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RESUMO

As enzimas sao utilizadas na industria téxtil como uma alternativa ambientalmente correta para
melhorar a qualidade dos produtos. As celulases s3o uma das enzimas mais empregadas no
processamento téxtil, sendo utilizadas principalmente no acabamento de substratos de celulose.
Elas sdo usadas para criar uma aparéncia desbotada no jeans (processo conhecido como
bioestonagem) e remover microfibrilas salientes na superficie de tecidos de celulose para
reduzir a tendéncia de formagao do pilling (processo conhecido como biopolimento). Apesar
de ser aplicada com o intuito de melhorar a qualidade dos produtos, a aplica¢ao da celulase,
geralmente, causa perdas significativas de massa e resisténcia a tragcao no substrato té€xtil devido
a hidrolise da molécula de celulose no interior da fibra. Uma das formas de controlar a atividade
enzimatica nos processos de acabamento téxtil, e por sua vez, reduzir os efeitos de desgaste do
substrato, ¢ a imobilizagdo das enzimas utilizadas, o que acaba também facilitando a
recuperagao e reutilizacdo da enzima. Embora tenha elevado potencial, a imobilizag¢ao tem sido
pouco explorada nos processos de bioacabamento. No presente estudo foram avaliados o uso
do caulim como suporte para imobilizacdo de celulase empregando os métodos de ligagao
covalente ¢ adsorcdo. Posteriormente, a celulase imobilizada foi aplicada nos processos de
biopolimento e bioestonagem. O caulim ¢ um material inorganico, natural, de baixo custo, facil
de ser recuperado e pouco explorado na imobilizacao de celulases. Eficiéncias de imobilizagao
de 65 + 3,5 ¢ 60 + 2,5% foram obtidas utilizando os métodos de ligacao covalente e adsor¢ao,
respectivamente. O caulim permitiu a recupera¢do da enzima de forma simples e rapida, com
perda de atividade enzimdtica de apenas 14% apds oito ciclos de hidrélise utilizando a
carboximetilcelulose como substrato. De modo geral, os resultados indicaram que o caulim ¢
um suporte promissor para a imobiliza¢do de celulases. Quando aplicadas no biopolimento de
malha de algodao, as celulases imobilizadas por ligagdo covalente e por adsor¢ao apresentaram
resultados semelhantes ou superiores a celulase livre em relagdo a formacao de pilling. Além
disso, as amostras tratadas com celulase imobilizada apresentaram resisténcia a tracdo
consideravelmente maior, indicando menor dano a malha de algodao devido a restricao da
hidrélise a superficie das fibras de algoddo. Na bioestonagem, as amostras tratadas com a
celulase imobilizada por adsor¢do apresentaram efeitos de estonagem proximos ao da celulase
livre com backstaining menor. Foi possivel recuperar e reutilizar a celulase imobilizada em
caulim eficientemente tanto no processo de biopolimento quanto no processo de bioestonagem.
Os resultados obtidos sdo promissores € podem contribuir para os processos de bioacabamento
e também para o desenvolvimento de novos protocolos de imobilizagdo de celulase.

Palavras-chave: Celulases. Imobilizacao de enzimas. Biopolimento. Bioestonagem.



ABSTRACT

Enzymes are used in the textile industry as an environmentally friendly alternative to improve
product quality. Cellulases are one of the most used enzymes in textile processing, especially
for the finishing of cellulose-containing materials. They are used to creating a faded appearance
to jeans (a process called biostoning) and to remove protruding microfibrils on the cellulosic
fabrics surface to reduce the tendency for pill formation (a process called biopolishing). Despite
being applied to improve product quality, cellulase use often causes significant weight loss and
decreased tensile strength. These problems are attributed to the hydrolysis of the cellulose
molecule inside the cotton fiber. One of the ways to control enzymatic activity in textile
finishing processes, and thus, reduce the effects of the textile substrate wear is the
immobilization of the used enzymes. Immobilization also allows the recovery and reuse of the
enzyme. Although it has a high potential, cellulase immobilization has been very poorly
explored in biofinishing processes. In the current study, the potential of kaolin as support for
cellulase immobilization using the covalent binding and adsorption methods was evaluated.
Subsequently, the immobilized cellulase was applied in the processes of biopolishing and
biostoning. Kaolin is an inorganic, natural material, of low cost, easy to be recovered and little
explored for cellulases immobilization. Immobilization efficiency was 65 + 3.5 and 60 + 2.5%
cellulase immobilized by covalent binding and adsorption methods, respectively. The kaolin
allowed recovery the cellulase in a simple and fast way, with a loss of enzymatic activity of
only 14% after eight cycles of hydrolyzes using carboxymethylcellulose as substrate. In general,
the results indicated that kaolin is promising support for cellulase immobilization. When
applied in the biopolishing process, cellulases immobilized using covalent binding and
adsorption methods showed similar or superior results to free cellulase concerning to pilling
formation. Besides, the samples treated with immobilized cellulases showed considerably
greater tensile strength. This result indicates less damage to the cotton knit due to the restriction
of hydrolysis to the surface of cotton fibers. In biostoning, samples treated with immobilized
cellulase showed fading effects close to that treated with free cellulase, with much lower
backstaining. It was possible to recover and reuse the cellulase immobilized in kaolin
efficiently, in biopolishing, as well as biostoning. The results obtained are promising and may
contribute to the biofinishing processes and also to the development of new cellulase
immobilization protocols.

Keywords: Cellulase. Enzymes immobilization. Biopolishing. Biostoning.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

Por qué?

e Investigar o potencial do caulim como suporte para imobilizagdo de endoglucanases, uma
vez que este ¢ um material natural, inorganico, de baixo custo, facil de ser recuperado, entre
outras caracteristicas que o tornam uma excelente alternativa para imobilizar enzimas;

e Embora seja aplicada com o intuito de melhorar a qualidade dos produtos, a celulase
geralmente causa perdas significativas de massa e resisténcia a tracao;

e O backstaining (redeposi¢do do corante), um dos principais problemas relacionados a
estonagem do jeans, ¢ intensificado quando a celulase ¢ utilizada porque o corante tem
elevada afinidade pela enzima, que por sua vez tende a ficar adsorvida no substrato téxtil.
Assim, a maior redeposicdo do corante ¢ associada a intera¢do algodao-enzima-corante.

Quem ja fez?

¢ O caulim foi pouco explorado para imobilizacdo de celulases e ndo foi encontrado na
literatura relatos de seu uso para suporte de endoglucanases;

¢ Poucos trabalhos cientificos avaliaram a aplicagdo de celulase imobilizada nos processos
de biopolimento e bioestonagem. A maioria desses trabalhos utilizou materiais sintéticos
e/organicos como suporte.

Hipoteses

¢ A endoglucanase pode ser eficientemente imobilizada na superficie do caulim e suas
propriedades cataliticas ndo sdo prejudicadas?

¢ A imobiliza¢dao por adsor¢ao pode proporcionar resultados semelhantes aos obtidos pela
imobilizacdo por ligagcdo covalente?

e A celulase imobilizada minimiza os danos causados pela celulase livre aos substratos
téxteis?

e E possivel reutilizar a celulase imobilizada em caulim nos processos de biopolimento e
bioestonagem?

Como fazer?

e Imobilizar a celulase no caulim sem modificacdo por adsor¢do e imobilizar por ligagdao
covalente utilizando caulim com superficie funcionalizada;

e Realizar ensaios enzimaticos em diferentes valores de pH, temperatura e tempos de
incubagao para avaliar os efeitos da imobilizacao nas propriedades cataliticas da enzima;

e Realizar ensaios de biopolimento com a enzima livre e imobilizada para avaliar os
parametros de interesse usando métodos apropriados;

e Recuperar a enzima imobilizada ao final de cada ciclo dos processos de bioacabamento e
reutilizd-la em um novo processo.

Respostas

¢ Determinagao das condi¢des 6timas de atuagdo da enzima imobilizada;

e Determinagdo do método de imobilizacdo da celulase em caulim mais adequado para
aplicagdo em processos de bioacabamento;

¢ Avaliagdo dos efeitos da celulase imobilizadas na perda de massa, resisténcia a tracdo e
redeposicao de corante no jeans;

e Determinagdo da capacidade de reuso da celulase imobilizada nos processos de
bioacabamento.
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1INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos utilizados em diversos processos industriais.
Elas tém sido uma alternativa promissora para as empresas melhorarem os processos industriais
existentes e até produzirem produtos de melhor qualidade, atendendo a demanda por processos
mais limpos e ecologicos (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; KIRK et al., 2002). Na
industria téxtil, as enzimas podem ser usadas na maioria dos processos umidos, particularmente
nas etapas de pré-tratamento e acabamento (ALY ef al., 2004; BESEGATTO et al., 2018). O
grande interesse em utilizar esses biocatalisadores no processamento téxtil estd associado a sua
capacidade de substituir os produtos quimicos usados convencionalmente e proporcionar
processos ambientalmente mais corretos em condigdes de temperatura e pH, na maioria das
vezes, mais amenos € com menor consumo de 4gua e energia. Assim, as enzimas melhoram a
qualidade dos produtos a um custo final que pode ser significativamente menor.

Os processos de acabamento téxtil constituem wuma importante etapa do
beneficiamento, pois geralmente sdao utilizados para melhorar a aparéncia, conferir
funcionalidade e/ou aumentar a durabilidade do produto (BATTISTI, 2017). As celulases sdao
as principais enzimas utilizadas nessa etapa e sdo usadas nos processos de biopolimento e
bioestonagem. O biopolimento consiste na remog¢do de microfibrilas soltas ou protuberantes
presentes na superficie da fibra celuldsica. Durante o uso e as lavagens, essas microfibrilas
tendem a se romper e acumular na superficie na forma de emaranhados de fibras denominadas
de pilling. J& na bioestonagem, as celulases sdo usadas para promover a remogao parcial do
corante indigo para proporcionar a aparéncia envelhecida ou desbotada ao jeans. Apesar de
melhorar a aparéncia, proporcionar maior maciez e ser ambientalmente correta, a aplicagdo de
celulases pode ocasionar alguns prejuizos ao material té€xtil. No biopolimento, elas podem
causar perda de massa indesejavel e levam a diminuicao significativa da resisténcia a tracao dos
tecidos tratados. Esses problemas estao relacionados a hidrolise da celulose no interior da fibra
celuldsica e uma das alternativas para minimiza-los € restringir a mobilidade da enzima através
da imobiliza¢do em um suporte solido. Ao ligar a enzima a um suporte muito maior que ela ¢
possivel que a penetracdo da enzima no interior do fio seja dificultada e sua atua¢do ocorra

apenas na superficie.
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Além dos problemas anteriores, a bioestonagem apresenta como desvantagem uma
maior redeposicao do corante no jeans, reduzindo o contraste desejado entre as fibras brancas
e tingidas e causa manchas nos forros e bolsos. Esse problema ¢ conhecido como backstaining
e ¢ intensificado pela presenca da celulase devido a interagcao quimica entre o corante € a enzima
e adsor¢do da enzima no jeans. Dessa forma, a interagdo celulose-celulase-corante faz com que
mais corante seja redepositado no jeans. A imobilizacdo também pode ser utilizada como
estratégia para amenizar tal problema ja que a enzima pode ser recuperada no final do processo,
evitando que a mesma fique adsorvida no tecido. Ademais, a imobiliza¢ao permite que a enzima
seja reutilizada no processo, diminuindo os custos de aplicagdo, além da possibilidade de
minimizagdo da contaminacdo do efluente.

Apesar do apelo tecnoldgico, a aplicacdo de celulases imobilizadas nos processos de
bioacabamento téxtil tem sido pouco explorada. Os poucos trabalhos encontrados na literatura
tém relatado resultados promissores, porém a capacidade de reuso da enzima, pardmetro
diretamente relacionado ao custo-beneficio da tecnologia, foi pouco investigada. Em relagao
aos suportes, a grande maioria dos trabalhos empregaram materiais organicos e/ou sintéticos.
No entanto, em geral, esses materiais apresentam elevado custo e ndo apresentam caracteristicas
adequadas para aplicagdo industrial, podendo tornar a imobilizagdo uma alternativa inviavel.
Assim, o presente trabalho propos o uso de caulim como suporte para imobilizagdo de celulase.
O caulim foi escolhido como suporte por ser um material inorgéanico, natural, de baixo custo,
facil de ser recuperado. Além disso, a imobilizagdo de enzimas ocorre apenas na superficie das
particulas de caulim, o que ¢ muito importante para que a celulase imobilizada possa ter contato
com o substrato. Bons resultados tém sido obtidos utilizando o caulim na imobilizagdo de outras
enzimas, tais como lacase, glicose oxidase, lipase e peroxidase, mas seu uso ainda foi pouco
explorado na imobilizag¢do da celulase. Foram encontrados na literatura apenas dois trabalhos
de imobilizacdo de celulase em caulim e apenas um desses trabalhos era voltado para aplicacao
industrial (KARAGULYAN et al., 2007; SINEGANI et al., 2005). Em tal trabalho, foi estudada
a imobiliza¢do da B-glicosidase, enzima do complexo das celulases que age em substratos
soliveis. Porém, nos processos de bioestonagem e biopolimento, geralmente sdo utilizados
preparados enzimaticos ricos em endoglucanases. Ao contrario da p-glicosidase, as
endoglucanases atuam na regido amorfa da celulose insoluvel. Assim, os resultados de
imobilizacao para essas enzimas podem ser diferentes.

O presente trabalho visa contribuir para a melhoria dos processos de bioacabamento
téxtil utilizando celulase imobilizada e também com o desenvolvimento de novos protocolos de

imobilizacao da celulase. Assim, no presente trabalho foram utilizadas as técnicas de adsor¢ao
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e ligagdo covalente para avaliar o potencial de aplicacdo do caulim como suporte para
imobilizar endoglucanases. Posteriormente, foram avaliados os efeitos da celulase imobilizada

nos processos de biopolimento e bioestonagem.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso do caulim como suporte para imobilizagdo de celulase e aplicagdo da

celulase imobilizada nos processos de biopolimento e bioestonagem.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Comparar os resultados de imobilizacdo da celulase em caulim por adsor¢do e
ligacdo covalente;

e Avaliar os efeitos da imobiliza¢do nas caracteristicas da enzima em rela¢ao ao pH,
temperatura e estabilidade térmica;

e Averiguar a capacidade de reuso da enzima imobilizada em carboximetilcelulose;

e Avaliar os efeitos de perda de massa da malha de algoddo, bem como a resisténcia
mecanica, com aplicacdo da enzima imobilizada no biopolimento;

e Avaliar os efeitos da aplicagdo da enzima imobilizada na bioestonagem e no
backstaining;

e Averiguar a capacidade de reuso da enzima imobilizada quando aplicada nos

processos de bioestonagem e biopolimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisao sobre assuntos relevantes para

compreensdo e contextualizacao do trabalho.

2.1 ENZIMAS

As enzimas sao biomoléculas capazes de catalisar reagdes quimicas sem alterar o
equilibrio da reacdo. Na maioria das vezes, a sua eficiéncia catalitica ¢ maior que a de
catalisadores quimicos devido a maior especificidade. Em alguns casos, sdo a tnica rota para
obtengao do produto, pois ndo existem alternativas quimicas viaveis devido as reagdes paralelas
ou pela geracdo de subprodutos dificeis de separar (ROMERA et al., 2019). Além disso, elas
atuam em condigOes brandas (temperatura, pH e pressao) e sua atividade pode ser regulada de
acordo com as condigdes operacionais (COPELAND, 2004; MARZZOCO; TORRES, 2007;
NELSON et al., 2008).

Com excecdo de um pequeno grupo de RNA catalitico, todas as enzimas sdo de
natureza proteica, sendo formadas por longas cadeias de aminoacidos ligados entre si por
ligagdes peptidicas. Essas ligagdes sdo resultantes da reacdo de condensagdo entre o grupo
carboxila de um aminodcido e o grupo amina do aminoacido seguinte, como mostra a Figura 1

(NELSON et al., 2008).

Figura 1 — Formacgao da ligagdo peptidica.
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Fonte: Adaptado de RUSSELL (2009).
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De acordo com o nivel de organizagdo, a estrutura das proteinas pode ser classificada
como primaria, secundaria, terciaria e quaternaria, como mostra a Figura 2. A estrutura primaria
¢ a sequéncia de aminoacidos que compdem a cadeia polipeptidica. A estrutura secundéria € o
dobramento da cadeia peptidica causado pela interagdo entre aminoacidos proximos. Essa
estrutura ¢ mantida por meio de ligagdes de hidrogénio e os tipos mais comuns de estruturas
secundarias sdo a a-hélice e a folha-B pregueada. A estrutura terciaria € o arranjo resultante da
interacao entre regides da estrutura secundaria e a cadeia lateral de aminoacidos, formando uma
estrutura mais compacta. Essa estrutura ¢ mantida por ligagdes de hidrogénio, interagdes
hidrofébicas, liga¢des idnicas e pontes dissulfeto (ligagdo covalente) entre segmentos da cadeia
principal e cadeias laterais de aminoacidos ¢ da interagdo da molécula com o ambiente. A
estrutura quaternaria, ¢ a interagdo entre duas ou mais cadeias polipeptidicas diferentes, ou
subunidades. Somente algumas proteinas apresentam esse tipo de estrutura (MARZZOCO;

TORRES, 2007; NELSON et al., 2008).

Figura 2 - Niveis estruturais de proteinas.
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Fonte: Adaptado de OPENSTAX (2013).
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Nas reagdes enzimaticas, as substincias que sdo transformadas sdo chamadas de
substrato. Embora toda a molécula da enzima seja necessdria para desempenhar o papel
catalitico, a reacao ocorre apenas quando o substrato se liga a uma regiao especifica conhecida
como o sitio ativo. Para que uma molécula seja reconhecida como substrato, ela precisa ter a
forma adequada para se acomodar no sitio ativo e ser capaz de estabelecer ligagdes quimicas
com os grupamentos quimicos ali presentes. Dessa forma, cada enzima catalisa um tipo de
reacdo para um dado substrato ou para um pequeno grupo de substratos intimamente
relacionados, tornando-as altamente especificas e seletivas (MARZZOCO; TORRES, 2007).
No caso do beneficiamento téxtil, ¢ possivel obter o efeito desejado escolhendo a enzima
adequada, sem, por exemplo, destruir determinadas fibras do material, o que poderia ocorrer
com reagentes quimicos normais.

Cada enzima tem uma estrutura tridimensional especifica que lhe permite exercer sua
fungdo, denominada de conformagdo nativa. A tendéncia em manter esta conformagdo ¢
denominada estabilidade. Esta conformacao reflete um equilibrio delicado entre as interagdes
ocorridas no interior da molécula e entre esta e o seu meio ambiente. Assim, a estrutura da
enzima e a forma do sitio ativo podem ser afetados por quaisquer agentes capazes de alterar
esse equilibrio, tornando a atividade enzimatica dependente das caracteristicas do meio, como
pH e temperatura. Qualquer mudanca que cause a perda da fung¢do de uma proteina ¢ chamada
de desnaturacao (BON et al., 2008a; MARZZOCO; TORRES, 2007; NELSON et al., 2008).

