15% sob o score de 251

(Tabela 6).
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Tabela 6 — Identificacdo de duas proteinas obtidas na cromatografia hidrofébica por
espectrometria de massas.

, Referéncia ,
Banda Proteina Massa/pl NCBI Score Peptideo
BA Subtilisina 39,4/9,04 P35835 87 VAVIDSGIDSSHPDLNVR
93 ADGYSDGNMFNCTWR
B1-3,1-4-
BB 26,08/5,61 CAA81093.1 80 LALTSPSYNK
Glucanase

78 ANNVSMTSLGEMR

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.7 Efeitos da concentracao de NaCl e pH nas atividades tensoativas dos
biossurfactantes lipopeptideos

Avaliando os efeitos da concentracdo de NaCl na propriedade de formacdo de
emulsdo 4gua-querosene verificamos que a partir de 0,5 M de NaCl houve uma leve

diminui¢do na atividade emulsificante, sendo esta totalmente perdida a 3M (Figura 12).

Figura 12 - Efeito de concentragdes de NaCl na atividade emulsificante do biossurfactante
produzido por TIM27.

Controle Controle
Negativo Positivo 0,5M 1,0 M 2,0M 3,0M 4,0 M

Fonte: Elaborada pelo autor. Controle negativo= meio de cultura; Controle positivo=
biossurfactante sem adicdo de NaCl.

O pH na faixa de 7-11, ndo promoveu nenhuma alteracdo na atividade

emulsificante (Figura 13a), mas se observou um aumento da tensdo superficial com o
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aumento do pH (Figura 13b). A redugdo da tensdo superficial da dgua foi maxima em pH 7,

atingindo valor de 25,3 £ 0,03 mN/M.

Figura 13 - Efeito do pH na atividade emulsificante e de redugao da tensdo superficial. Dados
estatisticamente diferentes (p> 0,05). Multipla comparacdo com analise de variancia
(ANOVA) e pos teste de Tukey.

(a)

pH7 pHS pHY pH 10 pH 11

(b)

» W > W W® S
Tensdo Superficial (mN/M)

Fonte: Elaborada pelo autor.
5.8 Efeito do pH, da temperatura e concentra¢io de NaCl na atividade enzimética

A enzima mostrou 6tima atividade catalitica na temperatura de 50 °C e em pH 8,0
utilizando azocaseina como substrato. Além disso, os resultados mostraram que a enzima
manteve sua atividade em mais de 50% em uma ampla faixa de temperatura que variou de 20
até 80 °C e em pH que variou de 6 at¢ 11, mostrando que a enzima detém uma alta
estabilidade (Figura 14a,b). Na andlise da estabilidade em diferentes concentragdes de NaCl
foi identificado também uma alta estabilidade, permanecendo com 56 % de atividade mesmo

na concentra¢do de 2 M de NaCl o que corresponde a 11,6% de sal (Figura 14c).
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Figura 14 - Temperatura e pH ideal da atividade catalitica da Fa4o-70% e estabilidade da
atividade enzimatica na presenga de NaCl. Dados estatisticamente diferentes (p> 0,05).
Multipla comparagdo com andlise de variancia (ANOVA) e pos teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda (a) Efeito da temperatura (b) pH e (¢) NaCl na atividade
proteasica.

5.9 Efeito de ions metalicos

O efeito dos ions metalicos K*, Na*, Ca?*, Mg?", Mn?*, Cu®*" e Zn*" na atividade
proteasica estd mostrado na Figura 15. A concentragdo de 5 mM dos ions monovalentes K,
Na' e os ions bivalentes Ca®", Mg** ndo tiveram efeitos sob a atividade enzimética, entretanto
os fons Mn?" e Cu?" inibiram 15% e 50% respectivamente, enquanto o Zn>* inibiu 90% a

atividade enzimatica.
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Figura 15 - Efeito de ions metalicos na atividade proteolitica de Faso-70%. Letras iguais
significam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05). Multipla comparagcdo com analise de
variancia (ANOVA) e pos teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.10 Avaliacio das preparacdes enzimaticas para aplicacdes em detergentes

O biossurfactante produzido pela estirpe TIM27 (BIOS27) ndo interferiu na
atividade enzimadtica, enquanto o peroxido de hidrogénio reduziu 4% a atividade. Os
detergentes Tween 80, detergente comercial e Triton X-100 reduziram cerca de 20%. A
atividade enzimatica foi completamente inibida na presenca de SDS (Figura 16).

