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RESUMO

O algodao € uma das fibras mais utilizadas no setor téxtil e, como fibra natural, esta
propicia ao desenvolvimento de microorganismos. Visando resolver esse problema e
conceder novas propriedades a esse produto, a funcionalizagao superficial da fibra
pode ser realizada. O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma nova metodologia
para a funcionalizagdo superficial de fibra de algodao, realizando a biooxidagao
catalisada por lacases seguida da incorporagcdo covalente das nanoparticulas de
quitosana contendo 6leo essencial de eucalipto ou lavanda, para obtencédo de
tecidos com propriedades antibacterianas. O processo de biooxidagcao da celulose
foi otimizado considerando o tipo de lacase e o tipo de mediador empregados, assim
como as condi¢des de pds-tratamento. Através dos ensaios de tingimento e analises
de FTIR, constatou-se que as condigbes 6timas consistem no sistema empregando
lacase de Pleurotus ostreatus, TEMPO como mediador e, um pdés-tratamento com
solugdo 1 mol/L de NaOH. As nanoparticulas foram sintetizadas através do método
de emulsificagdo 6leo-em-agua seguida de gelificacédo idnica. A caracterizagdo das
nanoparticulas confirmou a formagao de nanoparticulas esféricas com didmetros em
torno de 20 nm e a presencga do 6leo essencial de lavanda (OEL, 12,54%) ou de
Oleo essencial de eucalipto (OEE, 31,17%) no seu interior. As nanoparticulas de
quitosana foram entdo incorporadas ao tecido biooxidado através da reacido dos
grupamentos NH2 da quitosana aos grupamentos COOH da celulose oxidada,
gerando uma ligagao covalente. As caracterizagcdes do tecido modificado indicaram
que a oxidacdo empregando lacase foi realizada com sucesso. O ensaio
antibacteriano com E. coli e S. aureus demonstrou uma redugdo no crescimento
bacteriano dos tecidos funcionalizados com as nanoparticulas de quitosana pura e
contendo Oleos essenciais, em comparagao com a amostra controle. Além disso, o
tecido modificado foi estavel a, pelo menos, 5 lavagens, mostrando a efetividade da
ligacdo das nanoparticulas na superficie da fibra. Portanto, o presente trabalho
desenvolveu uma metodologia branda e efetiva para biofuncionalizagdo de fibra de
algodao com nanoparticulas de quitosana.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Nanoparticulas de quitosana. Algoddo. Lacase.

Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Cotton is one of the most used fibers in the textile sector and, as a natural
fiber, it is prone to the development of microorganisms. In order to solve this problem
and grant new properties to this product, surface functionalization of the fiber can be
carried out. The objective of this work was to develop a new methodology for the
surface functionalization of cotton fiber, carrying out biooxidation catalyzed by
laccases followed by the covalent incorporation of chitosan nanoparticles containing
eucalyptus or lavender essential oil, to obtain fabrics with antibacterial properties.
The cellulose biooxidation process was optimized considering the type of laccase
and the type of mediator used, as well as the post-treatment conditions. Through
dyeing tests and FTIR analyses, it was found that the optimal conditions consist of
the system using laccase from Pleurotus ostreatus, TEMPO as a mediator and a
post-treatment with 1 mol/L NaOH solution. The nanoparticles were synthesized
using the oil-in-water emulsification method followed by ionic gelation. The
characterization of the nanoparticles confirmed the formation of spherical
nanoparticles with diameters of about 20 nm and the presence of lavender essential
oil (OEL, 12.54%) or eucalyptus essential oil (OEE, 31.17%) inside them. The
chitosan nanoparticles were then incorporated into the biooxidized fabric through the
reaction of the NH2 groups of chitosan with the COOH groups of the oxidized
cellulose, generating a covalent bond. Characterizations of the modified fabric
indicated that oxidation using laccase was carried out successfully. The antibacterial
assay with E. coli and S. aureus demonstrated a reduction in bacterial growth in
fabric functionalized with pure chitosan nanoparticles and containing essential oils,
compared to the control sample. Furthermore, the modified fabric was stable for at
least 5 washes, showing the effectiveness of the nanoparticles' binding to the fiber
surface. Therefore, the present work developed a mild and effective methodology for
biofunctionalization of cotton fiber with chitosan nanoparticles.