Variagdes de pH podem alterar a carga liquida da enzima, causando repulsdo
eletrostatica e o rompimento de algumas ligacdes de hidrogénio (NELSON et al., 2008).
Consequentemente, pode haver perda de afinidade do sitio ativo pelo substrato e/ou mudancas
na estrutura tridimensional. Em alguns casos, pode ocorrer também a ioniza¢ao da molécula de
substrato, diminuindo sua afinidade com o sitio ativo. Por essas razdes, o poder catalitico ¢
mantido apenas em uma faixa de pH, conhecida como faixa de estabilidade. Valores de pH fora
dessa faixa causam a desnaturacdo da enzima com perda permanente da atividade. A estreita
faixa onde a atividade catalitica ¢ méxima ¢ denominada como faixa de pH otimo (LIU, 2012;
NELSON et al., 2008; RODWELL, 2015)

Assim como os catalisadores quimicos, o aumento da temperatura favorece a atividade
catalitica das enzimas devido ao aumento da energia cinética. No entanto, o aumento da
temperatura também aumenta a energia vibracional das moléculas causando o rompimento de
ligacdes fracas, especialmente as ligacdes de hidrogénio. A quebra dessas ligagdes provoca

alteracdes conformacionais que levam a desnaturagdo da enzima, causando queda brusca da
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atividade. Tal fato é observado, geralmente, em temperaturas acima da faixa de temperatura
Otima, onde a atividade catalitica ¢ maxima (LIU, 2012; MARZZOCO; TORRES, 2007).

A forga i0nica esta relacionada com a concentragdo de ions em uma solugdo. Ela pode
influenciar nos valores de pKa dos residuos ionizaveis das enzimas e dos substratos, afetando
a interagcdo entre eles (EUN, 1996). A forca ionica também pode alterar a estabilidade e
solubilidade de proteinas e do substrato (EUN, 1996). Baixas concentracdes de sal podem
aumentar a solubilidade de proteinas. Por outro lado, altas concentra¢des levam a desidratagao
das mesmas e, consequentemente, reduz a solubilidade e a atividade catalitica. Em uma
concentragdo de sal suficientemente alta, o resultado € a precipitagdo (salting-out). Em geral, a
conformagdo ¢ mantida e a enzima pode ser dissolvida novamente sem perda de atividade
(LENTING, 2003). A concentragdo de ions salinos também ¢ importante para estabilizar o pH,
através da neutralizacdo dos ions hidrogénio que podem ser consumidos ou liberados durante a
reacdo enzimatica.

Surfactantes sdo muito utilizados para melhorar a interacdo enzima-substrato quando
se trata de substratos insoluveis em dgua e sdo um grupo muito importante de auxiliares téxteis,
sendo utilizados como agentes umectantes, amaciadores, detergentes, emulsificantes, entre
outros (BUSCHLE-DILLER, 2003). Existem quatro classes principais de agentes tensoativos:
anidnicos, catidnicos, zwiteridnicos e nao-idnicos, todos possuem uma parte com caracteristica
apolar ligada a uma outra parte com caracteristica polar. Alguns estudos mostram que
surfactantes 10nicos (cationicos e anionicos) interferem negativamente a atividade da celulase
(HEMMATINEJAD et al., 2002; HUANG et al., 2013; OOSHIMA et al., 1986; SIMON et al.,
2018; UEDA et al., 1994). Esse efeito pode ser relacionado a mudancas conformacionais
causadas pelas interacgdes eletrostaticas e hidrofobicas entre a enzima e esses surfactantes
(HOLMBERG, 2018; UEDA et al., 1994; XIANG et al., 2006). Surfactantes anionicos
interagem com os grupos carregados positivamente de lisina, arginina ou histidina, enquanto
surfactantes cationicos interagem com grupos carboxilicos de glutamato ou aspartato. Por outro
lado, a adicdo de surfactantes ndo-idnicos tem mostrado efeito positivo na hidrolise
(HEMMATINEJAD et al.,2002; MIZUTANI et al., 2002; OOSHIMA et al., 1986). O aumento
na taxa de reacao pode ser atribuido a redug@o da adsor¢do inespecifica da enzima no substrato,
melhorando a taxa de hidrolise (ERIKSSON et al., 2002; HOLMBERG, 2018; MIZUTANI et
al.,2002; OOSHIMA et al., 1986).

A presenca de outras substancias, como agentes redutores, agentes redutores, metais,

entre outros, no meio reacional também podem afetar a atividade enzimdtica. Assim, a
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compatibilidade da enzima com as substancias que podem estar presentes no meio reacional

deve ser cuidadosamente analisada antes de desenvolver um processo enzimatico.

2.2 CELULASES

As celulases constituem um complexo enzimatico capaz de hidrolisar a celulose em
oligossacarideos e glicose. Elas sdo amplamente utilizadas em diversos segmentos industriais,
tais como alimentos e bebidas, téxtil, racdo animal, papel e celulose, biocombustiveis, bem
como em pesquisa e desenvolvimento (BHAT, 2000; CASTRO; PEREIRA JR, 2010). Na
industria téxtil elas sdo amplamente utilizadas para melhorar as propriedades dos produtos a
base de celulose. As principais aplicacdes sdo para remoc¢ao do pilling (biopolimento) e para
criar efeito desbotado no jeans (bioestonagem). Elas também sdo utilizadas em detergentes para
limpar a superficie das fibras, melhorando a aparéncia e o brilho da cor (ANDREAUS et al.,
2014; CAVACO-PAULO, 1998).

De acordo com seu local de atuagdo no substrato, as enzimas desse complexo sdo
divididas em trés grandes grupos: endoglucanases, exoglucanases, e [f-glicosidases. Todas as
celulases clivam a mesma ligacdo (ligacdo glicosidica f -1,4), o que as difere ¢ o local de
atuacao no substrato (BON et al, 2008b; KNOWLES et al, 1987; LYND et al., 2002;
POLAINA; MACCABE, 2007). A completa conversdao da celulose em glicose depende da
atuacdo sinérgica de todas essas enzimas (Figura 3) (MANSFIELD; MEDER, 2003). As
endoglucanases sdo responsaveis por iniciar a hidrélise. Esse grupo de enzimas atua de forma
aleatdria nas regides amorfas da molécula de celulose liberando oligossacarideos de diferentes
graus de polimerizacdo. As exoglucanases atuam nas extremidades da fibra de celulose e nos
oligossacarideos liberados pelas endoglucanases, gerando celobiose e glicose como produtos
principais. As B-glicosidases hidrolisam os oligossacarideos e celobiose liberados pelas outras
enzimas, formando glicose. Além de finalizar a despolimerizacdo, a acdo das B-glicosidases
também ¢ importante para evitar a inibicdo das endoglucanases devido ao acimulo de celobiose
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010; LYND et al., 2002; MANSFIELD; MEDER, 2003;
POLAINA; MACCABE, 2007). Para os processos de bioestonagem e biopolimento ¢
recomendado o emprego de preparados enzimaticos ricos em endoglucanases, pois
proporcionam bons efeitos de superficie com o menor perda de tragdo em comparagdo aos
preparados que contém todas as enzimas do complexo celulolitico ou que sejam ricos em
exoglucanases (LENTING, H.; WARMOESKERKEN, M., 2001; LIU et al., 2000;
MIETTINEN-OINONEN et al., 2001; NIERSTRASZ; WARMOESKERKEN, 2003).
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Figura 3 — Sinergismo das enzimas do complexo celulolitico.
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Fonte: Adaptado de RATANAKHANOKCHALI ef al. (2013).

2.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizacdo de enzimas consiste na restricdo da mobilidade da enzima em um
espaco fixo (suporte/matriz) (SIRISHA et al., 2016; TISCHER; WEDEKIND, 1999). Em geral,
os principais beneficios proporcionados pela imobilizagdo sdo a facil recuperagao e reutilizagao
da enzima, o que proporciona maior produtividade ¢ diminui¢cdo do custo de aplicacdo do
biocatalisador. Para os processos de acabamento téxteis, a imobilizacdo proporciona outra
importante vantagem, que ¢ a restrigdo da mobilidade da enzima. Assim, sua atuagdo fica
restrita a superficie da fibra celuldsica, o que preserva o interior da fibra € minimiza a perda de
massa e resisténcia dos tecidos. A imobilizagdo também pode melhorar o desempenho da
enzima, como atividade, seletividade e estabilidade operacional e ao armazenamento
(KATCHALSKI-KATZIR, 1993; SHELDON; VAN PELT, 2013; TISCHER; WEDEKIND,
1999).

A principal tarefa ao desenvolver um protocolo de imobilizacdo é selecionar o suporte

e o método de imobilizagdo a serem empregados, levando em consideragdo as caracteristicas
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da enzima e da aplicagdo (EL-RAZIK et al., 2016; KRAJEWSKA, 2004). Essa selecdo,
geralmente, ¢ feita experimentalmente, pois depende das peculiaridades de cada enzima e das
caracteristicas do processo em que o biocatalisador sera empregado (BICKERSTAFF, 1997;
CAO et al., 2003; HANEFELD et al., 2009; LIESE; HILTERHAUS, 2013). Os principais
objetivos dos protocolos de imobilizagdo sdo a preservagdo da atividade catalitica da enzima e
obtencdo das vantagens tecnologicas esperadas da imobilizagdo (CANTONE et al., 2013). No
entanto, outros aspectos também devem ser almejados, tais como: simplicidade e robustez do
protocolo, evitar o uso de reagentes toxicos, resisténcia mecanica da enzima imobilizada,
possibilidade de acoplar a imobilizacdo com a purifica¢do da enzima, reduzir os problemas de
inibi¢do, menor custo, entre outros (GARCIA-GALAN et al., 2011; MENDES et al., 2011).
Dessa forma, para que todos os aspectos sejam considerados ¢ necessario integrar o
conhecimento em diversas dareas, incluindo enzimologia, rea¢des quimicas, ciéncia dos

materiais e superficies (GARCIA-GALAN et al., 2011).
2.3.1 Métodos de imobilizacao

Os principais métodos de imobilizacdo podem ser classificados em dois grupos (Figura
4): ligacdao (com ou sem uso de suporte) e confinamento (em matriz polimérica, capsulas ou
membranas). Outros métodos, que sdo combinagdes dos métodos listados, t€ém sido
desenvolvido para abordar as diferentes caracteristicas de enzimas, substratos, produtos e

aplicagoes (HOMAEI et al., 2013).

Figura 4 — Principais métodos de imobilizag¢do de enzimas.

Métodos de imobilizacao

e T e

A

microcapsulas membrana

o \ .
‘ , [ | tIe e 2 » a »
> [ Suporte M Ligaciio cruzada ] > - ¢ S ‘_b}"’“
= L 3N ¢ R 2 L %

A

=)
3*?"‘?{@
@ 1%
N e AV
e At

Fonte: Autora (2020).



33

Os métodos de confinamento consistem na restricdo do movimento da enzima dentro
de um espago pequeno, que pode ser nos poros de uma matriz polimérica, no interior de capsulas
ou entre membranas (MOHAMAD et al., 2015; SHELDON, ROGER A, 2007). Em geral, a
sintese da matriz de confinamento ocorre na presenca da enzima. Assim, a formag¢do da matriz
e a imobilizacdo ocorrem concomitantemente (CAO, 2006). A principal vantagem desses
métodos € ndo haver ligagdes quimicas entre o suporte € a enzima, fazendo com que a estrutura
desta seja mantida. Contudo, essa técnica ¢ inadequada para aplicagdes em que o substrato ¢
s6lido, como a bioestonagem e o biopolimento, pois 0 mesmo nao pode se difundir pelos poros
da membrana e chegar até a enzima.

Os métodos de ligagdo que ndo usam suporte sdo conhecidos como imobiliza¢do por
ligacdo cruzada. Nesses métodos, as enzimas sdo ligadas umas as outras por meio de reagentes
bifuncionais ou multifuncionais (por exemplo, glutaraldeido, diisocianatos, hexametileno
diisocianato, tolueno diisocianato, etc.), formando agregados de enzimas insoluveis (EL-
RAZIK et al., 2016; SHELDON; VAN PELT, 2013). Existem dois métodos de reticulagdo em
uso: (1) cristais de enzima reticulados (cross-linked enzyme crystals — CLEC) e (i1) agregados
de enzimas reticulados (cross-linked enzyme aggregate - CLEA). Em geral, imobilizagdo por
reticulagdo envolve duas etapas principais que envolvem cristalizagdo em uma solug¢do aquosa
a temperatura adequada (CLECs) ou precipita¢do da enzima soluvel com precipitante adequado
(CLEAs) seguido da formagao de ligagdes cruzadas intermoleculares por meio de reagentes bi
ou multifuncionais (COSTA et al., 2005; MOHAMAD et al., 2015; SHELDON, R., 2007). A
preparagao de CLEAs € mais simples, ndo requer uma enzima de alta pureza e permite combinar
dois processos unitarios, purificacdo e imobilizacdo, em uma operacdo (GARCIA-GALAN et
al., 2011; SHELDON, 2011). A técnica ¢ simples, permite uma elevada retengdo catalitica e
apresenta baixo custo de producdo devido a auséncia de um suporte (SHELDON, R., 2007). No
entanto, pode ocorrer desnaturacdo e baixa estabilidade mecanica, o que gera dificuldades
quando aplicadas em sistemas de reacdo heterogéneos e com elevada agitacdo como a industria
téxtil (CANTONE et al., 2013; CAO, 2006; GARCIA-GALAN et al., 2011). Além disso, o
tamanho de poro dessas estruturas € pequeno, o que impediria o contato entre o interior do
agregado contendo celulase e o substrato téxtil.

Nos métodos que envolvem o uso de suporte, a ligacdo entre enzima e suporte pode
ser realizada por adsor¢do (ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas, forcas de van der
Waals, ligacdao por afinidade ou interagdes idnicas) ou ligacdo covalente (BICKERSTAFF,
1997; CAO, 2006; NISHA et al., 2012). Este método € o que aparenta ser o mais adequado para
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aplicagdo téxtil, pois as enzimas estdo localizadas na superficie do suporte e podem facilmente
entrar em contato com o substrato.

A 1mobilizacao por adsor¢do ¢ um método que apresenta maior potencial comercial
por se tratar de uma técnica simples, rapida, de baixo custo e tem a possibilidade de regenerar
o suporte quando a enzima inativa com a adicdo de um novo lote de enzima livre
(BICKERSTAFF, 1997, MOHAMAD et al., 2015). Contudo, devido a natureza fraca das
ligagdes, as enzimas podem ser lixiviadas durante sua aplicagdo, contaminando o produto final
e reduzindo a atividade (BICKERSTAFF, 1997, CAO, 2006; MOHAMAD et al., 2015;
SHELDON, ROGER A, 2007). Para algumas aplicagdes, a lixiviacdo da enzima do suporte
pode ser uma questao relevante. Nos processos de bioacabamento téxtil, a imobilizacdo ¢ usada
como uma ferramenta para minimizar os efeitos negativos proporcionados pela enzima livre.
Se a enzima for lixiviada do suporte durante o processo a imobilizacdo pode ser inutil. Porém,
em alguns casos a adsor¢do da enzima pode ser suficientemente estavel sob as condi¢des de
aplicagdo e a lixiviagdo pode nao ocorrer (CAO, 2006).

A ligacdo covalente ¢ um dos métodos mais amplamente utilizados para imobilizagao
irreversivel de enzimas (SHELDON, 2011). O método se baseia na formacao de ligacdes fortes
(ligagdes covalentes) entre grupos funcionais presentes na superficie da enzima e do suporte
(BICKERSTAFF, 1997). Os grupos funcionais da enzima que, geralmente, participam dessa
ligacdo sdo os grupamentos amino, carboxila, hidroxila e/ou sulfidrila. Na maioria dos casos, o
suporte requer alguma ativagdo preliminar por reagentes como o glutaraldeido, e ¢
recomendavel algum tipo de bloqueio dos grupos reativos livres da superficie do suporte apds
a imobilizacao (CAO, 2006; GARCIA-GALAN et al., 2011). A ligagdo covalente geralmente
reduz a flexibilidade conformacional e as vibragdes térmicas, impedindo que a estrutura da
enzima seja alterada na presenca de agentes desnaturantes, como calor, solventes organicos, pH
extremo e outros (CAO, 2006, HANEFELD et al., 2009). Por outro lado, as restri¢des
conformacionais podem acarretar em perdas de atividade catalitica (VIDINHA et al., 2006). A
ligacdo covalente também impede a lixiviagdo da enzima do suporte (BRENA et al., 2013;
CAO, 2006; SHELDON, ROGER A, 2007). Porém, se a enzima ¢ irreversivelmente desativada,
a ligacdo covalente ¢ uma desvantagem porque a enzima e o suporte (geralmente caros) ficam
inutilizaveis (SHELDON; VAN PELT, 2013).

Uma desvantagem de utilizar enzimas ligadas a suportes, independentemente do
método utilizado, ¢ a introdugdo de uma grande propor¢do de massa ndo-catalitica, ou seja,

grande parte da massa total, geralmente mais 95% da massa total, ndo ¢ enzima (SHELDON;
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VAN PELT, 2013). Como consequéncia, sdo obtidos produtividades e rendimentos

volumétricos e de espago-tempo menores (CAO et al., 2003; SHELDON et al., 2005).

2.3.2 Suportes para a imobilizacio de enzimas

O bom desempenho de um biocatalisador imobilizado esta relacionado principalmente
as caracteristicas do suporte empregado (DE CASTRO et al., 2008; SHELDON, ROGER A,
2007). Dessa forma, € necessario avaliar criteriosamente todos os aspectos envolvidos para
selecionar o suporte mais apropriado para a aplicacdo desejada (DE CASTRO et al., 2008). A
escolha adequada pode aumentar o tempo de meia-vida do biocatalisador. Porém, a escolha
incorreta pode afetar ndo s6 a estabilidade, mas o desempenho global do processo (DE
CASTRO et al., 2008).

A sele¢do do suporte deve analisar suas caracteristicas fisicas, quimicas e morfologicas
e deve estar de acordo com as caracteristicas da enzima e de sua aplicagdo (BRENA et al., 2013;
CANTONE et al., 2013; DE CASTRO et al., 2008; MENDES et al., 2011). Em geral, as
principais caracteristicas a serem observadas durante a selecdo de um suporte sdo: area
superficial, porosidade, permeabilidade, solubilidade, morfologia e composicdo, natureza
hidrofilica ou hidrofobica, resisténcia mecanica e ao ataque microbiano, pH e temperatura,
capacidade de reutilizagdo, resisténcia mecanica, toxicidade, custo, dentre outras
(BICKERSTAFF, 1997; TISCHER; WEDEKIND, 1999). Além disso, o suporte deve ser
quimicamente inerte para evitar que ocorra reagdo com a agua, substratos ou produtos
resultantes das reagdes catalisadas pela enzima. Porém, ele deve ser reativo o suficiente para se
ligar diretamente a enzima ou para ser quimicamente modificado para favorecer a imobilizagado
(ZUCCA; SANJUST, 2014).

De acordo com sua composi¢do quimica, os suportes podem ser classificados como
organicos (naturais ou sintéticos) e inorganicos ou hibridos (BRENA et al., 2013; DE CASTRO
et al., 2008; MOHAMAD et al., 2015). Considerando uma aplicacdo industrial, os suportes
inorganicos sao os mais indicados, pois possuem elevada resisténcia mecanica e ao ataque
microbiano, boa estabilidade térmica, sdo resistentes a solventes organicos e possuem
distribui¢do uniforme de poros. Além disso, € possivel modificar quimicamente sua superficie,
possibilitando intimeras técnicas de imobilizacdo (BRENA et al., 2013; DE CASTRO et al.,
2008; ZUCCA; SANJUST, 2014). Os materiais inorganicos mais comumente utilizados na

imobilizacao de enzimas sdo: argilas, ceramica, silica, vidro e metais (BRENA et al., 2013; DE
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CASTRO et al., 2008). Dentre esses materiais, as argilas, em especial o caulim, tém se mostrado
uma excelente op¢do de suporte para imobilizar enzimas devido as suas caracteristicas fisicas

e quimicas, como sera discutido a seguir (AN et al., 2015).