Figura 16 - Efeito de detergentes, biossurfactantes e agentes oxidantes na atividade

proteolitica de Fa0-70%. Letras iguais significam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05).
Multipla comparagao com analise de variancia (ANOVA) e pos teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.11 [Efeito de inibidores na atividade proteasica

O efeito de inibidores de proteases comuns foi avaliado em duas concentragdes, 1
e 5 mM. A enzima se mostrou altamente resistente ao -Mer nas concentragdes 1 ¢ 5 mM,
mantendo mais de 90% da atividade. O PMSF inibiu cerca de 30% em ambas as

concentragdes € 0 EDTA na concentragdo de 5 mM inibiu cerca de 40% (Figura 17).

Figura 17 — Efeito de inibidores proteoliticos na atividade enzimdtica de Fio-70%. Dados
estatisticamente diferentes (p> 0,05). Multipla comparacdo com analise de varidncia

(ANOVA) e pos teste de Tukey.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.12 Desempenho da preparacio enzimatica para limpeza de tecido

A Fa0-70% € o biossurfactante de TIM27 (BIOS27) juntos removeram a mancha do
tecido de forma significativa comparado ao BIOS27 sozinho, mas essa a¢ao ndo foi tdo eficaz
quanto o OMO® aquecido ou ndo. O OMO® aquecido adicionado da Fa¢-70% teve desempenho

melhor do que 0 OMO® puro, nio aquecido (Figura 18).
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Figura 18 - Desempenho do biossurfactante lipopeptideo (BIOS27) e da Fao-70% de TIM27 na
remocao de manchas de gema de ovo em tecidos de algoddo em comparagdo ao detergente
comercial OMO®.

Agua OMO® OMO® Aquecido

1 &
!

. BTy

BIOS27 OMO® Aquecido
+ Fay0.700 + Fy0.700

BIOS27

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: (a) antes e (b) depois do teste.
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6 DISCUSSAO

A producao industrial de produtos de limpeza vem crescendo acentuadamente nas
ultimas décadas, e junto com aumento da demanda e do mercado, cresce também a
preocupacdo e a pressao social por processos industriais e produtos cada vez menos
prejudiciais para o meio ambiente e saude humana (FRAZZETTO, 2003). O uso de produtos
sustentaveis, ecofriendly, vem ganhando visibilidade para a substituicdo de compostos
sintéticos, provenientes de fontes ndo renovaveis como o petréleo (SHELDON; WOODLEY,
2018). Pensando em contribuir com solu¢des sustentaveis para esse problema, esse estudo
avaliou dois produtos secretados por uma estirpe GRAS (Generally Recognized as Safe) de
Bacillus subtilis TIM27, como aditivos para formulagdo de um detergente natural.

Membros do género Bacillus sdo conhecidos como grandes produtores de
biossurfactantes lipopeptideos. Essas espécies geralmente produzem uma mistura de
lipopeptideos de diferentes classes € a composi¢ao dessa mistura interfere diretamente nas
suas propriedades tensoativas (FARIAS et al., 2018; ONGENA; JACQUES, 2007).

O cultivo de TIM27 em meio contendo glicerol como fonte de carbono, rendeu
673 mg/L de biossurfactantes lipopeptideos, um resultado muito promissor para uma batelada
simples, comparado a outras estirpes de Bacillus (ABDEL-MAWGOUD; HASSOUNA, 2008;
MAKKAR; CAMEOTRA, 1998). Esse rendimento pode ser melhorado otimizando-se o
desempenho da cultura e do processo fermentativo. Ja foi reportado que as condigdes de
cultivo e composicao de meio podem afetar significativamente a produgdo de biossurfactantes
lipopeptideos, que pode chegar a 3-4 g/L, e dentre os fatores importantes destacam-se as
fontes de carbono e nitrogénio, além da temperatura, pH e oxigénio dissolvido (HERYANI;
DHARMA, 2017).