Keywords: Essential oils. Chitosan nanoparticles. Cotton. Laccase. Antibacterial
activity.
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1INTRODUGAO

Dentre os substratos téxteis utilizados na industria, o algoddao é a fibra
natural mais popular. Sua ampla aplicabilidade ocorre devido as suas caracteristicas
unicas, como maciez, versatilidade e respirabilidade (Rahman Bhuiyan et al., 2017).
Estas fibras naturais, porém, possuem maior susceptibilidade a ataques microbianos
devido a sua maior porosidade e hidrofilicidade que criam um ambiente propicio para
a proliferacdo de microrganismos (Javid et al., 2014; Yilmaz, 2021).

A funcionalizacdo de téxteis, de maneira geral, € uma alternativa para
melhorar as propriedades pré-existentes, assim como para conceder novas
funcionalidades a esses produtos, como propriedades antimicrobianas, retardamento
de chamas, propriedades antiestaticas, atividade fotocatalitica e resisténcia aos
raios ultravioleta (UV) (Javid et al., 2014). O acabamento de substratos téxteis com
agentes antimicrobianos, por exemplo, dificulta o desenvolvimento de
microrganismos, reduzindo o mau odor de roupas, como meias, roupas intimas e
roupas de ginastica, além de minimizar as chances de uma infec¢gdo cruzada em
ambientes hospitalares (Ghayempour; Montazer, 2016; Javid et al., 2014).

Dentre os métodos que podem ser empregados na funcionalizagdo de
téxteis, a modificacdo superficial tem sido considerada o melhor caminho, uma vez
que permite o nivel necessario de efeito benéfico ao mesmo tempo que minimiza o
ataque a fibra e a deterioragdo da qualidade da fibra (Bashar; Khan, 2013). Para
realizar a funcionalizagao superficial do algodao, € comum a utilizacdo de polimeros
que melhorem a ligagao entre os grupos ativos e o tecido (Abidi; Hequet; Tarimala,
2007; Li et al., 2018; Pinho; Soares, 2018; Saleh et al., 2021). Um dos polimeros
satisfatoriamente empregados nesse processo € a quitosana (Cheng et al., 2014),
um polissacarideo de origem natural obtido a partir da desacetilagdo da quitina e
considerado altamente reativo devido a presenca de grupamentos amino e hidroxil
(Arias et al., 2021). Além disso, a biocompatibilidade, biodegradabilidade e
habilidade de formar particulas que a quitosana possui a torna particularmente
adequada para aplicagdo como material encapsulante externo para diversos
compostos (Kaczmarek et al., 2019).
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Uma classe de ativos comumente encapsulada pela quitosana € a dos 6leos
essenciais. Estes ativos s&o liquidos oleosos extraidos de plantas aromaticas
caracterizados por seus odores, aparéncia oleosa e facil volatilizacao a temperatura
ambiente, além de apresentarem diferentes atuagdes terapéuticas que sao
influenciadas pela sua composicdo quimica (Asbahani et al., 2015; Wolffenbuttel,
2019). O dleo essencial de lavanda, cujos componentes majoritarios sao o linalol e o
acetato de linalila, tem uma tradicdo bem estabelecida como remédio popular e,
suas aplicagdes mais conhecidas sdo como analgésico, antidepressivo, antisséptico,
antimicrobiano e cicatrizante. O 6leo essencial de eucalipto possui propriedades
semelhantes, atuando como analgésico, antisséptico, antiviral, cicatrizante,
estimulante e antimicrobiano (Lawless, 2002). Apesar das vantajosas propriedades
dos Oleos essenciais, estas muitas vezes n&o s&o aproveitadas como poderiam,
devido a fragilidade dos seus constituintes, que sao facilmente degradados por
oxidacéao, volatilizagao e exposicao a luz. Assim, para proteger os 6leos essenciais
de uma rapida degradacdo, eles sdo, geralmente, encapsulados por materiais
poliméricos para melhorar a sua biodisponibilidade (Asbahani et al., 2015;
Ghayempour; Montazer, 2016).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de funcionalizar tecidos
por meio da aplicagdo de micro e nanoparticulas contendo dleos essenciais. Para
que as capsulas sejam eficientemente incorporadas nos tecidos, alguns métodos
s&o conhecidos, como impregnacédo (ipek; Ertekin, 2021; Monllor; Bonet; Cases,
2007), banho de exaustao (Bonet Aracil et al., 2015; Bonet et al., 2012) ou padding
(Atav; Akkus; Ergtinay, 2021; Khatri et al., 2013), sendo este ultimo o mais utilizado
em aplicacdes industriais.