2.4 CAULIM

O termo caulim ¢ empregado para denominar a rocha que contém, essencialmente,
material argiloso formado por silicato hidratado de aluminio. O seu principal componente ¢ a
caulinita, mas outros minerais, como haloisita, e outras substancias, tais como quartzo, palhetas
de mica, graos de feldspato, 6xidos de ferro e titdnio, também podem estar presentes em sua
composicdo em teores varidveis, conforme a origem e o seu processamento industrial
(MURRAY, HAYDN H, 2006).

A caulinita ¢ um aluminossilicato hidratado, sua féormula estrutural ¢ A1bSi>Os5(OH)4 e
sua composi¢ao percentual tedrica ¢ 39,5% de AlOs3, 46,5% de SiO:; e 14,0% de H>O.
Conforme pode ser observado na Figura 5, a caulinita apresenta uma estrutura lamelar do tipo
1:1. Cada lamela ¢ constituida por uma folha octaédrica de alumina e uma folha tetraédrica de
silica (GARDOLINSKI et al., 2001; HERRINGTON et al., 1992; PRASAD et al., 1991;
REZENDE et al., 2012). Nas folhas octaédricas, os atomos de aluminio sdo coordenados a
oxigénio e grupamentos hidroxila. Nas folhas tetraédricas, os &tomos de silicio sdo coordenados
por atomos de oxigénio (CHENG ef al., 2012; MURRAY, HAYDN H., 2006b). Desta forma,
um lado da lamela contendo aluminio ¢ recoberto com grupamentos hidroxila e o outro ¢
recoberto com atomos de oxigénio (GARDOLINSKI et al., 2001). A reatividade da folha
octaédrica externa ¢ devida aos grupos hidroxila presentes, que podem produzir uma carga
superficial dependente do pH por reagdes de protonagdo e desprotona¢do ou podem reagir
especificamente com outras moléculas (ADAMIS; WILLIAMS, 2005). As lamelas adjacentes
sdo ligadas umas as outras por ligagdes de hidrogénio envolvendo grupos aluminol (Al-OH) e

grupos siloxano (Si-O) (REZENDE et al., 2012).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura da caulinita.
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2.4.1 Caulim como suporte para imobilizacdo de enzimas

O caulim ¢ uma matéria-prima versatil, sendo aplicada em diversas industrias, tais
como papel, ceramicas, plasticos, tintas, adesivos, farmacéuticas, inseticidas e pesticidas, entre
outras (CARRETERO, 2002; MURRAY, HAYDN H., 2006a; PRASAD et al., 1991). Além
disso, ele apresenta elevado potencial para ser empregado como suporte na imobilizacdo de
enzimas, pois apresenta caracteristicas essenciais para o bom desempenho do biocatalisador.
Ele ¢ inerte em uma faixa de pH relativamente ampla, ndo ¢ abrasivo, ndo € toxico, apresenta
resisténcia mecanica, resisténcia microbiana e estabilidade térmica, além de apresentar baixo
custo e ser facilmente disponivel na natureza (MURRAY, 2000; PRASAD et al., 1991;
TANASKOVIC et al., 2017). Além disso, sua estrutura ndo ¢ expansivel, devido a sua baixa
capacidade de troca i0nica e as ligacdes de hidrogénio entre suas lamelas. Assim, a liga¢dao de
moléculas, tal como proteinas, € restrita a sua superficie externa (AN ef al., 2015; BARRAL et
al., 2008; FIORITO et al., 2008). Essa caracteristica o torna ainda mais atraente para a
imobilizacdao da celulase visando a aplicacdo em processos de bioacabamento téxtil. Nesses
casos, se a enzima estiver imobilizada entre as lamelas, ela ndo consegue interagir com o
substrato e o efeito desejado nao ¢ obtido (CANTONE et al., 2013; TANIGUCHI et al., 1992).

Na literatura, diversos estudos tém mostrado resultados promissores utilizando caulim
como suporte para imobilizacdo de diversas enzimas. SARKAR et al. (1989) empregaram

caulim modificado para imobilizar as enzimas lacase, glicose oxidase, tirosinase, B-glicosidase
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e fosfatase 4cida. Dentre elas, apenas a fosfatase 4dcida apresentou menos de 60% de atividade
retida no suporte. GIANFREDA e BOLLAG (1994) também empregaram caulim modificado
para imobilizar as enzimas lacase, peroxidase e fosfatase acida, sendo obtidos 85,5; 80,7 e
35,3% de atividade retida, respectivamente. ISO ef al. (2001) mostraram que a lipase de
Pseudomonas fluorescens imobilizada em caulinita apresentou maior eficiéncia catalitica
durante a produgdo de biodiesel que a enzima livre. No trabalho desenvolvido por DODOR et
al. (2004), a enzima lacase foi imobilizada em caulim funcionalizado. Em compara¢do com a
enzima livre, a enzima imobilizada apresentou maior estabilidade ao pH, a temperatura e ao
armazenamento. RAHMAN et al. (2005) relataram 77% de eficiéncia de imobiliza¢ao da
enzima lipase pelo método de adsor¢do fisica e maior estabilidade térmica da enzima
imobilizada. SEKULJICA et al. (2016) mostraram uma melhora no desempenho da enzima
horseradish peroxidase imobilizada por adsorg¢ao fisica.

Em relagdo a imobilizagdo de celulases, poucos trabalhos foram encontrados
utilizando o caulim como suporte. KARAGULYAN et al. (2008) estudaram a imobilizag¢ao da
B-glicosidase, por adsorcdo, sendo que 95% da carga inicial da enzima foi imobilizada e ndo
foi observada perda de atividade. No entanto, essa classe de celulases atua na celulose soluvel
e as outras enzimas do complexo celulolitico, endo e exoglucanases, atuam somente no
substrato solido. Dessa forma, as caracteristicas das enzimas ¢ do substrato se diferem e,
consequentemente, pode-se esperar resultados diferentes no processo de imobilizagdo. Ja
SINEGANI et al. (2005) avaliaram a imobilizacdo da celulase no caulim recoberto com
hidroxido de aluminio. Porém, o objetivo desses pesquisadores foi apenas compreender como
a celulase interage com alguns componentes do solo e ndo esta relacionado com uma aplicagao
industrial especifica. Além disso, nesses trabalhos, a imobilizacdo da celulase foi realizada

apenas por meio de adsorcao e a capacidade de reuso da enzima ndo foi avaliada.

2.4.2 Funcionalizacido do caulim visando a imobilizacdo de enzimas por ligacio covalente

A imobiliza¢do de enzimas utilizando o caulim como suporte pode ser feita através de
adsor¢do ou ligagao covalente. No entanto, a imobilizacao por adsor¢ao envolve ligagdes fracas
e a enzima pode ser lixiviada do suporte durante o processo. Assim, dependendo da aplicagdo
e das caracteristicas da enzima, a imobilizagdo por ligagdo covalente pode ser a melhor opgao.

Em geral, para estabelecer ligagdes covalentes com enzimas, a superficie do caulim
precisa ser funcionalizada com grupamentos como amina, hidroxila, carboxila e tiol. O caulim

funcionalizado precisa de uma etapa de ativacdo com um agente ativador, tais como haletos
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organicos e inorganicos, glutaraldeido e carbodiimidas, para modificar os grupos funcionais e
torna-los reativos com os grupos funcionais presentes na enzima (ZUCCA; SANJUST, 2014).
Conceitualmente, funcionalizagdo ¢ o procedimento pelo qual uma nova fungdo quimica ¢
introduzida em um suporte. Ativagao significa que a fungdo quimica recentemente introduzida
¢ reativa para a enzima (ZUCCA; SANJUST, 2014). Neste contexto, o principal tratamento
utilizado em silicatos empregados na imobilizacdo de enzimas ¢ a silanizagdo com 3-
(aminopropil)trietoxisilano (APTES) seguido pela ativagao com glutaraldeido (GA) (CAO,
2006; MONSAN, 1978). Na literatura ndo foram encontrados trabalhos de imobilizacao de
celulase em caulim utilizando esse tratamento. No entanto, resultados promissores tém sido
relatados em outros suportes, como silica gel, nanoparticulas magnéticas, esferas de vidro
porosas (ALAHAKOON et al., 2012; GREWAL et al., 2017, ROGALSKI et al., 1985;
ZHANG et al., 2016).

O APTES ¢ um organossilano conhecido como agente de acoplamento, pois € capaz
de realizar ligacdo quimica entre um material organico e um material inorganico (SAY1LKAN
et al., 2004). Em geral, os organossilanos possuem estrutura do tipo R-SiX3, sendo R o grupo
funcional orgéanico e X o grupo hidrolisavel. No caso do APTES, os grupamentos R ¢ X
correspondem ao grupamento amino ¢ etdxi, respectivamente (SAY1LKAN et al., 2004). A
funcionalizagdo do caulim com APTES consiste na interagdo entre o radical silanol e as
hidroxilas presentes na superficie da argila, formando ligagdo siloxano (CAO, 2006; JUNG et
al.,2012; SAY1ILKAN et al., 2004).

O GA ¢ o agente ativador mais utilizado na ativacdo de suportes contendo grupos
amina e na imobiliza¢dao de enzimas devido a sua elevada reatividade, é facilmente utilizado, ¢é
estavel em solucdes aquosas, baixo custo e disponibilidade comercial (BETANCOR et al.,
2006; MIGNEAULT et al., 2004; OKUDA et al., 1991; WALT; AGAYN, 1994). O GA é um
dialdeido linear de cinco carbonos que, em soluciao aquosa com pH ao redor do neutro, reage
rapidamente com grupamentos amina formando ligagdes imina estaveis (MATEO et al., 2007,
MIGNEAULT et al., 2004; OKUDA et al., 1991; TOMIMATSU et al., 1971). A reagdo entre
GA e proteinas ocorre preferencialmente com aminas primarias, mas ele também pode
eventualmente reagir com outros grupos, como tiois, fendis e imidazois (BARBOSA et al.,
2014; HABEEB; HIRAMOTO, 1968). No entanto, a estrutura exata do glutaraldeido em
solugdo aquosa ainda ndo estd totalmente esclarecida, podendo ser encontrado na forma
monomérica ou polimérica e na forma linear ou ciclica (BARBOSA et al, 2014,

MIGNEAULT et al., 2004).
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2.5 INDUSTRIA TEXTIL

A industria té€xtil tem grande destaque no cendrio nacional e internacional. De acordo
com os dados divulgados pela ABIT (Associagao Brasileira da Industria Téxtil) (2018), o Brasil
¢ 0 quarto maior produtor e consumidor de jeans do mundo, quarto maior produtor de malhas
do mundo e o segundo maior empregador da industria de transformagao, perdendo apenas para
o setor alimentos e bebidas (ABIT, 2018). O Brasil apresenta a maior cadeia téxtil completa
do Ocidente, ou seja, o pais tem desde produtores de matérias-primas (algodao e demais fibras),
insumos (corantes, produtos auxiliares, entre outros), maquinas € equipamentos téxteis até¢ a
venda do produto acabado ao consumidor final (ABIT, 2018).

Além da sua importancia econdmica, a industria téxtil também se destaca pelo elevado
consumo de agua e energia, juntamente com a geragdo de grandes volumes de efluentes
contendo corantes e produtos quimicos (CHEN et al., 2017). A preocupagdo em minimizar os
impactos causados ao meio ambiente juntamente com o interesse em melhorar a qualidade dos
produtos e diminuir o custo dos processos tem feito com que essas industrias busquem por
tecnologias viaveis, como a aplicagdo de enzimas. O uso de enzimas proporciona efeitos
permanentes, melhora o aspecto visual (pilling, coloragdo e brilho) e o conforto (maciez) dos
substratos com menor consumo de energia e produtos quimicos, reduzem a producio de
residuos, além de serem biodegradaveis (ARAUJO et al., 2008; BESEGATTO et al., 2018;
HEIKINHEIMO, 2002; MIETTINEN-OINONEN, 2007).

As enzimas sdo os agentes bioldgicos mais importantes empregados na industria téxtil.
Elas podem ser usadas em varios processos de beneficiamento imidos, desde a preparacao até
os processos de acabamento (Figura 6) (ALY et al.,2004; BESEGATTO et al.,2018). As etapas
de preparacgdo do tecido incluem o processo de desengomagem (remogdo do amido), limpeza
(remog¢do de impurezas ndo celuldsicas, como pectinas, gorduras, ceras, proteinas) e
alvejamento (remocgdo de pigmentos naturais presentes nas fibras). Ja as etapas de acabamento
incluem o biopolimento (remoc¢do de microfibrilas da superficie da fibra celulosica) e
bioestonagem do jeans (para remog¢ao parcial do corante indigo para proporcionar o aspecto
envelhecido ou desbotado as pecas) (CAVACO-PAULO, 1998; MADHU; CHAKRABORTY,
2017; YACHMENEYV et al., 2002). Embora as enzimas tenham sido aplicadas principalmente
em fibras celulosicas, elas também podem ser aplicadas no acabamento em fibras de poliéster

e poliamida (ARAUJO et al., 2008; PAUL, 2014b).
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Figura 6 — Aplicacdo de enzimas no processamento téxtil.
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Fonte: Autora (2020).

2.5.1 Fibras téxteis: fibras celuldsicas

As fibras téxteis podem ser divididas em dois grandes grupos: fibras naturais e fibras
ndo naturais ou manufaturadas (ALCANTARA; DALTIN, 1996; GRISHANOV, 2011). As
fibras naturais podem ser de origem animal como a 13 e a seda; vegetal como algodao, linho e
juta; ou mineral como amianto (ALCANTARA; DALTIN, 1996; OLIVEIRA, 1997). As fibras
manufaturadas sao classificadas em: artificiais, produzidas a partir da celulose encontrada na
polpa da madeira ou no linter do algoddo, como viscose e acetato; e sintéticas, produzidas a
partir de matérias primas da indastria petroquimica, como poliéster, poliamida (nailon),

acrilico, elastano (lycra) e polipropileno (ALCANTARA; DALTIN, 1996; OLIVEIRA, 1997).
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De acordo com a anélise do consumo industrial de fibras e filamentos feitos pela ABIT
o algodao ¢ a fibra de maior consumo industrial no Brasil, representando aproximadamente
47% do consumo total de fibras e filamentos em 2018 (ABIT, 2018). O seu destaque na
industria téxtil esta relacionado as suas caracteristicas como versatilidade, boa absor¢ao de
umidade, resisténcia mecanica, biodegradabilidade e propriedades quimicas e tintoriais
(DOCHIA et al., 2012).

As fibras de algoddo sdo constituidas em grande parte por celulose (mais de 90% da
massa da fibra bruta) e, em menor quantidade, por impurezas, como pectina, ceras, gorduras,
proteinas e minerais (DOCHIA et al., 2012; GRISHANOV, 2011). Os materiais nao celuldsicos
sdo eficientemente removidos nas etapas de limpeza e branqueamento e o contetdo de celulose
pode chegar a 99% (CAVACO-PAULO, 1998). O comprimento das fibras dos diferentes tipos
de algodao geralmente utilizados na industria téxtil varia de 22 a 50 mm e o didmetro de 18 a
25 um (DOCHIA et al., 2012).

A celulose é um homopolimero formado por cadeias paralelas de glicose (PEREZ;
MAZEAU, 2004). As moléculas de glicose sdo ligadas entre si por ligacdes glicosidicas (Figura
7-a) (GRISHANOV, 2011). As cadeias lineares de glicose sdo interligadas por ligagdes de
hidrogénio formadas pelos grupos hidroxila OH que se projetam da cadeia da molécula de
glicose (Figura 7-b) (GRISHANOV, 2011). As duas extremidades das cadeias sdo
quimicamente diferentes, uma extremidade tem propriedades redutoras e a outra nao-redutora
(PEREZ; MAZEAU, 2004). As ligacdo de hidrogénio intra e inter-cadeia e as interagdes de
empilhamento originadas principalmente pelas forgas de Van der Waals proporcionam um
arranjo altamente ordenado (regides cristalinas) das fibrilas de celulose, embora também haja
regidoes amorfas presentes (onde o arranjo das cadeias de celulose ¢ desordenado) (Figura 7-c)
(DASSANAYAKE et al., 2018). Assim, apesar da sua simplicidade quimica, a estrutura fisica
e morfologica da celulose ¢ complexa e heterogénea (MANSFIELD; MEDER, 2003).
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Figura 7 — Estrutura quimica da celulose. (a) Unidades de glicose formando uma
cadeia linear. (b) Ligacao de hidrogénio entre as cadeias de glicose. (c) Esquema de
microfibrilas de celulose mostrando estrutura cristalina e amorfa.

(@) OH i

Exitremidade - —n Extremidade
nao-redutora redutora

~ Dunn,

Regides cristalinas
(©) ; | ;

—

Cadeias de celulose Regioes amorfas

Fonte: Adaptado de DASSANAYAKE et al. (2018).

2.5.2 Processo téxtil

O processo téxtil ¢ dividido em fiagdo, tecelagem (obtengdo de tecidos planos) ou
malharia (obtencao de tecidos de malha) e beneficiamento. O produto final de cada uma dessas
etapas ¢ a matéria-prima da fase seguinte (BROADBENT, 2001). A etapa de fiacdo consiste
em uma série de operacdes para obtengdo dos fios a partir das fibras téxteis. Nas etapas de
tecelagem e malharia os fios sdo transformados em tecidos planos e malhas, respectivamente.
A diferenca entre tecido plano e malha estd na forma de entrelagamento dos fios.

Os tecidos planos sdo caracterizados pelo entrelacamento de dois conjuntos de fios que
se cruzam em angulo reto (Figura 8-a). Os fios dispostos no sentido do comprimento (ou

vertical) s3o chamados de urdume e os fios dispostos no sentido da largura (ou horizontal) sdo
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chamados de trama. Exemplos de tecidos planos sdo cetim, sarja, tricoline, popeline, oxford,
entre outros.

As malhas sdo formadas pela sucessao de lagcadas consecutivas de um unico fio ou de
varios fios (Figura 8-b). Alguns exemplos de tecidos em malha sdo: visco lycra, jersey,
moletom, trico, piquet. Essa diferenca na forma de entrelagamento proporciona elasticidade e

conforto as malhas.

Figura 8 — Estrutura (a) tecido plano (b) malha.
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Fonte: Adaptado de THREADS MAGAZINE (2009) e THE LITTLEST STUDIO (2014).

A etapa de beneficiamento inclui os processos de preparagdo ao tingimento
(alvejamento, purga e desengomagem), tingimento propriamente dito e/ou estampagem e
acabamento. A etapa de preparacdo tem como objetivo a remo¢ao do maximo possivel de
impurezas indesejadas para obter um tecido que absorva uniformemente solugdes de corantes e
produtos quimicos. Uma boa preparagao € vital para obten¢do de um tingimento ou estamparia
bem-sucedidos (BROADBENT, 2001). O tingimento envolve o contato entre uma solugao
aquosa ou dispersdo de corantes € o material té€xtil, que sob condi¢des promovem uma coloragdo
uniforme (BROADBENT, 2001). A estamparia, por outro lado, ¢ a aplicacdo localizada de
pigmentos em diferentes areas especificas de um tecido (BROADBENT, 2001).
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Os processos de acabamento sdo geralmente realizados na etapa final do
beneficiamento, onde as propriedades finais do tecido sdo desenvolvidas (MONTAZER;
HARIFI, 2018). Em geral, esses processos sao usados para tornar o produto mais atrativo, seja
melhorando a aparéncia, conferindo funcionalidade e/ou aumentando a durabilidade do produto
(BATTISTI, 2017; CHOUDHURY, 2017). Existe uma grande variedade de processos de
acabamento disponiveis no mercado que podem ser fisicos, quimicos ou biologicos (PAUL,
2014a). Os acabamentos bioldgicos ou também chamados de bioacabamentos incluem os
tratamentos enzimaticos, tratamentos que utilizam biopolimeros, como quitosana e
ciclodextrina, aromaterapia, e qualquer acabamento que utiliza algum meio bioldgico (BHALA
et al., 2012; MONTAZER; HARIFI, 2018). Os tratamentos enzimaticos sao 0s principais
métodos de bioacabamento, sendo utilizados nos processos de bioestonagem e biopolimento
(CHOUDHURY, 2017; PAUL, 2014a). Eles proporcionam efeitos permanentes, melhoram o
aspecto visual (pilling, coloracdo e brilho) e proporcionam maciez aos substratos téxteis, sem
o uso de produtos quimicos toxicos e com baixo consumo de energia, garantindo um processo
com baixo ou nenhum impacto ambiental.