Uma outra propriedade importante que deve ser considerado na avaliacdo de um
biossurfactante ¢ sua concentragdo micelar critica (CMC), sendo esta a menor concentracao
onde ocorre a formacao de micelas. Quanto menor a CMC de um surfactante, menor sera a
quantidade necessaria deste produto (AKBARI et al., 2018). TIM27 foi capaz de reduzir a
tensao superficial da dgua de 71,2 + 0.03 mN/m para 25,3 0,05 mN/m, e de emulsificar uma
mistura dgua-querosene (IE24>66%) na concentracdo de 50 mg/L. Esse ¢ um desempenho
excelente comparado a um dos mais potentes biossurfactantes conhecidos, a Surfactina, que
na forma pura reduz a tensao superficial da agua para 27 mN/m a uma concentragao de 20 uM

(PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999).
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Entretanto, a emulséo de TIM27 se torna ainda mais estavel a partir de 300 ppm,
como confirmado pela presenca de goticulas de tamanhos menores, visualizadas ao
microscopio optico (Figura 7). Mesmo nessa concentracdo (300 ppm) TIM27 ainda é muito
promissor, considerando que os surfactantes sintéticos costumam agir em altas concentracoes,
como o SDS, cuja CMC situa-se entre 2000-2500 mg/L (FU et al., 2015).

Segundo Willumsen e Karlson (1997), um bom agente emulsificante é aquele que
apresenta um indice de emulsificacdo (IE24) superior a 50%. Para Mulligan (2005) um bom
tensoativo é aquele capaz de reduzir a tensdo superficial (TS) da dgua de 72 mN/m para 35
mN/m (SOBERON-CHAVEZ; STEINBU, 2011). De acordo com essas definicdes, TIM27 é
um excelente agente tensoativo, ja que apresenta IE24 de 67% e reduz a tensdo da agua para
25 mN/m.

Para aplicacdo de biossurfactantes na industria de detergente, o surfactante precisa
ser apto a manter suas propriedades tensoativas em pH extremamente alcalino (PERFUMO;
BANAT; MARCHANT, 2018). Dessa forma, foi avaliada o efeito de um gradiente de pH (6-
11) nas atividades tensoativas de TIM27, assim como averigou-se sua estabilidade em
diferentes concentragdes de NaCl (0.5- 4.0M). TIM27 se mostrou estavel em toda a faixa de
pH analisada, e na presenca de at¢ 1M de NaCl, com IE24> 50% (Figura 12 e 13). Nitschke e
Pastore (2006) avaliaram uma estirpe de B. subtilis cujo biossurfactante manteve-se estavel na
presenca de 3,5 M de NaCl. Para aplicagdes em produtos de limpeza, entretanto, a
estabilidade de TIM27 em pH alcalino e 1 M de NaCl ja atenderia os requisitos das
formula¢des (PERFUMO; BANAT; MARCHANT, 2018).

O NaCl em altas concentragdes aumenta a tensao superficial da dgua. Isso deve-se
a interagdo das moléculas de dgua com os ions Na* e CI dissociados. Essa intera¢do idnica,
juntamente com a interagdo dgua-agua, aumenta a forg¢a coesiva e consequentemente a tensao
superficial (OKUR et al., 2017). Mesmo assim, os biossurfactantes mantém sua eficacia,
diminuindo a tensdo superficial.

Além da aplicagdo de biossurfacantes, enzimas microbianas como lipases,
proteases e amilases sdo amplamente utilizadas em formulacdes de biodetergentes. A
aplicacdo de enzimas em detergentes comerciais traz diversas vantagens como uma maior
performance de lavagem, o aumento da qualidade e vida util do tecido, uma maior
porcentagem de moléculas biodegradaveis nas formulagdes € uma maior economia de energia
por diminuir as temperaturas requeridas nas lavagens (GUPTA et al., 2003).