Para que haja uma incorporagdo mais efetiva, ou seja uma ligacéo tipo
covalente, pode-se utilizar um agente de reticulagdo que faga a ligacao dos grupos
ativos das nanoparticulas e do tecido (Salain, 2016). Pode-se ainda, modificar os
grupamentos superficiais do tecido para que este possa reagir covalentemente com
as nanoparticulas. Nesse sentido, as enzimas, particularmente as oxidorredutases,
tém atraido atengao por realizarem a oxidagao da celulose como forma de facilitar a
funcionalizacdo do tecido ao aumentar o numero de grupos carboxila presentes na

superficie do algodao (Quartinello et al., 2019). Dentre as enzimas oxirredutases
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comumente utilizadas em substratos téxteis, a lacase é preferida por ter o oxigénio
como aceptor de elétrons, destacando-se na oxidacdo de fendis e aminas
aromaticas, bem como na reducdo de moléculas de oxigénio a agua (Kim Et AL,
2018; SHEIKH; BRAMHECHA, 2018).

Estudos prévios relataram a utilizagdo das lacases na oxidagao de celulose
em nanofibras, na 1a e, até mesmo no algodao, com os mais diversos objetivos (Bai
et al., 2018; JausSovec; VogrinCi¢; Kokol, 2015; Yu et al., 2016). No entanto, ndo é
conhecida a aplicagado de lacases em procedimentos que visem a incorporagido de
nanoparticulas de quitosana contendo o6leos essenciais. Mesmo assim, é possivel
visualizar a incorporagao através da ligagao dos grupos nucleofilicos da quitosana
na superficie da celulose oxidada, visto que outros métodos que geraram a oxidagao
do algodao ja foram relatados interagindo com o biopolimero (Liu et al., 2001).
Sendo assim, uma boa maneira de funcionalizar o algoddo com o6leos essenciais
seria realizar a oxidagao dos grupos superficiais da celulose constituinte através do
emprego de uma lacase, e aplicar ao tecido oxidado nanoparticulas de quitosana
contendo O6leos essenciais. Dessa maneira, € possivel conferir propriedades

antimicrobianas ao tecido através de um novo processo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma nova metodologia para a funcionalizagdo superficial de
fibra de algodao, realizando a biooxidacao catalisada por lacases seguida da
incorporagao covalente das nanoparticulas de quitosana contendo 6leo essencial de

eucalipto ou lavanda, para obtencao de tecidos com propriedades antibacterianas.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a morfologia e caracteristicas quimicas das nanoparticulas
obtidas a partir da encapsulagcdo de oOleos essenciais de eucalipto ou
lavanda, bem como a eficiéncia do processo de encapsulacao;
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b) Estudar e otimizar a biooxidacdo superficial do algodao através do
emprego de lacases e diferentes mediadores;

c) Avaliar o processo de bioincorporagdo das nanoparticulas preparadas
no tecido funcionalizado com diferentes teores de nanoparticulas, de
diferentes composicoes;

d) Analisar o grau de oxidacao, estabilidade térmica, interagdes entre o
tecido e as nanoparticulas e atividade antibacteriana dos tecidos

gerados pela metodologia desenvolvida.