Por fim, os produtos obtidos sdo direcionados ao consumidor em forma de vestuario
ou de artigos para o lar (cama, mesa, banho, decoracdo, limpeza, entre outros) ou sdo destinados
ao uso industrial (filtros de algodao, componentes para o interior de automoéveis, embalagens,

entre outros).

2.5.3 Biopolimento e bioestonagem

O biopolimento € um processo de acabamento para remover as microfibrilas imaturas
ou salientes na superficie do fio de algodao por meio da combinagado da agdo da enzima celulase
e agitacdo mecanica (Figura 9) (GALANTE; FORMANTICI, 2003). Durante o processo, as
microfibrilas salientes na superficie do tecido sdo enfraquecidas pela a¢do da celulase e através
da agdo mecanica elas sao removidas (CAVACO-PAULO et al, 1996; GALANTE,;
FORMANTICI, 2003; LENTING, H. B. M.; WARMOESKERKEN, M. M. C. G., 2001). A
remog¢ao dessas microfibrilas ¢ importante porque elas tendem a se romper e acumular na
superficie do tecido durante o uso e as lavagens, levando a formacao de emaranhados de fibras
denominadas de pilling. O pilling confere as roupas uma aparéncia usada e tornam as cores
opacas devido ao aumento da reflexdo difusa da luz branca na superficie do tecido

(ANDREAUS et al., 2014; HEIKINHEIMO, 2002). Além de melhorar a aparéncia do tecido,
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o biopolimento ainda promove reavivamento de cores, amaciamento do tecido e aumenta a
hidrofilidade (GALANTE; FORMANTICI, 2003; PAULO, 1996; SCHINDLER, W. D.;
HAUSER, P. J., 2004). O tratamento enzimatico pode ser realizado apos qualquer etapa de
processo umido, mas ¢ preferencialmente realizado apos o alvejamento do tecido
(MIETTINEN-OINONEN, 2007; NIERSTRASZ; WARMOESKERKEN, 2003). Quando o
tratamento enzimatico ¢ feito apos o tingimento, pode ocorrer remogdo parcial do corante,
alterando a cor do tecido ou a enzima pode ser inibida pelo corante (LIU et al., 2000;
NIERSTRASZ; WARMOESKERKEN, 2003). Em geral, esse tratamento ¢ aplicado em tecidos
de algodao, mas também pode ser realizado em fios, roupas e artigos de celulose regenerada,
como liocel e viscose (CHOUDHURY, 2017; PERE et al., 2001).

A bioestonagem ¢ um processo que combina a acdo da celulase, a friccdo entre
tecido/tecido e a abrasdao causada pela méquina para conferir ao jeans uma aparéncia
envelhecida ou desbotada devido a remoc¢do local do corante (ARAUJO et al., 2008;
CAVACO-PAULO et al., 1998; HEIKINHEIMO, 2002) (Figura 10). O jeans, ou também
denominado denim, ¢ um tecido de sarja de algodao formado por um fio de urdidura tingido e
um fio de trama branco (MIETTINEN-OINONEN, 2007). O fio de urdidura ¢ tingido por
adsor¢do de corante indigo blue! (AGRAWAL, 2017; MIETTINEN-OINONEN, 2004).
Durante o processo, a celulase enfraquece as fibras da superficie e a agdo mecanica as remove,
liberando o corante adsorvido naquela 4rea. Assim, o fio branco € revelado, criando areas claras
no jeans (HEIKINHEIMO, 2002; MIETTINEN-OINONEN ef al., 2004). As celulases foram
introduzidas nesse processo para substituirem o uso da pedra-pomes (AGRAWAL, 2017;
CHOUDHURY, 2017). O tratamento enzimatico ocasiona menos danos a pega € as maquinas,
proporciona uma aparéncia mais uniforme e maciez ao jeans, ndo gera residuos, melhora a
qualidade das 4dguas residuais devido a auséncia de poeira das pedras e aumenta a produtividade,
pois o espaco ocupado pelas pedras pode ser ocupado por mais pecas de jeans (AGRAWAL,
2017; ARAUJO et al, 2008; MIETTINEN-OINONEN, 2007, NIERSTRASZ;
WARMOESKERKEN, 2003).

IO corante indigo Blue pertence a classe de corantes a cuba, que sdo insolaveis em dgua. Durante o processo de
tingimento, esses corantes sao reduzidos a forma solivel (forma leuco) que possui afinidade com a celulose.
Posteriormente, ¢ realizada oxidagdo com o oxigénio do ar ou por adi¢do de agentes oxidantes para que sua
forma insoluvel seja restabelecida, proporcionando boa permanéncia em condigdes umidas.
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Figura 9 — Biopolimento com celulase livre. (a) Tecido de algodao e a fibra contendo
as microfibrilas salientes. (b) Processo de biopolimento. (¢) Tecido de algodao e a fibra apos o
biopolimento.
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Fonte: Autora (2020).

Para ambos os processos, a agitagdo mecanica ¢ um parametro importante para obter
os efeitos desejados. Além de agir na remocao das fibras enfraquecidas pela enzima, a agitagao
também auxilia na adsor¢ao e dessor¢ao da enzima no substrato, aumentando a taxa de reagao
(CAVACO-PAULO; ALMEIDA, 1996). No entanto, ¢ necessario evitar uma agitacao intensa
para que ndo ocorra danos ao substrato e para que ndo ocorra dissociagdo da enzima
(CAVACO-PAULO; ALMEIDA, 1994; CHOUDHURY, 2017). O nivel de agitagdo toleravel
¢ dependente da caracteristica de cada tecido. Outros parametros também devem ser
considerados nesses processos, sendo eles: o pH, a dosagem de enzima, composi¢ao do

preparado enzimatico, temperatura, tempo, relagdo de banho, tipo de fibra tecido e fibra,



48

presenga e concentragdo de produtos quimicos auxiliares. Ao final de cada processo ¢
necessario realizar a desativacio da enzima, seja por elevagdo do pH ou temperatura, para evitar
que esta continue atuando e cause efeitos indesejaveis ao substrato téxtil (CAVACO-PAULO;
ALMEIDA, 1994; GALANTE; FORMANTICI, 2003; MIETTINEN-OINONEN, 2007
NIERSTRASZ; WARMOESKERKEN, 2003; SCHINDLER, WOLFGANG D; HAUSER,
PETER J, 2004). Para o biopolimento, a dosagem de enzima recomendada ¢ 0,05 - 6% de
enzima por massa de artigo, dependendo do efeito desejado, do processo e da atividade da
enzima (MIETTINEN-OINONEN et al., 1999). Para a bioestonagem, a dosagem recomendada
de enzima ¢ de 1 a 4% por massa de substrato para que o efeito da estonagem seja alcancado

sem afetar a resisténcia do jeans (SIMIC et al., 2015).

Figura 10 — Bioestonagem com celulase livre. (a) Jeans e as fibras de celulose antes do
processo. (b) Processo de bioestonagem. (c) Jeans e as fibras de celulose ap6s estonagem.
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Apesar dos diversos beneficios oferecidos pela aplicagdo das celulases, a tecnologia
apresenta algumas desvantagens. A principal desvantagem do biopolimento sdo a perda de
resisténcia e massa excessivas que os tecidos tratados apresentam em comparagado ao tecido nao
tratado. Esses problemas estdo relacionados a atuagao da enzima no interior da fibra de celulose
e uma das alternativas para minimiza-los ¢ restringir a mobilidade da enzima pela imobilizagdo
em um suporte solido. Assim, a atuagdao ocorre principalmente na superficie das fibras de
celulose, preservando a estrutura interna da fibra e, portanto, minimiza a perda de resisténcia
(SIMIC et al., 2015). A intensidade da reducio na mobilidade vai depender da natureza do
suporte, turbuléncia no reator, do tamanho das particulas e da distribui¢do e concentracio da
enzima ao redor da particula. A imobilizagdo também permite que a enzima seja facilmente
recuperada e reutilizada, podendo inclusive melhorar seu desempenho em termos de atividade,
estabilidade e¢/ou seletividade (DE CASTRO et al., 2008; LENTING, H. B. M.
WARMOESKERKEN, M. M. C. G., 2001; SHELDON; VAN PELT, 2013).

Além da perda de massa e de resisténcia, a bioestonagem apresenta outro problema
importante que ¢ a maior redeposi¢ao do corante indigo liberado durante o processo no verso
ou na frente do jeans, o que reduz o contraste desejado entre as fibras brancas e tingidas
(AGRAWAL, 2017; BHAT, 2000; CAVACO-PAULO et al., 1998; GUSAKOV et al., 2001;
PURANEN et al., 2014). Esse fendmeno ¢ conhecido como backstaining e ¢ atribuido a
interacdo quimica entre o corante e as moléculas de enzima e a adsor¢@o da enzima na superficie
das fibras celulosicas (CAMPOS et al., 2000; CAVACO-PAULO et al., 1998; GUSAKOV et
al., 2001). Assim, a interacao celulose-celulase-corante resulta em uma maior redeposi¢cao de
corante. Embora algumas estratégias como adicionar proteases junto ao processo, selecao de
celulases e desenvolvimento de processos em temperaturas mais baixas tenham sido
investigadas para tentar minimizar o backstaining, ele continua sendo um problema para a
industria (CHOUDHURY, 2017). A imobilizacdo também ¢ uma das alternativas para

minimizar esse problema, pois evita que a enzima fique adsorvida ao jeans.

2.6 APLICACAO DE CELULASE IMOBILIZADA EM PROCESSOS DE
BIOACABAMENTO

Como discutido anteriormente, a imobilizacdo da celulase ¢ uma das alternativas

estudadas para contornar os problemas causados pelo uso da celulase livre nos processos de



50

bioacabamento téxtil. A seguir serdo apresentados os trabalhos encontrados na literatura até o
momento € 0s seus principais resultados.

KUMAR et al. (2008) mostraram que a celulase imobilizada em resina epdxi por
adsor¢ao alcangou os mesmos resultados de remocao de pilling que a enzima livre nos trés
primeiros ciclos de biopolimento. Nos ciclos seguintes, o seu efeito diminuiu lentamente, o que
pode estar associado a lixiviagdo da enzima do suporte. Esse foi o tunico trabalho encontrado
na literatura em que o potencial de retso em biopolimento foi avaliado, porém esse ¢ um
parametro muito importante porque pode compensar 0 aumento no custo enzima associado a
imobilizacao.

Em dois trabalhos, YU, YUANYUAN et al. (2013) e YU et al. (2014b) utilizaram um
copolimero comercial composto por acido metacrilico ¢ metacrilato de metila, denominado
Eudragit S-100, e o agente de acoplamento carbodiimida para imobilizar a celulase por ligagao
covalente. Esse copolimero ¢ soluvel acima de pH 4,8 e abaixo de pH 4,6 ele precipita. Assim,
ao utilizar tais materiais € possivel utilizar a enzima em sua forma soltivel durante as reagdes e
depois ¢ possivel recupera-las alterando o pH para um valor que torna o copolimero insoluvel.
Apos estudar os aspectos relacionados a imobilizagao, os pesquisadores avaliaram os efeitos da
enzima livre e imobilizada no biopolimento de fios e tecidos de algoddo. As amostras com a
celulase imobilizada apresentaram menor perda de massa e maior resisténcia a tragdo, além da
maior maciez em comparagao a amostra tratada com celulase livre. Além disso, as amostras de
tecido tratadas tratado com a enzima imobilizada apresentaram maior maciez. O mesmo grupo
de pesquisadores imobilizaram a celulase em EudragitS-100 e Eudragit L-100 por ligagao
10nica e também observaram menor perda de massa e maior resisténcia a tragdo dos fios e
tecidos de algodao tratados com a celulase imobilizada (YU ef al., 2014a). Apesar dos bons
resultados apresentados, ndo ¢ possivel concluir se houve remocao adequada das microfibrilas
salientes na superficie dos substratos, uma vez que nenhum teste de pilling foi realizado.

Em um trabalho desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, a
imobilizacao da celulase em nanoparticulas magnéticas encapsuladas em poli(metacrilato) de
metila foi estudada e posteriormente seu potencial de aplicacdo biopolimento de fio de algodao
foi avaliado (LIMA, 2016). A amostra tratada com a enzima imobilizada apresentou menor
perda de resisténcia a tragdo quando tratado com a celulase imobilizada, porém a amostra
apresentou uma coloragdo alaranjada proveniente da retencao das nanoparticulas no interior das
fibras celuldsicas.

SANKARRAJ e NALLATHAMBI (2018) também mostraram que as amostras de

tecido de algodao tratadas com celulase imobilizada em esferas de alginato de calcio revestido
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com Concanavalina A (proteina lecitina) apresentaram menor perda de massa e menor redugao
de resisténcia a tracao e ainda alcancaram melhor indice de brancura em relagdao as amostras
tratadas com a enzima livre. Porém, nenhum teste de teste de pilling foi realizado.

Visando a aplicacdo em bioestonagem, uma celulase comercial foi imobilizada em
pedra-pomes quimicamente modificada com APTES (PAZARLIOGLU et al., 2005). As
amostras tratadas com celulase imobilizada se mostraram mais claras que as amostras tratadas
com celulase livre e os efeitos de desbotamento foram mantidos durante reuso. Em
contrapartida, as amostras tratadas com celulase imobilizada apresentaram maior backstaining
que a livre no primeiro ciclo. Nos ciclos seguintes, os resultados de backstaining foram
proximos ao da enzima livre. Os autores relacionaram esse resultado a lixiviagdo das enzimas
que estavam fracamente adsorvidas ao suporte nos dois primeiros ciclos. A perda de massa e
de resisténcia a tracdo nao foram avaliados. Assim, ndo apresentou os resultados esperados da
imobilizagdo no processo.

A aplicacdo de celulase imobilizada em Eudragit S-100 também foi explorada em
processos de bioestonagem (YU, Y. ef al., 2013). A celulase imobilizada obteve efeitos de
desbotamento semelhantes aos obtidos pela celulase livre, porém seu uso resultou em uma leve
diminui¢ao do backstaining, menor perda de massa e maior resisténcia a tragao.

Como pode ser visto, os trabalhos relacionados a aplicagdo de celulase imobilizada
nos processos de bioacabamento da industria téxtil sdo escassos. De acordo com SOARES et
al. (2011), essa escassez provavelmente esta relacionada as significativas limitagdes difusionais
relacionadas ao substrato. A maioria dos trabalhos encontrados até o momento empregaram
apenas suportes sintéticos e/ou de natureza orgéanica. No entanto, esses suportes geralmente
possuem alto custo, sdo passiveis de contaminacdo microbiana e ndo sdo resistentes
mecanicamente para condi¢des de elevada agitacdo, o que os tornam inadequados para
aplicacdo industrial. Os efeitos esperados da imobilizagdo nao foram comprovados nos
trabalhos de biopolimento, uma vez que a maioria dos trabalhos apresentam dados de resisténcia
a tracdo e perda de massa, mas ndo apresentaram dados de grau de pilling. Nos trabalhos de
bioestonagem, nao houve reducdo significativa do backstaining, principal problema do

Pprocesso.
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2.7 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Diante do que foi exposto ao longo deste capitulo e a partir do levantamento dos
trabalhos sobre o uso de celulase imobilizada nos processos de biopolimento e bioestonagem,
nota-se o potencial dessa tecnologia para contornar os problemas relacionados a tais processos.
No entanto, a quantidade de estudos relacionados a aplicagdo de celulase imobilizada nos
processos de biopolimento e bioestonagem ainda ¢ pequena e mais estudos sao necessarios para
avaliar o potencial da tecnologia. A capacidade de retso, principal beneficio associado a
imobiliza¢do de enzimas e que estd diretamente relacionado ao custo-beneficio da técnica, tem
sido pouco explorada. At¢ o momento, a maioria dos suportes utilizados para imobilizar a
celulase visando a aplicagdo em bioacabamento sdo sintéticos e/ou de natureza organica. Em
geral, esses suportes apresentam elevado custo e apresentam caracteristicas, como baixa
resisténcia mecanica, facilidade de contaminagdo microbiana e elevado custo, que ndo sio
adequadas para aplicagdo industrial ¢ podem tornar a imobilizacdo uma alternativa inviavel.
Diante da necessidade de encontrar suportes com caracteristicas mais atraentes, o presente
trabalho propde o uso do caulim como suporte para imobilizagdo da celulase. Além de
apresentar caracteristicas ideais para imobilizagdo da celulase, o caulim ¢ um material natural,
facilmente encontrado e de baixo custo. Embora ele tenha sido muito pouco explorado na
imobilizacdo de celulases, bons resultados tém sido relatados para imobilizacdo de outras
enzimas. Neste contexto, na primeira parte do presente trabalho sera abordada a imobilizagao
da celulase em caulim; na segunda parte serd abordada a aplicacao da celulase imobilizada no

biopolimento de malha; e na terceira parte sera abordada a aplicagdo em bioestonagem de jeans.
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3 IMOBILIZACAO DA CELULASE EM CAULIM

Neste capitulo serdo descritos os materiais, procedimentos e resultados obtidos
referentes ao estudo de imobilizac¢do da celulase em caulim. Os experimentos foram realizados
no Laboratorio de Transferéncia de Massa (LABMASSA) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

Os resultados obtidos com a imobilizagdo da celulase em caulim por ligagcdo covalente
foram publicados na revista Bioprocess and Biosystems Engineering, volume 42, edigdo 7,

paginas 1165-1173, 2019 (LIMA et al., 2019).

3.1 MATERIAIS

O preparado enzimatico utilizado neste trabalho, BiokeyAKM (rico em
endoglucanases), foi gentilmente cedido pela empresa Akmey Biotecnologia Téxtil (Indaial,
SC, Brasil). Com o intuito de remover estabilizantes e possiveis impurezas que pudessem afetar
o processo de imobilizacdo, o preparado foi dialisado e liofilizado. A dialise foi realizada em
tampao fosfato 0,02 M (pH 6,0) por 7 dias a temperatura ambiente, sendo a solugdo tampao
trocada a cada 24 horas. Apos a liofilizacdo, a enzima foi armazenada em frasco
hermeticamente fechado a 4 °C.

O caulim (Saca B) foi cedido pela empresa Imerys (Para, Brasil). O 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) e carboximetilcelulose de sodio (90.000 Daltons) (CMC)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O glutaraldeido (GA, solucdo a 25% (m/v) em 4gua), acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS, PA), acido citrico monohidratado (PA), fosfato de potassio
monobadsico anidro (PA), fosfato de s6dio monobésico anidro (PA) , o fosfato de sddio dibasico
anidro (PA) e a glicose D (+) anidra (PA) foram adquiridos da Vetec. O hidréxido de sodio
(NaOH, P.A) foi obtido da Lafan Ltda. O tartarato de potassio e sodio (P.A) foi adquirido da

Dinamica.
3.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
Para avaliar o desempenho de um processo enzimatico, o principal parametro utilizado

¢ a atividade enzimaética, pois ndo esta relacionada com quantidade total de enzima e sim com

a quantidade de enzima ativa. A quantificagdo da atividade da celulase livre e imobilizada foi
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realizada utilizando a carboximetilcelulose (CMC) como substrato e foi relacionada com a
quantidade de agucares redutores liberados.