A producdo de um grande acervo catalitico ¢ uma caracteristica apreciada em

membros do género Bacillus que além disso, detém uma alta capacidade de secretar
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expressivas quantidades de enzimas no meio extracelular e suas altas taxas de crescimento
produzem curtos ciclos de fermentagdo (CONTESINI; MELO; SATO, 2018), caracteristicas
vantajosas para a suas aplicagdes industriais. Outra vantagem ¢ a de que a grande maioria
deles sao GRAS, reconhecidos como seguros para a utilizacdo industrial (SEWALT et al.,
2016).

A bactéria TIM27 mostrou atividade proteolitica e esterasica no meio extracelular
apos seu crescimento em Caldo nutriente suplementado com 0.2% de glicerol, que atuou
como um indutor para producdo de enzimas lipoliticas (GUPTA; RATHI, 2004). O extrato
bruto foi entdo submetido a precipitagdo de proteinas com sulfato de amonio, detectando-se as
atividades esterdsicas e protedsicas na fracdo precipitada com sulfato de amonio (Fao-70%)
(Figura 6) que concentrou a maior quantidade de proteinas totais, comparada as outras duas
fragdes (Fo-40% € F70-90%) (Tabela 5).

Na andlise do perfil eletroforético da Fa4o-70% ndo aquecida e da atividade
enzimatica em gel (zimograma) das fragcdes proveniente da precipitagdo com sulfato de
amonio, observou-se uma agregacdo das proteinas da Fio-70% no topo do gel e ambas as
atividades enzimaticas se revelaram correspondendo a mesma banda do gel (cerca de 250
kDa) (Figura 8).

A analise cromatografica da F4o-700 em coluna de troca i0nica equilibrada com
tampao Glicina-NaOH 50 mM, pH 9,6, eluida com gradiente de NaCl, revelou que as duas
atividades enzimaticas foram concentradas no pico eluido com 200 mM de NaCl (Figura 9).
Esse pico foi submetido a uma cromatografia em coluna hidrofébica equilibrada com tampao
fosfato, 50 mM, pH 7,0 suplementado com 1M de sulfato de amonio, eluida por um gradiente
linear decrescente de sulfato de amoénio (de 1 a 0 M). Ao final dessa cromatografia, as
atividades enzimaticas foram detectadas em um mesmo tubo e com a ajuda de uma
eletroforese SDS-PAGE Tricina a presenga de duas bandas majoritarias foi detectada (Figura
11). As bandas foram entdo excisadas do gel, tratadas com tripsina e identificadas por
espectrometria de massas.

A banda superior denominada como (BA) foi identificada como uma subtilisina
de Bacillus subtillis com massa de 39,4 kDa e pI de 9,04 (NCBI: P35835). J4 a banda inferior
(BB) foi identificada como uma B1-3,1-4-glucanase (Tabela 6).

Subtilisinas sdo serino-endopeptidases extracelulares, consideradas como as mais
importantes como aditivos em detergentes modernos para a remoc¢do de manchas a base de
proteinas, como ovo, leite ou sangue (VOICIC et al., 2015). Elas também sdo utilizadas para

a degradacao de residuos proteicos recalcitrantes de rejeitos de peixes, abundantemente
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disponiveis na natureza, convertendo-os em produtos de baixo valor agregado, como materiais
quitinosos, hidrolisado de proteinas ou aminoacidos (MECHRI et al., 2019).

Com os resultados mostrados foi constatado que ambas as atividades proteasicas e
esterasica eram provenientes da mesma enzima. De fato, ja foi reportado que muitas
subtilisinas podem conter atividade esterdsica e amidasica, de modo a permitir que substratos
hidrofébicos como a elastina e o colageno possam ser hidrolisados (CHRISTIAN, 2012).
Mechri et al., em 2019, purificaram e caracterizaram uma subtilisina produzida por
Melghiribacillus thermohalophilus que apresentava ambas as atividades esterdsica e
amidéasica. Em outros estudos uma combinacdo da estratégia de mutagénese dirigida e
modifica¢des quimicas foram aplicadas a uma subtilisina produzida por Bacillus lentus (SBL)
para melhorar sua especificidade de esterase, resultado em um incremento de 52 vezes na
atividade esterasica (PLETTNER et al., 1999).