2REFERENCIAL TEORICO

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis e
semivolateis produzidos por organismos vivos e extraidos de uma planta inteira ou
de partes de uma planta (Asbahani et al., 2015; Zuzarte; Salgueiro, 2015). Esses
6leos normalmente caracterizam-se como liquidos oleosos incolores ou levemente
amarelados a temperatura ambiente e possuem forte odor caracteristico, sendo
soluveis em solventes organicos e insoluveis em agua (Dhifi et al., 2016). Além
disso, como sao metabdlitos secundarios das plantas aromaticas, os 6leos
essenciais exercem importantes funcdes, como: autodefesa contra outras plantas,
insetos predadores, microrganismos e herbivoros; atragao de insetos polinizadores e
animais dispersores de frutas; e protegcdo contra a perda de agua (Franz; Novak,
2010; Wolffenbuttel, 2019).

Entre outros fatores, a diversidade de fungbes ecoldgicas que os Oleos
essenciais exercem faz com que haja um numero quase incontavel de substancias
isoladas e uma enorme variagao na composi¢ao desses o6leos (Franz; Novak, 2010).
Como o 6leo essencial pode estar presente em diferentes partes das plantas
aromaticas, como nas flores, folhas, raizes, rizomas, sementes, frutas e casca, a
composi¢cdo quimica também é influenciada pela parte da planta utilizada no

processo de extragdo (Hanif et al., 2019). Além disso, outros fatores intrinsecos
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(genéticos, sexuais e sazonais) e extrinsecos (aspectos ambientais e geoldgicos)
podem variar consideravelmente a sua composig¢ao (Zuzarte; Salgueiro, 2015). Em
outras palavras, uma vez que o0s 0Oleos essenciais fazem parte do metabolismo da
planta, enquanto houver vida eles estdo em constante flutuagdo. Assim, um odleo
essencial de composi¢cao quimica especifica é produzido conforme as condigdes de
adversidade a que a planta esta submetida durante o seu crescimento
(Wolffenbuittel, 2019).

Os constituintes dos Oleos essenciais se enquadram em duas classes
quimicas distintas: os terpendides e os fenilpropandides. Os terpendides séao
bastante variaveis e apresentam diferentes estruturas de carbono e uma ampla
variedade de derivados oxigenados que incluem alcoois, ésteres, cetonas, aldeidos,
fendis, peroxidos e éteres (Dhifi et al., 2016). Os fenilpropandides, responsaveis por
fornecer a planta odor e sabor especificos, consistem em um anel benzénico com
uma cadeia lateral de trés carbonos, que sempre contém uma ligagdo dupla e,
ocasionalmente, um grupo funcional oxigenado (Montanari, 2010; Zuzarte;
Salgueiro, 2015). Alguns exemplos de terpendides e fenilpropandides sao
apresentados na Figura 1. Os componentes desses Oleos também podem ser
categorizados em fragao volatil e residuo nao volatil. O primeiro constitui entre 90-
95% da massa total do 6leo e abrange, principalmente, os monoterpenos,
sesquiterpenos e seus derivados oxigenados. O residuo ndo volatil, por outro lado,
integra apenas de 1-10% da massa total do éleo e é composto por acidos graxos,

hidrocarbonetos, ceras, flavonoides e carotendides (Hanif et al., 2019).
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Figura 1 — Exemplos de compostos terpendides e fenilpropanoides.
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Fonte: Adaptado de Amorati; Foti; Valgimigli, 2013.

2.1.1 Oleo essencial de lavanda

O dleo essencial de lavanda, como a maioria dos Oleos essenciais, possui
uma composi¢do quimica complexa, dentre as quais destacam-se o0s seus
componentes majoritarios: linalol e acetato de linalila, apresentados na Figura 2
(Lawless, 2002; Rungwasantisuk; Raibhu, 2020; Zhang et al., 2020). O linalol possui
propriedades bactericidas, fungicidas, acaricidas (An et al., 2021; Aprotosoaie et al.,
2014) e atua como ansiolitico, sedativo, anticonvulsivante (Aprotosoaie et al., 2014;
Pereira et al., 2018) e antidepressivo (Pereira et al., 2018), enquanto o acetato de
linalila apresenta atuagao anti-inflamatdéria (Khayyat, 2020). Além disso, o acetato de
citronelila, que possui atividade antimicrobiana e bactericida, e a canfora,
estimulante da pressdo sanguinea, antisséptico e anestésico, entdo presentes em

menores quantidades na sua composigao (Wolffenbuttel, 2019).
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Figura 2 — Componentes majoritarios do 6leo essencial de lavanda.