A quantificagdo dos agucares redutores foi determinada pelo método do DNS, descrito
por MILLER (1959). O método se baseia na oxidacao do grupo aldeido de agucares redutores
a um grupo carboxilico, em condicdo alcalina a quente. Simultaneamente, o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), que apresenta coloracdo amarela, ¢ reduzido a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, de coloragdo laranja avermelhado, o qual pode ser detectado a 540 nm
(MILLER, 1959).

Nos ensaios enzimaticos, 900 puL de solucdo 4% (m/v) de CMC, preparada em tampao
citrato-fosfato (0,15 M, pH 5,0), e 100 uL da amostra contendo enzima (livre ou imobilizada)
foram incubados a 55 £ 1 °C. Ao completar 30 minutos, foi adicionado 1,5 mL de solugao de
DNS para parar a reacdo. A solugdo resultante foi aquecida em banho de dgua fervente por 5
minutos e resfriada em banho de gelo. As amostras foram diluidas com agua destilada e
centrifugadas (3 minutos e 3130 g). Por fim, a absorbancia das amostras foi medida no
comprimento de onda de 540 nm e a concentragdo de agucares redutores foi determinada por
meio de uma curva de calibracdo, em que a glicose foi utilizada como padrao. A atividade foi
calculada utilizando a Equagao 1.

A atividade enzimatica foi expressa em Unidades Internacionais. Uma Unidade de
Atividade (U) representa a quantidade de actcares redutores (produto) produzidos em pumol por

minuto. Os ensaios foram realizados em triplicata.

AE = Mglicose

X Va Equacao 1

Em que,

AE ¢ atividade enzimatica (U/mL);

Mgiicose € a quantidade de glicose liberada (umols);
t € o tempo reacional (min);

Va € o volume de amostra contendo enzima (mL).

Para evitar interferéncias, em todos os ensaios foram preparadas amostras controle
(branco), que continham os mesmos componentes do ensaio de hidrélise. No entanto, o DNS

foi adicionado antes da adi¢do de enzima para nao haver reacdo de hidrolise.
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3.3 PROCESSO DE IMOBILIZACAO

Foram estudados dois métodos de imobilizagdo: adsor¢ao e ligacdo covalente. No
método de adsorcao foi utilizado o caulim natural (C) e no método de ligacdo covalente foi

utilizado o caulim funcionalizado com APTES e ativado com glutaraldeido (Cra).

3.3.1 Funcionalizacao do caulim com APTES

A funcionalizacdo do caulim foi baseada no método empregado por BATISTELLA et
al. (2015), com algumas modifica¢des. Inicialmente, 50 g de caulim foram dispersos em 500
mL de uma mistura etanol/agua (96/4). Em seguida, foi adicionado o APTES com uma
concentragdo em massa de 10% em relacdo ao caulim. A mistura foi mantida sob agitacdo por
12 horas a 82 °C. Ao final, o solvente foi evaporado, a amostra foi macerada com auxilio de

pistilo, peneirada (peneira com abertura de 38 pm) e armazenada em um frasco fechado.

3.3.2 Ativac¢ao do caulim com glutaraldeido

Para ativar o caulim natural e o caulim funcionalizado com grupamentos aldeidos, 10%
(m/v) da argila foi mantida em contato com uma solugdo de 2% (v/v) de glutaraldeido (GA),
pH 7,0, por 1 hora e 30 °C. Em seguida, as particulas foram lavadas com agua destilada para
remover o excesso de GA. As amostras de caulim natura (C) também foram mantidas nessas

condicdes, mas sem a adi¢dao de GA.

3.3.3 Imobiliza¢ao da celulase

ApOs a etapa de ativagdo, todas as amostras foram submetidas diretamente ao processo
de imobilizagdo. Para realizar a imobilizacdo, a solucdo de enzima (100 mg/mL) em tampao
fosfato (0,05 M) pH 7,0 foi adicionada as amostras de caulim. A suspensdo resultante foi
incubada a 25 °C e 150 rpm por 24 horas. Ao final, a argila foi recuperada por meio de
centrifugacao (3 minutos e 3130 g), lavada exaustivamente para remog¢ao de enzima residual,
ressuspensa em tampao e armazenada a 4 °C. O processo de imobilizagao utilizando os métodos

de adsor¢do e ligagdo covalente esta representado na Figura 11.
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Figura 11 — Esquema de imobilizagdo da celulase em caulim por (a) adsor¢ao, (b) ligagao
covalente.
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Fonte: Autora (2020).

A eficiéncia de imobilizagao foi determinada pela porcentagem de atividade retida no
suporte em relacdo a atividade oferecida no inicio da imobilizacdo (Equacdo 2). As atividades

foram quantificadas conforme o procedimento descrito no item 3.2.

_ Alg 5
Y= AR, * 100 Equacao 2

Em que,
Y corresponde a eficiéncia de imobilizagao (%);
AER corresponde a atividade enzimadtica retida no suporte (U/mL);

AEy corresponde a atividade enzimadtica antes do processo de imobilizagdo (U/mL).
3.4 CARACTERIZACAO DO CAULIM CONTENDO CELULASE IMOBILIZADA
Os difratogramas das amostras foram obtidos pela técnica de difracdo de raios X

(DRX) utilizando um difratdmetro equipado com detector Scintillation counter (Kf filter),

utilizando radiacdo CuKa (A = 1,5418 A), poténcia de 40 kV. As distincias basais foram
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calculadas utilizando-se a Lei de Bragg (Equagdo 3). A interpretagdo qualitativa dos
difratogramas foi baseada nos padrdes contidos na Base Internacional de Dados de Estruturas
Cristalinas (ICSD) de acordo com o PDF 01-089-6538. As analises foram realizadas no

Laboratério Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas (Linden) da UFSC.

d 001= A/(2 sen 0) Equagao 3

Em que,

d001 a distancia entre as camadas ou planos de atomos;
n ¢ um nimero inteiro e positivo (geralmente igual a 1);
A € o comprimento de onda do raio X;

0 ¢ o angulo entre o raio incidente e os planos refletidos (angulo de difracdo).

O tamanho médio das particulas de caulim foi determinado pela técnica de difracao de
laser utilizando o equipamento Mastersizer 3000E (Malvern) alocado no Laboratério de
Materiais Vitroceramicos (VITROCER) do Departamento de Engenharia Mecanica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

A morfologia das particulas e a composi¢do quimica elementar foi avaliada por meio
de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) acoplada com Espectroscopia por Dispersao
de Energia de Raios-X (EDX) utilizando o equipamento JEOL JSM-6390LV localizado no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa
Catarina. A técnica de EDX fornece uma analise qualitativa de como os elementos quimicos
estdo distribuidos na superficie do material analisado. Para realizar as andlises, as amostras

foram recobertas com uma fina camada de ouro.

3.5 PERFIS DE ATIVIDADE DA ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA

3.5.1 Determinacio da faixa de pH 6timo

A faixa de pH 6timo da enzima livre e imobilizada foi determinada por meio de ensaios
de atividade enzimdtica (item 3.2) em diferentes valores de pH (4,0, 5,0, 6,0 ¢ 7,0), sob

temperatura, concentracao de substrato e molaridade do tampao constantes, 55 °C, 4% (m/v) e
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0,15 M, respectivamente. Para os valores de pH de 6 a 7 foi utilizado o tampao fosfato e para

os valores de 4 e 5 foi utilizado o tampao citrato-fosfato.

3.5.2 Determinacéao da faixa de temperatura 6tima

A faixa de temperatura 6tima da enzima livre e imobilizada foi determinada pela
medida da atividade enzimatica (item 3.2) em diferentes temperaturas (35, 45, 55, 65 ¢ 75 °C),

mantendo o pH em 5,0 e concentragdo do substrato de 4% (m/v).

3.5.3 Estabilidade térmica e a0 armazenamento

Para comparar a estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada foram realizados
ensaios de atividade enzimatica (item 3.2) em diferentes tempos de incubagdo (30 a 300
minutos). A temperatura e o pH foram definidos a partir dos itens 3.5.1 ¢ 3.5.2 e a concentragao
de substrato foi de 4% (m/v).

A enzima livre e imobilizada foi armazenada em tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0

a 4 °C e sua atividade foi monitorada por 30 dias.

3.5.4 Capacidade de reuso

A capacidade de reuso da celulase imobilizada foi avaliada pela medida da atividade
enzimatica (item 3.2) em ciclos sucessivos. Ao final de cada ciclo, a enzima foi recuperada por
centrifugacao (5 minutos e 5290 g), lavada com tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0 e dispersa

em uma solucdo de CMC fresca, até completar 8 ciclos.

3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a
imobilizacdo da celulase em caulim. Inicialmente, serdo apresentados os resultados de
imobilizacao da celulase em caulim, em seguida, serdo apresentadas a caracterizagao do caulim

contendo a enzima imobilizada e os perfis de atividade da enzima imobilizada.
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3.6.1 IMOBILIZACAO DA CELULASE EM CAULIM

A imobilizac¢ao da celulase foi realizada utilizando dois métodos: adsorcao e ligagdo
covalente. No método de adsor¢do foi utilizado o caulim sem nenhum tipo de tratamento (C),
sendo a imobilizagdo da enzima atribuida principalmente a interacdes hidrofobicas com as
ligagdes siloxano das folhas tetraédricas e ligagdes de hidrogénio com os grupos hidroxilas
presentes nas bordas quebradas das folhas tetraédricas e octaédricas (AN et al., 2015). No
método de ligacao covalente foi utilizado o caulim funcionalizado com APTES e ativado com
GA (Cra). As etapas de funcionalizagdo, ativacdo e imobilizacdo estdo esquematicamente
apresentadas na Figura 12. A reagdo de funcionalizacdo consiste na hidrolise de grupos silanos
do APTES seguida pela condensacdo desses grupos com os grupos hidroxila da superficie do
caulim (KAHRAMAN et al., 2007; XU et al., 2014). O resultado ¢ o enxerto do silano na
superficie e a presenga de grupos amina funcionais na superficie do caulim. Posteriormente, os
grupos amino foram ativados com GA para torna-los reativos para se ligarem a enzima. O GA
¢ um dialdeido que reage rapidamente com grupos amina em torno do pH neutro
(MIGNEAULT et al., 2004). Na reagao de ativagdo, uma das extremidades do GA reage com
o grupo amina do silano e forma uma liga¢do imina, ou também conhecido como base de Schiff.
Em seguida, foi realizada a imobilizacdo da enzima através da reag@o entre seus grupos amina
(grupo amino terminal e grupo amino da cadeia lateral da lisina) e a extremidade livre do GA
(GUNDA et al., 2014). Em pH 7, a imobilizagdao tende a ocorrer através do grupo amino
terminal (pKa = 7-8) porque ¢ mais reativo que os grupos amino da cadeia lateral da lisina (pKa
~ 10) (BARBOSA et al., 2013; HERNANDEZ; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011).

As eficiéncias de imobilizagdo por ligagdo covalente e por adsor¢ao foram de 65 + 3,5
e 60 £ 2,5%, respectivamente. Embora o método de imobilizacao por ligagcdo covalente tenha
apresentado resultado superior (p < 0,05), a diferenga obtida pode ser pequena para justificar a
sua escolha, uma vez que ele demanda tratamentos na superficie do caulim para que seja
estabelecida a ligagao covalente entre enzima e suporte, o que torna a técnica mais onerosa. Por
outro lado, apesar de o método por adsor¢ao ser mais simples, mais rdpido e de menor custo,
ele pode ndo ser recomendado para imobilizacdo de endoglucanases devido a tendéncia destas
enzimas se soltarem do suporte durante a hidrdlise devido a sua elevada afinidade pelo substrato
(LINDER et al., 1995). Assim, outros pardmetros precisam ser avaliados para selecionar o

melhor método.
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LIMA et al. (2017) reportaram uma eficiéncia de imobilizacao de 49% para celulase

imobilizada em nanoparticulas magnéticas encapsuladas em poli(metacrilato de metila).

Utilizando um copolimero comercial de metacrilato de metila e acido metacrilico (Eudragit S-

100) como suporte, YU, Y. et al. (2013) e YU et al. (2015) relataram efici€éncia de imobilizagao

de aproximadamente 80% empregando o método de ligagdo covalente e adsorgao,
p preg g

respectivamente. Assim, nota-se que os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados

na literatura, porém o caulim, suporte utilizado no presente trabalho, possui caracteristicas mais

atrativas e com maior potencial para aplicagdes industriais. O caulim ¢ um material encontrado

na natureza, de baixo custo e que apresenta estabilidade térmica, resisténcia mecanica, nao ¢

toxico, entre outras caracteristicas, que tornam os resultados obtidos relevantes para a

imobilizacao de celulases.

Figura 12 — Etapas envolvidas no processo de imobilizagdo da celulase por ligagao covalente
em caulim.
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3.6.2 CARACTERIZACAO DO CAULIM CONTENDO CELULASE IMOBILIZADA

Os difratogramas de raios X das amostras de caulim (C), caulim contendo enzima
imobilizada por adsor¢do (Cg) e caulim contendo enzima imobilizada por ligacdo covalente
(Cra-g) estdo apresentados na Figura 13. Os picos de maior intensidade em 260 = 12,40 e 24,90°
podem ser atribuidos a caulinita indicando que este ¢ o principal constituinte do caulim
utilizado. A amostra funcionalizada (Cra) e as amostras contendo enzima imobilizada (Ck e
Cra-E) ndo apresentaram alteracdes nas posi¢des e intensidades das reflexdes de Bragg,
indicando que a cristalinidade do caulim foi mantida apds a ligacdo da enzima e também apos
a funcionalizagdo. Os valores de distanciamento basal das amostras Cra, Cg € Cra-E (doo1 = 0,71
nm) foram iguais ao da amostra C (doo1 = 0,72 nm), sugerindo que ndo houve expansdo das
lamelas. Assim, ¢ possivel dizer que as moléculas de APTES e celulase estdo ligadas apenas
nas superficies externas e nas bordas do caulim (BARRAL et al., 2008). Esse resultado era
esperado uma vez que o caulim apresenta uma estrutura nao expansivel devido a sua baixa
capacidade de troca idnica e as ligacdes de hidrogénio entre suas lamelas, fazendo com que
apenas moléculas pequenas possam ser intercaladas (AN et al., 2015; BARRAL et al., 2008;
FIORITO et al., 2008). Esse resultado ¢ muito importante para esse trabalho porque ¢
fundamental que a celulase esteja localizada na superficie do suporte para conseguir ter contato
com o substrato.

Os resultados de distribui¢do de tamanho de particulas obtida por difragcdo de laser do
C, Cra, Cee Cra-g estdo apresentados na Figura 14. Observa-se que todas as amostras mostraram
uma ampla distribuicdo de tamanhos e apresentaram um Dsy?> proximo, o que sugere que a
funcionalizacdo e a imobilizacdo ndo influenciaram no tamanho das particulas. Os maiores
valores de Doo observado nas amostras contendo enzima imobilizada pode estar relacionado a
agregacdo de particulas menores devido as diversas centrifugagdes realizadas durante a

lavagem das particulas apds a imobilizagao.

2 Didmetro de particula mediano, ou seja, significa que ha 50% de particulas maiores que o Dsp € 50% de
particulas menores que o Ds.
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Figura 13 — Difratogramas de raio-X das amostras (a) caulim, (b) caulim funcionalizado, (c)
caulim contendo enzima imobilizada por adsor¢ao e (d) caulim contendo enzima imobilizada
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Fonte: Autora (2020).

A Figura 15 apresenta as imagens obtidas pela microscopia eletronica de varredura

(MEV) das amostras C, Cra, Cg e Cra.e. Observa-se que a amostra C (Figura 15-a) apresenta

particulas de diferentes tamanhos em forma de plaquetas com bordas bem definidas,

caracteristicos da estrutura da caulinita. De acordo com as analises de EDX, essa amostra

apresentou os elementos que compdem o caulim, que sdo o silicio, aluminio e oxigénio, €

também apresentou carbono, que pode ser atribuido a impurezas na forma de carbono, como

carbonatos. Na amostra funcionalizada (Cra) (Figura 15-b), observa-se a presenca de particulas

em forma de plaquetas com bordas arredondadas, o que pode ser atribuido a modificacao

superficial das particulas resultante da funcionalizagdo com APTES. Os resultados de EDX

comprovam a presenca do APTES, pois foi detectada a presenca de nitrogénio e aumento da

porcentagem massica de carbono. Nas amostras contendo enzima (Figura 15-c e d), observa-se
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a presenga de particulas, mas nao € possivel observar o formato de plaquetas. As analises de
EDX de ambas as amostras também mostraram aumento da porcentagem massica de carbono,
além da presenca de nitrogénio. No entanto, as porcentagens massicas de carbono e nitrogénio
sdo maiores na amostra Cra-g. Esses resultados sdo coerentes, pois na amostra Cg 0 aumento da
porcentagem de carbono e a presenca de nitrogénio pode ser associado a presenca da enzima.
Ja na amostra Cra-g os resultados podem ser relacionados a presenga do APTES e da enzima.
Logo, com os resultados de MEV e EDX ¢ possivel mostrar a presenca da enzima nas particulas

de caulim.

Figura 14 — Distribui¢ao de tamanho de particulas das amostras de (a) caulim, (b)
caulim funcionalizado, (¢) caulim contendo enzima imobilizada por adsor¢do e (d) caulim
contendo enzima imobilizada por liga¢ao covalente.
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Figura 15 — Imagens de MEV das amostras de (a) C, (b) Cra, (¢) Ct e (d) Crak.
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3.6.3 PERFIS DE ATIVIDADE DA ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA

A imobilizagdo pode causar algumas alteragdes nas propriedades da enzima afetando,
por exemplo, a atividade catalitica e a estabilidade (BRENA et al., 2013; GARCIA et al., 1989).
Essas alteracdes podem ser resultado da modificacao da estrutura terciaria da enzima ou pelo
fato da interagcdo entre a enzima imobilizada e o substrato ocorrer em um microambiente
diferente ao da enzima em solugdo (BRENA et al., 2013; CLARK, 1994). Como resultado, a
enzima imobilizada pode adquirir novas propriedades cinéticas e apresentar comportamento
diferente sob determinadas condi¢des de pH e temperatura. Assim, para cada novo protocolo

de imobiliza¢ao, a enzima imobilizada deve ser cuidadosamente caracterizada e testada

3.6.3.1 Influéncia do pH na atividade enzimatica da enzima livre e imobilizada

O efeito do pH na atividade das celulases livre e imobilizadas por adsorc¢do e ligagdo
covalente ¢ mostrado na Figura 16. Observa-se que as enzimas apresentaram comportamento
semelhante e uma boa estabilidade na faixa de pH estudado. Os valores de atividade foram
maximos e estatisticamente iguais (p = 0,05) nos valores de pH 4 e 5 para todas as enzimas.
Esses resultados sugerem que as propriedades cataliticas da enzima ndo foram alteradas apos a
imobilizacdo, o que € consistente com outros trabalhos (HUNG et al., 2011; LIMA et al., 2017,
LIN et al.,2017; YU et al., 2014a; ZANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015; ZHOU, 2010).
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Figura 16 — Influéncia do pH na atividade da enzima livre (quadrado preto),
imobilizada por adsor¢ao (tridngulo azul) e imobilizada por ligagcdo covalente (circulo
vermelho) a 55 °C por 30 min.
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Fonte: Autora (2020).