As B-1,3-1,4-Glucanases (EC 3.2.1.73) sdo enzimas que hidrolisam ligacGes
glicosidicas do tipo B-1,3 e p-1,4 presentes em B-D-glucanas, liberando glucose como produto
principal (PLANAS, 2000). Estas enzimas sdo produzidas por fungos filamentosos e
leveduriformes, assim como por bactérias (HART, 2017; NIU et al., 2016). As B-glucanases
possuem diferentes aplicacBes biotecnoldgicas como na industrias de alimentos, (na producéo
de bebidas como vinhos e cerveja), e também na obtencdo de oligossacarideos que
apresentam  atividades  funcionais  (bioativos) e producdo de etanol de
biomassa(LEHTOVAARA; GU, 2011).

Ap0s a identificagdo da subtilisina de TIM27, seguiu-se avaliando as melhores
condig¢des de hidrélise bem como a sua estabilidade em diferentes compostos quimicos.

A maxima atividade proteésica foi obtida em pH 8,0. O aumento do pH para 9, 10
e 11 reduziu a atividade para 93%, 84% e 73% respectivamente, mostrando a estabilidade
dessa protease em uma ampla faixa de pH alcalino (Figura 14b). Como o pH da solucao
detergente esta geralmente entre 9,0 e 10,5, a sua alta estabilidade nesses pHs ratifica o seu
potencial como aditivo em detergentes. Varias proteases de diferentes espécies de Bacillus
possuem atividade maxima em pHs alcalinos (GULERIA et al., 2016; GULMEZ et al., 2018;
HAMMAMI et al., 2017; JEONG; BAEK; KIM, 2018) sendo muito utilizadas na industria de
produtos de limpeza.

A temperatura 6tima da protease de TIM27 foi 50 °C (Figura 14a). Assim como o
pH oOtimo, a temperatura 6tima de proteases alcalinas produzidas por espécies de Bacillus
pode variar entre 50 e 70 °C (BOUACEM et al., 2015; GUPTA et al., 2005; JELLOULI et al.,

2011). Os valores de atividade enzimatica relativa obtidos com 20 °C e 80 °C foram de 72 ¢
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83% respectivamente, demostrando a sua grande estabilidade no intervalo de temperatura
testado. A protease de TIM27 revelou-se mais estavel a variagdo de temperatura do que outras
proteases alcalinas de Bacillus (GENCKAL; TARI, 2006; PANT et al., 2015).

A bactéria TIM27 foi isolada de sedimentos de um manguezal do semiarido, que
sdo ambientes onde grandes variagdes diarias de salinidade, pH, temperatura, oxigénio e
nutrientes sao encontradas (HOLGUIN et al., 2006). Essas condi¢des extremas sdo fatores
seletivos para as espécies que habitam esses ecossistemas, fazendo desses ambientes valiosas
fontes para prospec¢do de novas biomoléculas resistentes para aplicagdes industriais (COUTO
etal.,2010).

Assim como avaliado para o biossurfactante lipopeptideo produzido por TIM27
(BIOS27), também avaliou-se o efeito da concentracdo de NaCl na atividade proteolitica da
Fa0-70%. A atividade enzimatica mostrou-se bastante estavel, retendo 56% de sua atividade a
2M de NaCl (Figura 14c). Esse desempenho foi superior ao observado com a espécie
halotolerante B. aquimaris que reteve apenas 12% de sua atividade enzimatica residual nessa
mesma concentracdo de sal (SHIVANAND; JAYARAMAN, 2009).

A atividade enzimatica da Fso-70% manteve-se estavel na presenca de diferentes
classes de aditivos usados em detergentes comerciais, tais como surfactantes ndao anionicos
(Triton X-100 e Tween 80), agente oxidante (H202). No entanto, na presenga do surfactante
anionico SDS, a Fi0-70% sofreu uma forte inibicao, com reducdo de 97% de atividade apos a
incubacdo por 30 min (Figura 16). De fatos ¢ sabido que algumas proteases alcalinas sdo
estavéis na presenga de sulfactantes ndo i0Onicos e fortemente inibidas por detergentes
anionicos como o SDS (HAMMAMI et al, 2017, YAMAGATA; ICHISHIMA, 1995;
YILDIRIM et al., 2017).

A atividade proteolitica da Fao-70% mostrou-se totalmente estavel na presenga do
biossurfactante produzido por TIM27 (BIOS27), mas observou-se uma pequena redugdo da
atividade (20%) na presenca do detergente comercial OMO®, na concentragio de uso sugerido
pelo fabricante, 7mg/mL (Figura 16). A atividade enzimatica de F40-70% também se manteve
ou foi levemente reduzida na presenca dos inibidores de proteases PMSF, EDTA e B-Mer
(Figura 17). A estabilidade de Fa40-70% ao B-Mer foi significativamente superior a protease
estudada por Bhange ef al., em 2016, que com 0,5 mM desse inibidor teve uma drastica
diminui¢do de atividade (72%).

O PMSF ¢ um inibidor especifico de serino-proteases que, consequentemente,
inibem completamente a atividade de subtilisinas. Entretanto, ap6s a incubacdo da enzima foi

observado apenas a diminui¢do dos valores de atividade em 26% (1 mM) e 32% (5 mM),
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mostrando a presenc¢a de outros tipos de proteases na fragao.

Com a adi¢ao de EDTA obtivemos uma redugao das atividades de 18% (1 mM) e
39% (5 mM) sugerindo a presenca metelo-proteases na fracdo Fso-70% ou sugerindo de que
ions metalicos sdo necessarias para a atividade ou estabilidade das enzimas presentes
(BHANGE; CHATURVEDI; BHATT, 2016; HADJ-ALI et al., 2007, MHAMDI et al., 2017).

Os ions metalicos podem atuar melhorando a atividade enzimatica de proteases,
estabilizando sua estrutura e protegendo de desnaturacao térmica. Geralmente proteases
alcalinas exibem suas melhores atividades cataliticas na presenca de ions bivalentes como
Ca™, Mg e Mn"2. (KUMAR; TAKAGI, 1999). Entretanto, os resultados com a fracio
enriquecida Fio-70% mostraram os ios Mg, Na" e K" ndo interferiram na atividade
proteolitica. Diferentemente de trabalhos da literatura, a adi¢do de Ca*? também ndo teve
nenhuma influéncia na atividade (JELLOULI et al., 2011; OMRANE et al., 2016). Ja a
adicdo de Mn*2, Cu*? e Zn"?, afetaram negativamente a performance da enzima, provocando
reducdo de 14%, 50% e 80% da atividade relativa (Figura 15). Resultados de inibi¢ao de
proteases por Cu'? e Zn*? foram do mesmo modo reportados por Jeong et al., em 2018.

Experimentos de lavagem em tecidos de algodao sdo comumente utilizados para
avaliar as aplicacdes de enzimas como aditivos em detergentes. Frequentemente usa-se
pedacdes de tecidos de algoddo 3x3cm ou 5x5cm, manchado com ovo, sangue, graxa,
manteiga, azeite de oliva ou de qualquer outro substrato que se queira avaliar uma enzima
especifica (BHANGE; CHATURVEDI; BHATT, 2016; GRBAVCIC et al., 2011; REKIK et
al.,2019).

Em nossos experimento utilizamos emulsdo de gema de ovo em tecidos de
algoddo de 3x3cm para avaliar a capacidade de remog¢do das manchas por BIOS27 e Fao-70%
(Figura 18). A gema de ovo é composta por proteinas (12%), lipideos (12%), além de
carboidratos, minerais e vitaminas. As gemas dos ovos sdo também oOtimas fontes de
pigmentos (luteina e zeaxantina) que sdo carotenoides que dao a pigmenta¢do amarelada a
gema, caracteristica que facilitou a visualizacdo da mancha residual apds o experimento de
lavagem (MAZZUCO, 2008).