3.6.3.2 Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da enzima livre e imobilizada

Em geral, o efeito da temperatura na taxa de reagdes catalisadas por enzimas nao
fornece muita informacao sobre o mecanismo de reacdo. No entanto, estes efeitos podem ser
importantes indicadores de alteragdes estruturais na molécula da enzima apos a imobilizagao.
Assim, o efeito da temperatura nas atividades das celulases livre e imobilizadas (Cg e Cra-g) foi
avaliado e ¢ mostrado na Figura 17A média das atividades da enzima livre e imobilizada por
adsor¢do nos pontos de 45 e 55 °C foram iguais (p < 0,05) e nesses pontos a atividade foi
maxima. Ja para a enzima imobilizada por ligacdo covalente, ndo houve diferenga significativa
entre as médias das atividades obtidas entre 45 e 75 °C, sendo essa a faixa de temperatura 6tima.
A ampliacao da faixa de temperatura 6tima de enzimas imobilizadas por ligagdo covalente ¢
frequentemente observada e pode ser atribuida a forte ligacdo entre enzima e suporte, que
afetam as forgas intramoleculares responsaveis pela manuten¢ao da conformacao da molécula

proteica.
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Figura 17 — Influéncia da temperatura na atividade da enzima livre (quadrado preto),
imobilizada por adsorcdo (tridngulo azul) e imobilizada por ligacdo covalente (circulo
vermelho) em pH 5 por 30 min.
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Fonte: Autora (2020).

3.6.3.3 Estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada

Uma das principais vantagens proporcionadas pela imobilizacdo € a possibilidade de
reutilizar a enzima. No entanto, a enzima precisa ser muito estavel ou tornar-se altamente
estabilizada durante o processo de imobilizagdo para alcangar bons resultados de reuso e tornar
a imobilizacdo tecnicamente viavel (MATEO et al., 2007). A estabilidade térmica estd
relacionada com a capacidade da enzima manter sua conformacdo nativa em temperaturas
relativamente altas. Para avaliar a estabilidade térmica, a celulase livre e imobilizada (Cg e Cra-
g) foram mantidas a 55 °C em tampao pH 5,0 e em intervalos de tempo pré-definidos uma
aliquota era coletada para quantificar a atividade. De acordo com a Figura 18, tanto a celulase
livre quanto as celulases imobilizadas apresentaram boa estabilidade térmica, mantendo a
atividade por 24 horas. Resultado semelhante foi relatado por SIMON (2015) ao incubar a
celulase na presenca de agua e bicarbonato de s6dio por 3 h a 70 °C. A elevada estabilidade

térmica ¢ uma caracteristica importante para que nao ocorra redug¢do de atividade catalitica
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devido a desnaturacdo da enzima durante o reuso. Apesar da celulase imobilizada por adsor¢ao
ndo apresentar amplia¢do da faixa de temperatura 6tima, ela se mostrou termicamente estavel
como a celulase imobilizada por ligagao covalente na temperatura otima.

Outro aspecto importante a ser avaliado ao imobilizar uma enzima ¢ a sua estabilidade
ao armazenamento. Esse pardmetro estd relacionado a capacidade da enzima manter sua
atividade durante o periodo entre produgio e uso (O’FAGAIN, 2003). A desativagdo lenta da
enzima durante esse periodo pode afetar a reprodutibilidade dos processos. Durante o periodo
de 30 dias, a atividade das enzimas livre e imobilizada (Cg e Cra-g) foi monitorada e a atividade
catalitica de todas as enzimas foi mantida. ZHANG et al. (2016) obtiveram resultados
semelhantes para a celulase imobilizada em silica gel modificada por APTES e ativada com
GA. A enzima imobilizada manteve 92,4% de sua atividade ap6s 38 dias armazenada a 4 °C.

Os resultados obtidos de estabilidade térmica e ao armazenamento sugerem que o
método e o suporte empregados para imobilizar a celulase ndo afetaram suas propriedades

cataliticas e sdo promissores do ponto de vista industrial.

Figura 18 — Estabilidade térmica da enzima livre (quadrado preto), imobilizada por adsor¢ao
(tridngulo azul) e imobilizada por ligagao covalente (circulo vermelho) a 55 °C e pH 5,0.
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Fonte: Autora (2020).
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3.6.3.4 Capacidade de reuso

Enzimas imobilizadas apresentam um custo adicional em relagcdo a sua forma livre
devido aos custos do suporte e processo de imobilizacdo. Assim, a enzima imobilizada deve
apresentar elevada capacidade de reuso para que a reducdo no consumo de enzima compense
os custos da imobilizagdo e o custo final do processo seja equivalente ou inferior ao da enzima
livre.

A capacidade de reuso da celulase imobilizada por adsor¢do e por ligagdo covalente
foi avaliada realizando ciclos sucessivos de hidrélise. Como mostra a Figura 19, ambas as
enzimas imobilizadas apresentaram cerca de 86% de sua atividade inicial apds 8 ciclos de uso,
0 que representa um excelente desempenho. Um dos fatores que pode ter contribuido para esse
resultado ¢ a elevada estabilidade térmica apresentada pela enzima, como discutido no item
4.3.3. De acordo com a literatura, as técnicas de liga¢do covalente s3o mais adequadas para a
imobiliza¢do de endoglucanases, pois estas podem facilmente se desprender do suporte devido
a sua elevada afinidade pelo substrato (LINDER et al., 1995). No entanto, no presente trabalho,
as celulases imobilizadas apresentaram resultados de reuso semelhantes, o que permite dizer
que para as condi¢des estudadas a enzima imobilizada por adsor¢ao foi tdo estavel quanto a
enzima imobilizada por ligagdo covalente.

Visando aplicacdo em bioacabamento, YU, YUANYUAN et al. (2013) mostraram que
a celulase imobilizada em Eudragit S-100 reteve apenas 52% de sua atividade inicial apds cinco
ciclos. Em um trabalho posterior, YU et al. (2014a) imobilizaram a celulase em Eudragit S-100
e Eudragit L-100. Apesar de ter obtido maior retengdo de atividade apds a imobilizagdo, menos
de 40% da atividade inicial foi mantida apds cinco ciclos de uso. Os resultados obtidos no
presente trabalho também sdo superiores aos obtidos em outros trabalhos que empregaram as
mesmas condigdes de retiso (ABRAHAM et al.,2014; LIMA et al.,2017; MISHRA; SARDAR,
2015; QI et al., 2015; WU et al., 2005; YANG et al., 2016). Assim, observa-se que além de
apresentar caracteristicas importantes para imobilizagdo de enzimas, o uso do caulim na

imobilizacao de endoglucanases proporcionou resultados promissores de reuso.
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Figura 19 — Atividade enzimatica da enzima imobilizada por adsor¢do (cinza) e
imobilizada por ligagdo covalente (preto) apos ciclos sucessivos de 30 min, 55 °C, pH 5,0 e
concentragdo de substrato de 4% (m/v).
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3.7 CONCLUSAO

A imobilizagao tem sido a principal alternativa estudada para melhorar a estabilidade
de enzimas e diminuir os seus custos. Para os processos de bioacabamento, o principal objetivo
da imobilizagdo ¢ obter produtos de melhor qualidade. A maioria dos suportes utilizados na
imobilizacdo de celulases geralmente sdo sintéticos e/ou de natureza sintética. Por ser um
material natural, facilmente disponivel na natureza e de baixo custo, neste trabalho foi proposto
o uso do caulim como suporte para imobilizagdo da endoglucanase. Foram obtidos eficiéncia
de imobiliza¢do de 65+ 3,5 e 60 + 2,5% empregando o método de ligagdo covalente e por
adsor¢do, respectivamente. Através da andlise de difragdo de raios X foi comprovada a
imobilizacao da celulase na superficie das particulas caulim. As propriedades cataliticas das
enzimas imobilizadas em relacdo a variacdo do pH ndo foram alteradas apds a imobilizagdo.
Apesar de a celulase imobilizada por ligacdo covalente apresentar ampliagdo da faixa de
temperatura 6tima, a celulase imobilizada por adsor¢cao mostrou ser tao estdvel quanto ela na

temperatura de 55 °C (temperatura 6tima para as duas enzimas). Durante os ensaios de reuso,
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as celulases imobilizadas mantiveram cerca de 86% de sua atividade inicial apos oito ciclos de
uso. Como nao foram observadas diferengas consideraveis nos resultados obtidos pela

endoglucanase imobilizada pelos dois métodos, optou-se por estudar os efeitos de ambas na

etapa seguinte.
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4 APLICACAO DE CELULASE IMOBILIZADA EM BIOPOLIMENTO

Nesta se¢ao serdao apresentados e discutidos os resultados obtidos ap6s a aplicacao da
celulase livre e imobilizada no biopolimento de malhas de algoddo. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Transferéncia de Massa (LABMASSA) do Departamento de

Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

4.1 MATERIAIS E METODOS

A amostra utilizada neste trabalho foi uma malha crua (150 g/cm?) fabricada com fio
open-end 100% algoddo. Antes de realizar os experimentos, a malha foi pré-alvejada, de acordo
com a norma ABNT NBR 13218-1994, utilizando uma solu¢do contendo 5 g/L de silicato de
sodio, 5 g/L de sulfato de magnésio, 2% (m/v) de perdéxido de hidrogénio e 1% (v/v) de
emulgador Prote-Pon WRR 14-BR (cedido pela empresa Prox do Brasil). O pH dessa solugao
foi ajustado com uma solugdo de 50% (m/v) de hidréxido de sodio até atingir pH 11. O processo
foi conduzido a 90 °C, por 60 minutos, relacdo de banho 1:10 (1 grama de tecido para 10 mL
de solugdo) em uma maquina de lavagem em tambor, modelo Mathis MTP-HT. Apos esse
processo, o banho foi descartado e a amostra foi neutralizada com uma solugao de 2% (v/v) de
acido acético, na mesma relagdo de banho utilizada anteriormente, a temperatura ambiente por
10 minutos. Ao final, o banho foi descartado e a malha foi lavada duas vezes com 4gua, seca
ao ar livre e armazenada em temperatura ambiente.

Os ensaios de biopolimento com celulase livre (BPe), imobilizada por ligacao
covalente (BPcov) e imobilizada por adsor¢do (BPads) foram realizados em equipamento de
tingimento HT (Modelo ALT-B, Mathis) por 90 minutos, 50 °C, 60 rpm e com rela¢do de banho
1:30 (1 grama de malha para 30 mL de tampao acetato 50 mM pH 5,0). A concentragao de
enzima livre utilizada foi de 0,67 mg/mL (2% de massa de enzima por massa de tecido) ¢ a
concentracdo de enzima imobilizada utilizada foi de 50 mg/mL. A fim de proporcionar uma
maior abrasdo, 10 esferas de aco inoxidavel de 6 mm foram adicionadas em cada banho
(conforme a norma ABNT NBR ISO 105-C06). Apds o biopolimento, as amostras foram
separadas do banho e lavadas trés vezes com tampao acetato 50 mM pH 5,0. Em seguida, as
amostras foram submetidas a uma etapa para desativar a enzima residual utilizando solucao de
hidréxido de sddio 1 mM, por 15 minutos e 100 °C. Ao final, as amostras foram lavadas com

agua e foram deixadas em estufa de ventilagdo de ar a 60 °C por 2 horas. Dois ensaios controles
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foram realizados nessas mesmas condi¢des: em um foi utilizada apenas solugdo tampao (BPc)
e no outro foi utilizada a solu¢ao tampao contendo argila sem enzima (BPa).

Para avaliar a capacidade de reuso das enzimas imobilizadas, as solucdes utilizadas no
processo de biopolimento e a solu¢do resultante da lavagem das amostras foram centrifugadas
(3 minutos e 3130 g). As particulas sedimentadas foram ressuspendidas mantendo a relagdo de

banho 1:30 e a suspensao foi utilizada no biopolimento de novas amostras de malha.
4.1.1 Variacao de massa apods o biopolimento

A variacao de massa (Equagao 4) apos o biopolimento foi determinada pela diferenca
da massa das amostras antes e depois do biopolimento (ALY et al., 2004; SANKARRAJ;
NALLATHAMBI, 2018). A andlise foi feita apds secagem das amostras em estufa de

ventilagdo de ar a 60 °C, por 2 horas e resfriamento em dessecador.

mo— 1My

Variacdo da massa (%) = ( )X 100 Equagédo 2

mo
Em que,
mo = massa da amostra antes do biopolimento;

m; = massa da amostra apds o biopolimento.
4.1.2 Teste de tracao

Os ensaios de resisténcia a tracao foram realizados de acordo com norma ABNT NBR
ISO 13934 adaptada. Os ensaios foram realizados em 10 corpos de prova de 25 mm de largura
e 100 mm de comprimento. O equipamento utilizado foi o Texturdmetro TA HD plus (Stable
Micro Systems) e célula de carga de 50 N, localizado na Central de Analises do Departamento

de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.
4.1.3 Grau de brancura
O grau de brancura das amostras apos o processo de biopolimento foi realizado de

acordo com a norma ASTM E313-15 utilizando espectrofotometro CM-3600a da marca

Minolta. Foram realizadas leituras em trés regides diferentes de seis amostras.
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4.1.4 Analise de pilling

As andlises de pilling foram realizadas de acordo com a norma ASTM D4970
utilizando o abrasimetro Martindale TC 145 (Texcontrol) localizado no Laboratério de Tecido
e Malhas (LABTEC) da Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Blumenau. Foram
utilizadas 3000 rotagdes por ensaio e pressdo de 120 kPa. O equipamento Martindale simula
os mecanismos de atrito que levam ao desgaste da superficie do tecido e a formacao de pilling.
O grau de classificacao de pilling foi avaliado visualmente comparando a amostra tratada com
padrdes fotograficos e uma nota entre 1 a 5 foi dada. A nota 5 significa que a amostra ndo tem

pilling e anota 1 significa que a amostra apresenta uma quantidade muito severa de pilling.

4.1.5 Analises morfoldgicas

A superficie das amostras de malha tratada e ndo tratada foi avaliada por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) utilizando o equipamento JEOL JSM-6390LV
localizado no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal
de Santa Catarina. Antes de realizar as analises, as amostras foram recobertas com uma fina

camada de ouro (material condutor).

4.1.6 Avaliaciao da propriedade tintorial apos o biopolimento

As amostras submetidas ao processo de biopolimento foram submetidas a um
tingimento padrdao com corante vermelho reativo (Vermelho Tiafix AF/B — Aupicor Quimica).
O processo de tingimento (Figura 20) foi baseado no procedimento empregado por SILVA
(2013) e foi realizado no equipamento de tingimento em canecos (Modelo ALT-B, Mathis)
utilizando uma relacao de banho de 1:50 (1 grama de tecido para 50 mL de solucao). No inicio
do processo de tingimento foram adicionados o dispersante/sequestrante, o corante e o cloreto
de sodio. Apos 30 min, o alcali foi adicionado em duas etapas e o processo foi conduzido por
mais 60 minutos. Ao final, o banho foi descartado e foi iniciada a lavagem das amostras
tingidas, conforme a Figura 21. Os produtos utilizados em todo o processo e suas quantidades

estao especificados na Tabela 1.
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Figura 20 — Etapas do processo de tingimento.

Fonte: Autora (2020).

Figura 21 — Etapas de lavagem da malha tingida.

Fonte: Autora (2020).
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Tabela 1 — Produtos e suas quantidade utilizadas no processo de tingimento.

Produto Quantidade
Dispersante/Sequestrante Ladiquest 2005 1,5 g/L
Cloreto de sodio 80 g/L
Corante Vermelho Tiafix AF/B 0,6% em relacao a massa da malha
Alcali Liquido Laugal MV 6,7 g/L
Dispersante Verolan NVR 0,75 g/L

Fonte: Autora (2020).

A avaliagdo da cor da malha tingida foi realizada utilizando o espectrofotometro
CM3600a da marca Minolta, que segue o sistema CIE (CIELAB). Tal sistema correlaciona os
valores de cor com a percepcao visual e € expresso por um espago tridimensional com as
coordenadas L*, a* e b* (Figura 22). A coordenada L* se refere a luminancia e pode assumir
valores de 0 (preto) a 100 (branco). Ja as coordenadas a* e b* estdo relacionadas as cores, onde
a* negativo aponta uma tendéncia para o verde e a* positivo para o vermelho; b* negativo
apresenta uma tendéncia para o azul e o b* positivo para o amarelo (BROADBENT, 2001). A
diferenca total de cor entre as trés coordenadas (AE), determinada pela Equagdo 5, indica a
magnitude da diferencga total de cor entre uma amostra e a referéncia (padrao) (BROADBENT,
2001). Os ensaios foram realizados em duplicata e cada replicata foi analisada em quatro pontos
diferentes. O padrdo utilizado foi a amostra submetida ao processo apenas com tampado (BPc)

tingida.

AE = VALZ + Aa? + Ab? Equagéo 3

Figura 22 — Espaco de cor CIELAB.
Branco
5

Preto

Fonte: MINOLTA (2007).
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios com enzima livre foi utilizado 0,67 mg/mL (2% de massa de enzima por
massa de tecido), o que corresponde a uma atividade de 2,5 U/mL. Para que os efeitos da enzima
livre e imobilizada pudessem ser comparados, foi utilizada uma quantidade de enzima
imobilizada que correspondesse a atividade da enzima livre, que foi de 50 mg/mL. A maior
quantidade de enzima imobilizada necessaria para atingir a mesma atividade da enzima livre
pode ser atribuida ao uso do suporte, que, em geral, corresponde a mais de 95% da massa total
do biocatalisador imobilizado (SHELDON; VAN PELT, 2013). Ademais, uma maior
quantidade de enzima pode ser necessaria para compensar a perda de atividade causada pela
imobilizacao.

Os efeitos do tratamento com celulase livre, imobilizada por adsor¢ao e imobilizada
por ligacdo covalente em termos de variacdo de massa, resisténcia a tracdo, grau de brancura e
grau de pilling estdo apresentados na Tabela 2. Apds o biopolimento, ¢ esperado que as
amostras tratadas com celulase apresentem perda de massa devido a remog¢ao da microfibrilas.
(CHOUDHURY, 2017; MONTAZER; HARIFI, 2018; SIMIC et al., 2015). De acordo com
SARAVANAN et al. (2009), perdas de massa em torno de 1-2% ja sdo suficientes para obter
uma redugdo notavel na tendéncia de formacdo do pilling em malhas. Comercialmente, perdas
de massa de 3 a 6% sao consideradas aceitaveis (CHOUDHURY, 2017; MONTAZER;
HARIFI, 2018; SIMIC et al., 2015).

A perda de massa apresentada pela amostra BPc (biopolimento em solu¢ao tampao)
pode ser atribuida a remogao das fibrilas por agdo mecanica. A amostra BPe (biopolimento com
celulase livre) apresentou uma perda de massa de aproximadamente 2,5%, o que estd dentro da
faixa aceitavel comercialmente. Por outro lado, as amostras BPa (biopolimento com solugdo
tampdo e argila), BPads (biopolimento com celulase imobilizada por adsor¢do) e BPcov
(biopolimento com celulase imobilizada por ligagdo covalente) apresentaram ganho de massa.
Esse resultado pode ser atribuido ao aprisionamento das particulas de caulim nos micro poros
ou espacos vazios presentes entre os microfibrilas dos filamentos de algodao (BROADBENT,
2001). A presenca de particulas de caulim pode ser comprovada pelas imagens de MEV da
Figura 23.

Ainda em relacdo a variacdo de massa, observa-se que a amostra BPcov apresentou
um ganho de massa muito maior que a amostra BPads, o que mostra uma maior incorporagao

de caulim na malha. Como as amostras de celulase imobilizada pelos métodos de adsorgdo e
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ligagdo covalente apresentaram uma distribui¢do de tamanho semelhante, a diferenga na
reten¢do das particulas ndo pode ser justificada pela diferenca do tamanho das particulas.
Assim, ¢ possivel que na amostra BPcov também ocorra alguma ligacdo quimica entre as
particulas de caulim e a celulose. Assim como ocorre na reagao de funcionalizagdo (Figura 15),
os grupos silanos hidrolisados do APTES (que ndo reagiram com o caulim) podem se condensar
com os grupos hidroxila da celulose, o que pode resultar na fixacdo do caulim no tecido
(KHANJANZADEH et al., 2018; MONDAL et al., 2018; PUJIASIH et al., 2018; RAFIEIAN
et al., 2019). Além disso, se houver alguma extremidade livre de glutaraldeido pode haver
reacdo de acetilacdo com os grupos hidroxila da celulose em condi¢des acidas (JEON et al.,
2019; WU et al., 2015).

Como foi detectada a presenca de particulas no tecido foi realizado o teste de grau de
brancura, uma vez que a presenca de particulas pode afetar esse parametro. De acordo com a
norma ASTM, brancura ¢ um atributo da percepcao de cores pelo qual se julga que a cor de um
objeto se aproxima do branco preferido (ASTM, 2015). O grau de brancura ¢ um nimero,
calculado a partir de dados colorimétricos, que indica o grau de partida de uma cor de objeto
em relagdo ao branco preferido (ASTM, 2015). Quanto mais alto for o valor, maior sera a
brancura do substrato analisado.

Observa-se que as amostras BPe, BPa e BPads apresentaram um grau de brancura
proximo. O grau de brancura obtido por essas amostras € tipico para substratos de algodao, uma
vez que as fibras de algoddo contém impurezas que absorvem mais luz na regido azul do
espectro visivel do que nas outras proporcionando um tom amarelado ou acastanhado. A
remogao dessas impurezas na etapa de pré-alvejamento aumenta a refletancia azul do substrato
téxtil e proporciona um aumento de luminosidade. Porém, mesmo ap6s um pré-alvejamento
prolongado, uma certa quantidade de amarelamento permanece (CHOUDHURY, 2014). Para
obter um substrato de algoddo branco ¢ necessario tratd-lo com um corante azul, conhecido
como branqueador 6tico, para adicionar cores complementares ao substrato. Esses corantes
absorvem a luz na parte verde-amarela do espectro e, assim, aumentam a percepg¢ao visual do
branco (CHOUDHURY, 2014).

Apenas a amostra BPcov apresentou uma diminui¢cdo do grau de brancura. Essa
alteragdo indica o amarelamento do tecido, o qual ¢ resultado da incorporagao das particulas de
caulim que adquiriram uma coloragdao amarelada apos a etapa de ativagao com o glutaraldeido
e que se intensificou apos a ligagdo com a enzima. Essa coloragdo amarelada do caulim pode
ser atribuida a formagdo de bases de Schiff entre o silano, glutaraldeido e enzima (HOPWOOD

et al., 1970). O amarelamento de tecidos pode ser um problema porque, geralmente, ¢ associado
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a falta de qualidade devido ao envelhecimento ou sujeira (CHOUDHURY, 2014). Se enviada
para tingimento, a amostra amarelada pode causar alteragdes de cor no substrato tingido, como
problemas na igualiza¢ao do tingimento e aparecimento de manchas.

Um dos principais problemas associados ao biopolimento de tecidos ¢ a perda de
resisténcia a tracdo do tecido. De acordo com os dados da Tabela 2, observa-se que todas as
amostras tratadas com celulase apresentaram perda de resisténcia a tracdo, porém a amostra
BPe foi a que apresentou a maior perda de resisténcia. A amostra BPe apresentou cerca de 36%
de perda de resisténcia em relagdo a amostra BPc, enquanto as amostras tratadas com celulase
imobilizada, BPads e BPcov, apresentaram entre 20 e 12%, respectivamente. Durante os ensaios
também foi observada a presencga de furos em algumas amostras tratadas com a celulase livre.
Como pode ser observado pela imagem de MEV (Figura 23-c.1) da regido de uma amostra que
continha um furo, hd uma intensa degradagao das fibras do algodao. Esses resultados sugerem
que a enzima imobilizada causou menos dano a estrutura interna dos fios da malha, o que pode

ser atribuido a restri¢ao da atuac¢do da enzima a superficie dos fios devido a imobilizagao.

Tabela 2 — Efeitos da celulase livre, imobilizada por adsor¢ao e imobilizada por ligacao
covalente no biopolimento de amostra de malha de algodao.

Amostra Variacio de Forca maxima de  Grau de Grau de
massa (%)’ tracao (N) Pilling brancura
BPc? -0,6+0,1 153+1,0 1,0 61+1
BPa® +2,4+0,04 14,9+ 0,7 1,0 58+1
BPe¢ -2,5+0,3 9,7+ 1,1 3,0 61 +1
BPads‘- 1° ciclo +0,9+0,5 12,3+0,8 3,0 59+1
BPads — 2° ciclo +1,2+04 14,3+0,9 3,0 60 + 1
BPads — 3° ciclo + 1,704 14,5+ 0,4 2,5 60 + 1
BPcov® — 1° ciclo +4,5+0,3 13,5+0,9 4,0 39+2
BPcov - 2° ciclo +4,9+0,4 13,6 £ 0,6 3,0 41 +2
BPcov — 3° ciclo +4,3+0,4 13,9+1,1 3,5 41 +2

Fonte: Autora (2020).
2 Biopolimento com solugio tampio; ® Biopolimento com solugio tampdo e argila; ® Biopolimento com celulase
livre; ¢ Biopolimento com celulase imobilizada por adsorgio; ¢ Biopolimento com celulase imobilizada por
ligacdo covalente; fmassa de amostra em torno de 4,8 gramas.

O objetivo principal do biopolimento ¢ a remogao das microfibrilas salientes na

superficie do tecido e para avaliar essa remog¢do as amostras tratadas foram submetidas a um
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processo de abrasdo para formagdo do pilling. Em seguida, estas foram comparadas com
padrdes fotograficos para avaliar a intensidade de formagao de pilling. A Figura 24 apresenta
as amostras tratadas apds o processo de abrasao para avaliacao do pilling e as notas atribuidas
para cada amostra estao apresentadas na Tabela 2. Todas as amostras tratadas com celulase
apresentaram melhores resultados de pilling quando comparadas com as amostras controle,
comprovando que ha remocdo das microfibrilas protuberantes da superficie do tecido. Nas
imagens de MEV (Figura 23) ¢ possivel observar a superficie das amostras de malha e
aparentemente as amostras controle possuem uma maior quantidade de fibrilas na superficie
que as amostras tratadas com celulase, o que corrobora com os resultados de pilling. Em relacao
as amostras tratadas com enzima livre, as amostras tratadas com enzima imobilizada
apresentaram uma nota igual ou superior.

Esses resultados, juntamente com os resultados de resisténcia a tragdo, sugerem que a
imobilizagdo proporciona remog¢do adequada das microfibrilas da superficie da malha,
causando menor dano aos fios de algoddo, o que esta associado a restricdo de mobilidade da
celulase imobilizada. Assim, € possivel mostrar que a imobilizagao foi efetiva para minimizar
a perda de resisténcia causada pela da aplicacdo da enzima livre.

Ao comparar os resultados obtidos com as enzimas imobilizadas, observa-se que as
amostras tratadas com celulase imobilizada por adsor¢do apresentaram um menor grau de
pilling e uma maior perda de resisténcia a tragao no primeiro ciclo (p < 0,05). Esses resultados
sugerem que houve uma maior atua¢do da celulase imobilizada por adsor¢dao no interior dos
fios de algodao. Uma suposigdo para tal resultado ¢ a lixiviagdo de moléculas de celulase que
estivessem fracamente adsorvidas, ja que nos ciclos seguintes a resisténcia a tragdo foi maior e
constante.

Em relacdo ao reuso, observa-se que ao reutilizar a celulase imobilizada por adsor¢do
e por ligagdo covalente foi possivel obter bons resultados de grau de pilling sem alterar a
resisténcia a tragdo. Durante o reuso, observa-se que houve redugdo do grau de pilling das
amostras tratadas com ambas as celulases imobilizadas. Esses resultados podem ser
relacionados a diminui¢do da atividade catalitica, uma vez a celulase imobilizada por ligagao
covalente e por adsorc¢ao apresentaram cerca de 84 e 80% de sua atividade inicial apos o terceiro
ciclo de biopolimento. devido a retencao das particulas de caulim na malha. A principal razao

para a diminuicao da atividade catalitica ¢ a retencdo das particulas de caulim na malha.
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Figura 23 — Imagens de MEV das amostras apds o processo de biopolimento. (a)
Biopolimento com solu¢do tampao; (b) Biopolimento com solugdo tampao e argila; (c)
Biopolimento com celulase livre; (d) Biopolimento com celulase imobilizada por adsorcao;
(e) Biopolimento com celulase imobilizada por ligacdao covalente. Os subindices 1 e 2
indicam a ampliag¢do de 30 e 1000 vezes, respectivamente.
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KUMAR et al. (2008) também observaram redugdo do grau de pilling ao reutilizar a
celulase imobilizada em resina epdxi por adsor¢do. Porém, ao contrario do presente trabalho, a
unica vantagem que a imobiliza¢do da enzima proporcionou foi a possibilidade de reuso, uma
vez que as amostras tratadas com a celulase imobilizada apresentaram resisténcia a tragao
semelhante as amostras tratadas com a celulase livre. Assim, observa-se que a imobilizacao da
celulase em caulim € uma estratégia promissora, pois além de minimizar a perda de resisténcia
a tracdo permite que a enzima seja reutilizada de forma eficiente. O reuso eficiente ¢ um

requisito importante para que a redu¢ao no consumo de enzima possa compensar os custos da
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imobilizacdo, podendo, assim, tornar o processo com enzima imobilizada economicamente
viavel.

Ao comparar as atividades retidas apds o biopolimento e os ensaios com CMC
(Capitulo 3, item 3.6.3.4) ¢ possivel observar como as caracteristicas do substrato influenciam
na capacidade de reuso da enzima imobilizada. Nos ensaios com CMC, 86% da atividade foi
mantida apds oito ciclos. J4 no processo de biopolimento foi obtido uma atividade retida
semelhante com apenas trés ciclos de uso da enzima imobilizada. A principal razao para tal
diferenca esta relacionada ao fato de a CMC ser soluvel, o que proporciona recuperagao mais
eficiente da enzima imobilizada e, consequentemente, a atividade retida ¢ maior.

Diante dos resultados de grau de brancura e a comprovagao, pelo ganho de massa e
imagens de MEV, da presenga de particulas de caulim no tecido, foi realizado o tingimento das
amostras para avaliar a interferéncia das mesmas nas propriedades de cor da malha tingida. A
presenga de contaminantes no tecido podem interferir no umedecimento e no tingimento
(BROADBENT, 2001). Qualquer distribuicdo desigual de particulas resulta em absor¢do
desigual do corante e que ¢ facilmente percebida, afetando a qualidade visual do tecido. Na
Tabela 3 sdo apresentadas as coordenadas colorimétricas das amostras tingidas apos o
biopolimento. O padrao utilizado para comparagao foi a amostra controle, que foi tratada apenas
com solugdo tampao (BPc) antes do tingimento.

As amostras tratadas com enzima livre (BPe) e imobilizada (BPcov e BPads)
apresentaram valores de L* proximos ao da amostra padrao (BPc), sugerindo que a presenga do
caulim na malha ndo afetou a luminosidade das amostras tingidas. Os parametros a* e b*
também foram proximos ao do padrao e mostram que a tonalidade das amostras ndo foi alterada
pelo caulim.

Em relacdo ao pardmetro AE, todas as amostras apresentaram diferenga de cor em
relacdo a amostra padrdo. No entanto, valores de AE menores que 1,0, como apresentado pelas
amostras BPe e BPads, ndo sao perceptiveis ao olho humano e a diferenga de cor ¢ considerada
aceitavel nas industrias. Porém, o valor de AE apresentado pela amostra BPcov, a diferenga de
cor ¢ perceptivel para observadores treinados e pode ndo ser aceitavel para produtos com padrao
de qualidade mais elevado. Para observadores ndo treinados, a diferenga de cor € perceptivel
para valores de AE maiores que 3,5 (MOKRZYCKI; TATOL, 2011). A diferenca de cor da
amostra BPcov pode estar associada ao grau de brancura que a amostra apresentou apds o
biopolimento, uma vez que as amostras que apresentaram grau de brancura proximo ao da
amostra controle, apresentaram uma menor varia¢ao de cor. Assim, os resultados sugerem que

apenas as particulas de caulim quimicamente modificadas para promover a ligacdo covalente
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com a enzima afetaram as propriedades tintoriais da malha. As propriedades tintoriais e o grau
de brancura sdo caracteristicas importantes para a industria téxtil porque estao relacionadas a
qualidade visual do tecido e podem afetar aceitabilidade dos produtos.

Apesar de ter proporcionado resultados inferiores em relagdo ao grau de pilling e
resisténcia a tracdo, a imobilizacdo da celulase em caulim por adsor¢cdo se mostrou mais
promissora para aplicagao em biopolimento. Além de ser uma técnica menos onerosa, uma vez
que nao ¢ necessario realizar as etapas de funcionalizacao e ativagao do suporte, a aplicagdo da
enzima imobilizada por adsor¢ao ndo causou alteragdes no grau de brancura e nas propriedades

tintoriais da malha.

Tabela 3 — Pardmetros de cor do espaco CIELAB das amostras tingidas apds o biopolimento.

Amostra L* a* b* AE Cor

BPc¢ (padrio)! 57,1 +43,3 -7,9 -
BPe? 56,5+0,01 +43,7+£0,5 -7.9+0,1 0,8+03 Lo
BPads? 573401 +440+001 -83+03 08+0,01 Lot

BPcov* 58,8+1,0 +42,6+02 -8,1+0,1 19+1,0
Fonte: Autora (2020).

'Biopolimento em solugdo tampao; > Biopolimento com celulase livre; 3 Biopolimento com celulase imobilizada
por adsorgdo ; 4 Biopolimento com celulase imobilizada por ligagdo covalente.
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Figura 24 — Fotografia das amostras apds o processo de abrasdo para avalia¢ao do
pilling. (a) Biopolimento com solu¢do tampao; (b) Biopolimento com solugdo tampao e
argila; (c) Biopolimento com celulase livre; (d) Biopolimento com celulase imobilizada por
adsor¢ao — 1° ciclo; (e) Biopolimento com celulase imobilizada por adsor¢ao — 2° ciclo; (f)
Biopolimento com celulase imobilizada por adsor¢ao — 3° ciclo; (g) Biopolimento com
celulase imobilizada por ligacdo covalente — 1° ciclo; (h) Biopolimento com celulase
imobilizada por ligagdo covalente — 2° ciclo; (i) Biopolimento com celulase imobilizada por
ligacdo covalente — 3° ciclo

(a) Grau de pilling: 1 (b) Grau de pilling: 1 (c) Grau de pilling: 3

(d) Grau de pilling: 3 (e) Grau de pilling: 3 () Grau de pilling: 2,5

(g) Grau de pilling: 4 (h) Grau de pilling: 3 (i) Grau de pilling: 3,5

Fonte: Autora (2020).
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4.3CONCLUSAO

O biopolimento ¢ uma técnica importante para a industria téxtil, uma vez que melhora
a qualidade dos produtos sem causar danos ao meio ambiente. No entanto, devido a atuagdo da
celulase no interior da fibra celuldsica pode haver perdas excessivas de massa e de resisténcia
a tracdo. Uma das alternativas para amenizar tais problemas ¢ imobilizar a celulase em um
suporte solido para restringir sua mobilidade e limitar sua atua¢do a superficie da fibra
celuldsica. Na literatura hd poucos estudos relacionados a aplicagdo de celulases imobilizadas
em biopolimento e, embora esses estudos tenham demonstrado reducdo da perda de resisténcia
a tracdo, nao € possivel comprovar que enzima imobilizada foi efetiva na remogado das
microfibrilas protuberantes, uma vez que ndo foram realizados testes de pilling. Além disso,
todos esses trabalhos utilizaram suportes organicos para imobilizar a celulase, os quais nao
apresentam caracteristicas ideais para aplicacdo industrial. Diante disso, o objetivo deste
capitulo foi avaliar os efeitos do uso da celulase imobilizada em caulim no biopolimento de
malha de algoddo. As amostras tratadas com celulase imobilizada apresentaram maior
resisténcia a tragdo e grau de pilling semelhante ou superior as amostras tratadas com celulase
livre. Esses resultados mostram que a celulase imobilizada proporcionou remog¢do adequada
das microfibrilas causando menos danos a malha sugerindo que a imobilizagdo restringiu a
hidrélise da celulase a superficie das fibras de algoddo. Além de minimizar os danos ao
substrato, a imobilizagdo também permitiu que grande parte da enzima fosse recuperada e
reutilizada de forma eficiente. Embora a celulase imobilizada por ligacdo covalente tenha
levado a resultados superiores de resisténcia a tragdo e grau de pilling, as amostras tratadas
apresentaram menor grau de brancura e alteragdo das propriedades tintoriais, o que pode
influenciar a aceitabilidade dos produtos. Esses resultados associados ao fato de a imobilizagao
por ligacdo covalente ser mais onerosa, fazem com que o método por adsor¢ao tenha maior
potencial para aplicagdo em biopolimento. Esse trabalho obteve resultados importantes que
comprovam que a imobiliza¢do pode ser um caminho para minimizar os danos causados a
malha no processo de biopolimento. Ademais, esse trabalho mostra uma outra perspectiva para
imobilizacao de enzimas, uma vez que o principal objetivo de utilizar a técnica no biopolimento

¢ proporcionar um produto de melhor qualidade e o retso ¢ um objetivo secundério.
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5 APLICACAO DE CELULASE IMOBILIZADA EM BIOESTONAGEM

Nesta se¢ao serdao apresentados e discutidos os resultados obtidos ap6s a aplicacao da
celulase livre e imobilizada no processo de bioestonagem. Os experimentos foram realizados
no Laboratorio de Transferéncia de Massa (LABMASSA) do Departamento de Engenharia

Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

5.1 MATERIAIS E METODOS

A amostra de jeans utilizada neste trabalho foi cedida pela empresa Coratex e sua
composi¢io era 98% algodio e 2% elastano, construgdo sarja 3x1 e gramatura de 305 g/m? (9
0z/jd?). Para realizar os ensaios, as amostras foram cortadas e no dorso de cada uma delas foi
costurada uma amostra de malha 100% algodao pré-alvejada para avaliar a redeposi¢do do
corante. Antes do processo de bioestonagem, as amostras foram lavadas com uma solucdo de
1% (v/v) de emulgador Prote-Pon WRR 14-BR, a 80 °C, por 20 min e relagdo de banho de 1:30.
Ao final, as amostras foram lavadas abundantemente com agua fria e, em seguida, foram
submetidas ao processo de bioestonagem.

Os ensaios de bioestonagem com celulase livre (BEe) e imobilizada por adsor¢ao
(BEads) foram realizados em equipamento de tingimento em canecos (Modelo ALT-B, Mathis)
por 90 minutos, 50 °C, 60 rpm e rela¢do de banho 1:30 (1 grama de jeans para 30 mL de tampao
acetato 50 mM pH 5,0). A fim de proporcionar uma maior abrasdo, 10 esferas de a¢o inoxidavel
de 6 mm foram adicionadas em cada banho (conforme a norma ABNT NBR ISO 105-C06). Ao
final do processo, as amostras foram separadas do banho e lavadas trés vezes com tampao
acetato 50 mM pH 5,0. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma etapa de desativacao
da enzima residual utilizando solugdo de hidréxido de sddio 1 mM, por 15 min a 100 °C. Ao
final, as amostras foram lavadas com agua, secas em estufa de ventilagdo de ar a 60 °C por 2
horas e depois foram analisadas. Dois ensaios controles foram realizados nessas mesmas
condi¢des: em um foi utilizado apenas solugdo tampao (BEc) e no outro foi utilizado a solug¢ao
tampao contendo argila sem enzima (BEa). Para cada experimento foram realizados seis
replicatas. Nos ensaios com celulase foi utilizada uma concentragdo de 0,67 e 50 mg/mL de
celulase livre e imobilizada, respectivamente.