As analises mostraram que a combinagdo da fracdo Faso-704, com o BIOS27
promoveu uma limpeza mais eficiente da mancha de ovo do que BIOS27 sozinho. E provavel
que os biossurfactantes atuem em sinergia com enzimas extracelulares aumentando a
solubilizagdo, a mobilizagdo e, portanto, a biodisponibilidade de residuos hidrofobicos para
seus organismos produtores (PERFUMO, 2017). Dessa forma, podemos presumir que no

experimento realizado as duas moléculas atuaram na lavagem de forma sinérgica: O
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biossurfactante (BIOS27) atua na solubilizagdo e na mobilizagdo das proteinas e gorduras do
ovo ¢ ajuda nas atividades proteoliticas e esterdsicas da fracdo na quebra dos substratos
presentes no ovo, sendo a sujidade arrastada pela lavagem com a 4dgua (JAEGER; REETZ,
1998; PERFUMO; BANAT; MARCHANT, 2018).

De forma semelhante a adi¢io da fragdo Fao-70% ao detergente comercial OMO®
melhorou a performance da lavagem quando comparado ao OMO® nio aquecido e aquecido
(com suas enzimas endogenas desnaturadas). Esse resultado mostra que a fracdo 40-70% nado
s0 foi efetiva na remocao da mancha de ovo em conjunto com o detergente comercial, quanto
teve um desempenho superior as enzimas endogenas do detergente.

Foi observado também que o OMO® aquecido, sem a agdo de enzimas enddgenas
continuou tendo uma 6tima performance de lavagem. Isso se deve ao fato de que em sua
formulacdo os detergentes comerciais contém outros compostos quimicos que auxiliam na
lavagem como: bloqueadores opticos, para dar uma aparéncia mais brancas ao tecidos,
alvejantes como o perborato de sodio, tensoativos como o alquil benzeno sulfonato de sodio
ou o alquil éter sulfonato de sddio, agentes sequestrantes e quelantes como o EDTA, além de
corantes e fragrancias (DIAS DIOGO LOPES, [s.d.]).

A poluicao de oceanos e rios com detergentes e cosméticos € uma dura realidade
que motiva varias pesquisas industriais para solucionar essa probleméatica. Em 1972, estudos
jé alertavam para os riscos da polui¢do de compostos fosfatados provenientes das formulagdes
de detergentes comerciais (HENION, 1972). Hoje as formulagdes contam com outros
poluentes quimicos como agentes branqueadores, corantes, alvejantes e agentes quelantes
(DIAS DIOGO LOPES, [s.d.]). Portanto, enzimas microbianas associadas a biossurfactantes,
como mostrados nesse estudo, sdo considerados componentes promissores na adi¢do ou até
mesmo na substituicdo de aditivos quimicos usados em vdrias aplicagdes industriais como
detergentes e produtos de limpeza, produtos para cuidados pessoais e cosméticos

(MARCHANT; BANAT, 2012; NYAYANIT, 2014).
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7 CONCLUSAO

A estirpe de Bacillus subtilis TIM27 cultivada em meio nutriente contendo
glicerol como fonte de carbono secreta enzimas proteoliticas e lipoliticas, e quando inoculada
em caldo surfactina produz biossurfactantes lipopeptideos (BIOS27). Dentre os componentes
da fracdo 40-70% (Fao0-70%), enriquecida com sulfato de amodnio, foi identificada uma
subtilisina alcalina de 39,4 kDa de massa molecular, que apresenta atividade protedsica e
esterasica. Fa0-70, ¢ BIOS27 se mostraram bastante estaveis em pH alcalino, temperatura
elevada e salinidade elevada, além da atividade protedsica ser bastante resistente a
componentes quimicos presentes em formulagdes de detergentes.

De forma qualitativa, a combina¢ao da Fso-70%, enriquecida com a subtilisina, ao
biossurfactante lipopeptideo mostrou desempenho equivalente ao detergente OMO®
comercial para limpeza de mancha de gema de ovo em tecido de algoddo. A incorporacdo de
F40-70% a uma solu¢io de OMO® aquecido, também provou ter melhor atividade para remogio
dessas manchas do que as enzimas enddgenas do produto comercial.

Os resultados desse estudo confirmam o potencial dessas biomoléculas como
aditivos para essa nova geracdo de produtos de limpeza mais sustentdveis, demandados pela

sociedade atualmente.
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