Para avaliar a capacidade de reuso das enzimas imobilizadas, as solucdes utilizadas no

processo de bioestonagem e a solucdo resultante da lavagem das amostras foram centrifugadas
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(3 minutos e 3130 g). As particulas sedimentadas foram ressuspendidas mantendo a relagdo de

banho 1:30 e a suspensao foi utilizada na bioestonagem de novas amostras de jeans.
5.1.1 Variacao de massa

A variagao de massa (Equacdao 6) foi determinada pela diferenca da massa das
amostras antes e depois da bioestonagem (ALY et al., 2004; SANKARRAJ; NALLATHAMBI,
2018). A analise foi feita apos secagem das amostras em estufa de ventilagdo de ar a 60 °C, por

2 horas e resfriamento em dessecador.

Variacdo da massa (%) = (%) x 100 Equagcio 4
0
Em que,
mo = massa da amostra antes da bioestonagem;

m; = massa amostra apds a bioestonagem.
5.1.2 Teste de tracao

Os ensaios de resisténcia a tragao foram realizados de acordo com norma ABNT NBR
ISO 13934 adaptada. Nos ensaios foram utilizados 10 corpos de prova de 25 mm de largura e
100 mm de comprimento. O equipamento utilizado foi o Texturometro TA.HD plus (Stable
Micro Systems) e célula de carga de 750 N, localizado na Central de Anélises do Departamento
de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.
As analises foram feitas no sentido do urdume, sentido contrario ao estiramento do elastano,

para avaliar o efeito do algodao somente.
5.1.3 Avaliaciao da estonagem e do backstaining

A avaliagdo da estonagem e de redeposicdo de corante (backstaining) foi realizada
utilizando os parametros do sistema CIE (CIELAB) que foram determinados pelo
espectrofotometro CM3600a da marca Minolta. Tal sistema correlaciona os valores de cor com
a percepcao visual e € expresso por um espago tridimensional com as coordenadas L*, a* e b*.
A coordenada L* se refere a luminancia e pode assumir valores de 0 (preto) a 100 (branco). Ja

as coordenadas a* e b* estdo relacionadas as cores, onde a* negativo aponta uma tendéncia para
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o verde e a* positivo para o vermelho; b* negativo apresenta uma tendéncia para o azul e o b*
positivo para o amarelo (BROADBENT, 2001). A diferenca total de cor entre as trés
coordenadas (AE) indica a magnitude da diferenca total de cor entre uma amostra e a referéncia
(padrao) (BROADBENT, 2001).

Foram realizadas leituras em quatro regides diferentes de seis amostras. O efeito de
desbotamento foi avaliado pela alteragdo da cor do corpo de prova em teste e a transferéncia de
cor para o tecido testemunha. Como padrao foram utilizadas a amostra de jeans sem passar
pelas condigdes de processo da bioestonagem e a malha pré-alvejada para avaliar os parametros

de cor da bioestonagem e do backstaining, respectivamente.

5.1.4 Analises morfoldgicas

A superficie das amostras de jeans foi avaliada por meio de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) utilizando o equipamento JEOL JSM-6390LV localizado no Laboratorio
Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina. Antes

de realizar as andlises, as amostras foram recobertas com ouro (material condutor).

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a bioestonagem, as microfibrilas da superficie da fibra do algodao sao
removidas pela a¢do conjunta da celulase e a acdo mecanica. Na regido onde as microfibrilas
sao removidas ocorre liberagdo do corante adsorvido, criando areas mais claras que
proporcionam o efeito desbotado ao jeans. Assim, para avaliar os efeitos de desbotamento do
processo sobre o substrato téxtil tratado sdo utilizadas as coordenadas colorimétricas. As
coordenadas colorimétricas das amostras de jeans estdo apresentadas na Tabela 4. Todas as
amostras submetidas as condi¢cdes do processo de bioestonagem apresentaram valores de
luminosidade (L*) e a* estatisticamente iguais entre si (p > 0,05). Com relagdo aos parametros
b*, observa-se que todas as amostras, controle e tratadas com enzima livre e imobilizada,
apresentaram valores menores (p >0,05) em relacdo a amostra padrao, o que significa que essas
amostras se tornaram mais azuladas. Os valores de AE mostram que todas as amostras
apresentaram variagdo de cor em relagdo ao padrao perceptivel a olhos ndo treinados
(MOKRZYCKI; TATOL, 2011). No entanto, ao comparar as amostras submetidas a
bioestonagem, observa-se que tanto os valores de b* e AE das amostras tratadas com celulase

livre e celulase imobilizada (1° ciclo) foram iguais entre si (p > 0,05) e diferentes aos das
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amostras controle (p < 0,05). Esses resultados eram esperados e indicam a remog¢ao de corante
da superficie das fibras celuldsicas devido a agdo conjunta da celulase e agdo mecanica. Além
disso, os resultados mostram que a eficiéncia da celulase imobilizada no primeiro ciclo ¢
semelhante ao da celulase livre. No entanto, a partir do segundo ciclo de uso observa-se uma

diminuicao (p < 0,05) dos valores de b* e AE, indicando um menor efeito de desbotamento.

Tabela 4 — Parametros de cor do espago CIELAB das amostras de jeans apds a bioestonagem.

Amostra L* a* b* AE Cor
Padrao 31,9 +0,3 -5,4 -
BEc! 282+0,7 +09+0,2 -82+0,2 48+0,5
BEa’ 29,1+1,8 +0,5+0,3 -85+0,3 43+1,6
BEe? 27,7£0,6 +0,7+0,1 -11,7+0,6 7,8+0,6

BEads*-1° ciclo 28,9+0,8 +0,5+0,2 -12,2+0,7 7,4+0,5

BEads —2° ciclo  29,6+0,9 +0,4+0,2 -9,7+09 53+0,6

BEads - 3° ciclo 28,2+04 +0,4+0,1 -99+0,5 59+0,6

Fonte: Autora (2020).

! Bioestonagem com solugdo tampao; 2 Bioestonagem com solugdo tampdo e argila; > Bioestonagem com celulase
livre; 4 Bioestonagem com celulase imobilizada por adsorcio.

O backstaining ¢ a redeposi¢ao do corante liberado no processo de bioestonagem no
substrato tratado, podendo recolorir os fios azuis do jeans (urdume) e proporcionar coloragao
azul aos fios brancos do jeans (trama), bolsos e forros. Para avaliar a redeposi¢dao do corante,
atras de cada amostra foi costurada uma amostra de malha de algodao pré-alvejada e ao final
do processo as coordenadas colorimétricas dessas amostras foram avaliadas.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5, as amostras tratadas com celulase
livre apresentaram o menor valor de L*, indicando que essas amostras apresentaram uma
coloragdo mais escura que as outras amostras. Todas as amostras apresentaram uma tendéncia

para a tonalidade azul (b* negativo) e variagdao de cor (AE) perceptivel ao olho humano em
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comparagdo ao padrdo, sendo estes valores muito maiores para as amostras tratadas com a

celulase livre.

Tabela 5 — Parametros de cor do espago CIELAB amostras de tecido testemunha.

Amostra L* a* b* AE Cor
BEc! 80,009 -25+0,1 -41+0,7 85+1,1
BEa’ 85,0+0,6 -1,8+£0,1 -09+0,2 3,0+04
BEée? 71,3+1,1 -3,6+0,1 -10,0£0,6 19,0+1,2

BEads*-1°ciclo 809+12 -29+03 -41+09 80+£1,5

BEads-2°ciclo 829+0,7 -26+0,2 -28+0,7 5,8+0,8

BEads—3°ciclo 83,7+0,6 -23+04 -3,1+£0,5 45+13

Fonte: Autora (2020).

! Bioestonagem com solugdo tampao; > Bioestonagem com solugdo tampdo ¢ argila; > Bioestonagem com celulase
livre; 4 Bioestonagem com celulase imobilizada por adsorgdo.

Diante dos resultados, observa-se que para um mesmo efeito de desbotamento,
amostras tratadas com celulase imobilizada (1° ciclo) apresentaram redeposi¢do de corantes
muito inferior as amostras tratadas com celulase livre. Um dos fatores associados a redeposi¢ao
¢ a interagdo quimica entre o corante e as moléculas de enzima que estdo adsorvidas na
superficie das fibras celulosicas. Assim, ao imobilizar a enzima, é esperado menor backstaining
porque a enzima nao fica adsorvida ao tecido. Além disso, no presente trabalho, esse resultado
também pode ser atribuido a incorporagdo, provavelmente por adsorcao, do corante liberado as
particulas de caulim. Essa incorporagdo pode ser comprovada comparando os resultados de
backstaining e estonagem das amostras que continham argila no processo e a amostra controle
BEc. Para diferenca de cor semelhante na estonagem, a amostra BEa apresentou menor
backstaining que a amostra BEc. Ja para as amostras tratadas com celulase imobilizada observa-
se maiores efeitos de estonagem e backstaining semelhante ao da amostra BEc. Além disso,
durante os ensaios foi observado que a argila adquiriu uma coloragao azul, que se intensificou
a medida que a enzima foi reutilizada (Figura 25). COSTA (2019) também relatou diminui¢ao

do backstaining ao adicionar bentonita sddica ao processo de bioestonagem com o intuito de
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remover o corante liberado para que efluente do processo ndo tivesse sem cor. Assim, diante
dos resultados obtidos, observa-se a possibilidade de desenvolver um processo de bioestonagem
que proporcione menor backstaining € ao mesmo tempo gere um efluente sem cor ao utilizar o
caulim como suporte para imobilizacdo da celulase.

Com relacdo ao reuso da enzima imobilizada, observa-se que as amostras do segundo
e terceiro ciclo de uso da enzima apresentaram menores valores de L*, b* e AE, indicando
menor redeposicao de corante. Esses resultados podem ser relacionados ao menor efeito de
estonagem observado ao reutilizar a enzima. Se o efeito de estonagem ¢ menor, significa que

menos corante ¢ liberado para o banho e, consequentemente, menos corante sera redepositado.

Figura 25 — Mudanga de cor do caulim durante o processo de bioestonagem.

Fonte: Autora (2020).

A variacdo de massa e resisténcia a tragao estdo apresentados na Tabela 6. As amostras
tratadas com celulase livre e imobilizada (1°ciclo) apresentaram perda de massa maior (p <
0,05) em relagdo ao controle (BEc), o que ¢ atribuido a remocao parcial das microfibrilas e de
corante. Apesar da amostra tratada com celulase imobilizada apresentar perda de massa menor,
ndo se pode afirmar que a remocao de fibrilas foi menor. Como constatado no biopolimento, ao
utilizar celulase imobilizada em caulim ocorre retencdo de particulas no tecido, tornando dificil
dizer qual ¢ a variagdo de massa associada apenas ao processo de bioestonagem.

Estatisticamente (teste de Tukey, nivel de confianca de 95%), a resisténcia a tragdo das
amostras tratadas com a celulase livre e com a celulase imobilizada (1° ciclo) sdo iguais e
menores que as das amostras controle. Assim, os resultados sugerem que a imobilizagdo da
celulase ndo minimizou a perda de resisténcia a tracdo do jeans, ao contrario do que foi
observado no biopolimento da malha. A diferenca nos efeitos da imobilizacdo em relagdo a

resisténcia a tragdo observados entre a malha e o jeans pode estar associada a acessibilidade de
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cada tecido, a qual pode ser influenciada pelas caracteristicas dos fios e da estrutura de fiacao,
bem como dos tratamentos pelos quais os tecidos foram previamente submetidos
(JATURAPIREE et al., 2008; SCHIMPER et al., 2004; SCHIMPER et al., 2011).

A medida que a celulase foi reutilizada, as amostras apresentaram menor perda de
massa e maior resisténcia a tragdo (p < 0,05). Esses resultados corroboram com os resultados
de estonagem e mostram perda de atividade catalitica, o que era esperado devido a incorporagao
das particulas de caulim ao jeans. Ao fim do terceiro ciclo de bioestonagem, a atividade da
celulase foi quantificada utilizando CMC como substrato e a enzima apresentou cerca de 85%
de atividade em relagdo a sua atividade inicial, comprovando a diminui¢do da atividade com o
reuso da enzima. . Apesar da diminui¢@o de atividade catalitica, os resultados mostraram que
¢ possivel reutilizar a celulase imobilizada em caulim e para manter os efeitos desejados basta

suplementar o processo com mais enzima imobilizada.

Tabela 6 — Efeitos da celulase livre e imobilizada por adsor¢do na variagao de massa e
resisténcia a tragdo de amostras submetidas ao processo de bioestonagem.

Amostra Variacao de massa (%) Resisténcia a tracio (N)
BEc! -1,3+0,7 56,6 £7,2
BEa? -1,3+ 1,6 53,5+6,8
BEe? -4,6+0,4 32,0+4,4
BEads* —1° ciclo -3,5+1,1 35,2+9,1
BEads — 2° ciclo -1,9+04 44,8 + 6,2
BEads — 3° ciclo -2,0+£0,5 50,1 +5,6

Fonte: Autora (2020).

! Bioestonagem com solugdo tampao; > Bioestonagem com solugdo tampao e argila; 3 Bioestonagem com celulase
livre; 4 Bioestonagem com celulase imobilizada por adsorgdo.

As superficies das amostras de jeans tratadas com celulase e as amostras controle
podem ser observadas pelas imagens de MEV apresentadas na Figura 26. Na ampliagdo de 25
vezes € possivel observar que as amostras tratadas com celulase apresentaram menor quantidade
de microfibrilas ancoradas na superficie. Na ampliagdo de 100 vezes, € possivel notar algumas
microfibrilas rompidas e danificadas nas amostras tratadas com celulase. Na ampliacdo de 1000
vezes, as microfibrilas das amostras tratadas com celulase apresentaram uma superficie mais
rugosa que as amostras controle. Tais observagdes sao resultado da modificagdo causada pela

clivagem das microfibrilas protuberantes da superficie do tecido sob influéncia da celulase. Nas
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imagens com ampliagdo de 1000 vezes ainda € possivel observar a presenga de particulas de

caulim na superficie das amostras BEa e BEads.

Figura 26 — Imagens de MEV das amostras de jeans. (a) a) Bioestonagem com solugdo
tampao; (b) Bioestonagem com solugdo tampao e argila; (c) Bioestonagem com celulase livre,
(d) Bioestonagem com celulase imobilizada por adsor¢@o. Os subindices 1, 2 € 3 indicam a
ampliacao de 25, 100 e 1000 vezes, respectivamente.

(b.2)8

(c.2

L 4 - £ g " '
(d.2 i x 100 zm 3) ; / % 1000x 187im
Fonte: Autora (2020).
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5.3 CONCLUSAO

A bioestonagem ¢ um processo consolidado na industria téxtil para criar o efeito
desbotado ao jeans. Embora proporcione inumeros beneficios, a tecnologia tem algumas
limitagdes. A principal limitagdo ¢ a redeposi¢do de corante, o que diminui o efeito de
estonagem, proporciona coloracao azul aos fios brancos do jeans (trama), bolsos e forros. Assim
como no biopolimento, a perda de massa excessiva e diminui¢do da resisténcia mecanica sao
outras limitagdes do processo. Para contornar tais problemas, a imobilizagdo tem sido proposta
como uma alternativa promissora. Assim, neste trabalho foram avaliados os efeitos da celulase
imobilizada em caulim na bioestonagem. A enzima imobilizada se mostrou tdo efetiva quanto
a enzima livre na estonagem do jeans. Embora a imobiliza¢do ndo tenha se mostrado efetiva
para preservar resisténcia do jeans, ela proporcionou reducdo significativa na redeposicao de
corante. Os resultados mostraram que foi possivel reutilizar a enzima imobilizada, apesar de
haver diminuicdo dos efeitos de estonagem durante o reuso. O presente estudo € uma importante
contribuicdo para as pesquisas relacionadas ao uso de celulase imobilizada na bioestonagem,
uma vez que os trabalhos relacionados a esse tema sdo escassos na literatura, além de ser uma
contribuicdo para o desenvolvimento de trabalhos de imobilizacdo de enzimas visando a

aplicagdo téxtil.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo estudar a imobilizagdo da celulase em caulim
e avaliar o potencial de aplicacao de celulase imobilizada nos processos de bioestonagem e
biopolimento, para minimizar a perda de massa e resisténcia a tracao excessivas resultantes da
aplicagdo da enzima livre. A imobilizacdo da celulase em caulim proporcionou resultados
promissores. As celulases imobilizadas pelo método de adsor¢ao e ligagdo covalente
apresentaram comportamentos proximos e capacidade de retiso semelhantes utilizando
substrato soluvel (carboximetilcelulose). Por esse motivo, as duas celulases imobilizadas foram
aplicadas no biopolimento. Os resultados mostraram que a celulase imobilizada alcangou
efeitos de pilling semelhantes ou superiores aos obtidos pela enzima livre causando menor
perda de resisténcia a tracdo, o sugere que a imobilizagdo restringiu a hidrélise da celulase a
superficie das fibras de algodao. Embora a celulase imobilizada por ligacdo covalente tenha
levado a resultados superiores, as amostras tratadas com essas enzimas apresentaram menor
grau de brancura e alteragdo das propriedades tintoriais, o que pode ser indesejavel por
influenciar a aceitabilidade dos produtos. Por esse motivo, associado ao fato de que a
imobilizagdo por ligagdo covalente ser mais onerosa, apenas a celulase imobilizada por
adsorc¢do foi utilizada no processo de bioestonagem. No processo de bioestonagem, a celulase
imobilizada se mostrou tdo efetiva quanto a enzima livre na estonagem do jeans, com um
backstaining significativamente menor. Além de minimizar a perda de resisténcia a tragdo no
biopolimento e diminuir o backstaining na bioestonagem, a imobiliza¢do também permitiu que
grande parte da enzima fosse recuperada e reutilizada de forma eficiente. presente estudo € uma
importante contribuicdo para melhoria dos processos de bioacabamento téxtil e para o
desenvolvimento de trabalhos de imobilizagdo de enzimas visando a aplicagdo téxtil. Ademais,
esse trabalho também mostra uma outra perspectiva para imobiliza¢do de enzimas, uma vez que
o principal objetivo de utilizar a técnica nos processos de bioacabamento ¢ proporcionar

produtos de melhor qualidade e o reuso € um objetivo secundario.
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6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Explorar a incorporacdo do caulim ao tecido para proporcionar propriedades funcionais ao
tecido, como por exemplo, acabamento antimicrobiano;

Avaliar a capacidade do caulim em recuperar o corante liberado na solucdo para tentar
desenvolver um processo que proporcione menor backstaining € a0 mesmo tempo gere um
efluente sem cor;

Investigar os fatores que possam diminuir a atividade catalitica da celulase imobilizada durante
os processos de bioacabamento;

Avaliar as diferengas estruturais entre a malha e o jeans que possam justificar o motivo de a
celulase imobilizada ndo reduzir a perda de resisténcia a tragdo na bioestonagem;

Avaliar o potencial de aplicacdo da celulase imobilizada em caulim em outros processos, como
por exemplo, na hidrdlise de materiais celuldsicos;

Desenvolver estratégias para aumentar a atividade catalitica por massa de suporte.
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