Linalol Acetato de linalina
Fonte: Adaptado de Elsharif; Banerjee; Buettner, 2015.

A sinergia entre os componentes majoritarios e também entre aqueles
presentes em menores quantidades fornecem a atuagcdo terapéutica do dleo
essencial de lavanda, que pode ser empregado como sedativo suave e
antidepressivo e € indicado para alivio em processos de cicatrizagado e queimadura e
inflamacédo proveniente de picadas de inseto, contusbes e dores musculares,
reumaticas e articulares (Wolffenbuttel, 2019).

Tais propriedades inerentes ao oleo essencial de lavanda, particularmente
as propriedades calmantes e antimicrobianas, fazem com que este o6leo seja
aplicado tanto no campo da medicina natural quanto na industria, principalmente nas
areas cosmeética, farmacéutica e de perfumaria (Yuan et al.,, 2019). Zhang et al.
(2013), por exemplo, desenvolveram filmes de quitosana com 6leo essencial de
lavanda incorporado e testaram sua atividade antibacteriana contra quatro bactérias
diferentes: E. coli, S. aureus, B. cereus e B. megatherium. O resultado do teste
mostrou que o aumento da concentracdo de Oleo essencial de 0 a 1,5% (v/v;
OEL/quitosana) aumentou a zona de inibicdo para todas as bactérias testadas
(Zhang et al., 2013). Em outro estudo, Ben Djemaa et al. (2016) avaliou a atividade
cicatrizante de feridas por excisao e a propriedade antioxidante do 6leo essencial de
lavanda em uma formulacdo de pomada. Os resultados obtidos mostraram que, nos
animais tratados com pomada de lavanda, o ferimento cicatrizou completamente em
14 dias, ao contrario do grupo de controle, mostrando que o potencial de
cicatrizacdo do oleo essencial de lavanda apresenta efeitos comparaveis aos
medicamentos de referéncia (Ben Djemaa et al., 2016).

Além disso, o 6leo essencial de lavanda também tem sido muito estudado na
melhora da qualidade do sono de estudantes universitarios (Kawai et al., 2018) e de
pacientes com cancer em quimioterapia (Ozkaraman et al., 2018). Na avaliacdo de
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15 estudos relacionando o efeito da aromaterapia com 6leo essencial e a qualidade
do sono realizado por Lillehei e Halcon (2014), observou-se que a maioria desses
estudos reportou efeitos positivos dos 6leos essenciais na qualidade do sono, € o
oleo essencial de lavanda foi o mais frequentemente utilizado (Lillehei; Halcon,
2014). Algumas pesquisas, ainda, mostram que o 6leo essencial de lavanda pode
ajudar a diminuir a ansiedade de pacientes em unidades de tratamento intensivo
(UTI) (Karadag et al., 2017), em hemodialise (Bagheri-Nesami et al., 2017) e durante

a espera por tratamento odontolégico (Lehrner et al., 2005).

2.1.2 Oleo essencial de eucalipto

Dentre as 900 espécies de eucalipto, cerca de 300 espécies contém 6leos
essenciais volateis em suas folhas (Dhakad et al., 2018). Cerca de 20 dessas
espécies possuem uma concentracdo de 1,8-cineol (Figura 3) maior que 70%,
constituindo-se como componente majoritario do 6leo essencial de eucalipto e sendo
responsavel por atribuir o odor caracteristico as folhagens do eucalipto (Dhakad et
al., 2018; Harkat-Madouri et al.,, 2015). Além do 1,8-cineol, a presenca dos
compostos a-pineno, B-pineno e limoneno é de significativa importancia para as
atividades biologicas desse Oleo essencial, particularmente sua atividade
antimicrobiana (Dhakad et al., 2018).

Figura 3 — Componente maijoritario do éleo essencial de eucalipto.
CHs;

®)

1,8-cineol
Fonte: Adaptado de Dhakad et al., 2018.

As propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de eucalipto ndo podem

ser atribuidas a um unico componente isoladamente, mas sim a sinergia entre os
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componentes majoritarios e aqueles presentes em quantidades menos significativas
(Dagli et al., 2015). O efeito antibacteriano desse 6leo essencial € efetivo tanto para
bactérias Gram-positivas quanto para bactérias Gram-negativas, apresentando forte
efeito bactericida e citotoxico contra S. aureus, E. coli, S. pyogenes, H. influenzae, S.
pneumonia (Aleksic Sabo; Knezevic, 2019; Dagli et al., 2015). Além disso, a agao
contra essas bactérias varia de acordo com a espécie de eucalipto de que € extraido
o Oleo essencial.

A acdo antimicrobiana desse Oleo, juntamente com suas propriedades
antissépticas e anti-inflamatdrias, faz com que seja efetivo no tratamento de feridas,
queimaduras, arranhdes, escoriagdes e cortes, podendo também ser aplicado em
pomadas e passado em picadas de insetos (Dhakad et al., 2018). Dessa forma,
diversos estudos aplicaram o 6leo essencial de eucalipto em preparacdes topicas.
Um exemplo foi o estudo publicado por Saporito et al. (2018), em que foram
desenvolvidas nanoparticulas lipidicas carregadas com O6leos essenciais de
eucalipto ou alecrim para melhorar a cicatrizacdo de feridas cutaneas. As
nanoparticulas carregadas com Oleo essencial de eucalipto apresentaram
propriedades fisico-quimicas — como tamanho de particula, dispersividade e
estabilidade — adequadas, citocompatibilidade, potencializacdo da proliferagao in
vitro dos fibroblastos e propriedades cicatrizantes de fibroblastos associadas a
propriedades antimicrobianas, evidenciando a capacidade de potencializacdo do
processo de cicatrizagédo (Saporito et al., 2018).

O 6leo de eucalipto também tem sido muito visado na atuagdo como
repelente e inseticida devido aos acidos fendlicos liberados pelas folhas,
apresentando efeitos larvicidas e adulticidas contra o Aedes aegypti, vetor de
doencas como dengue, Zika virus e chikungunya (Auysawasdi; Chuntranuluck;
Phasomkusolsil, 2016; Dhakad et al., 2018; Soonwera; Sittichok, 2020). Por fim, tal
o0leo também apresenta propriedades antivirais, mostrando, por exemplo, efeito
inibitério na ativagdo do virus de Epstein-Barr (Dhakad et al., 2018) e atividade
antifungica. No estudo de Rocha et al. (2009) o 6leo essencial de eucalipto € o 1,8-
cineol, seu componente maijoritario, foram testados contra A. flavus Link e A.
parasiticus Speare, em que a inibicdo completa do crescimento fungico de ambas as

espécies foi alcancada com o Oleo essencial, enquanto o 1,8-cineol sozinho
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apresentou apenas uma inibicao parcial, evidenciando a importancia entre a sinergia
dos componentes do 6leo essencial na efetividade das suas atividades bioldgicas
(ROCHA et al., 2009).

Observando-se as propriedades encontradas nos Oleos essenciais de
lavanda e de eucalipto, estes possuem capacidade de atuar como agentes
antimicrobianos e terapéuticos, podendo agir na inibicdo do crescimento microbiano
quando aplicados em tecidos, ao mesmo tempo que podem atuar na prevencio de
uma infecgéo, se aplicado como curativo, por exemplo. Porém, a alta volatilidade
destes 6leos faz com que seja necessario protegé-los com uma barreira polimérica
como forma de aumentar sua biodisponibilidade e potencializar suas propriedades.
Dentre os varios polimeros que ja foram empregados com este intuito, a quitosana
destaca-se por suas atividades antioxidantes, hipolipemiantes e antimicrobianas,
bem como seu potencial de encapsulamento e propriedades formadoras de filme e
gelificante (Detsi et al., 2020).

2.2 QUITOSANA

A quitosana € um polissacarideo linear composto por D-glucosamina e N-
acetil-D-glucosamina unidas pela ligagao -1,4 em uma estrutura bastante similar a
da celulose (Choi; Nam; Nah, 2016; Shariatinia, 2019). Embora esse polimero tenha
ocorréncia natural na parede celular de alguns fungos, a sua maior fonte comercial &
através da desacetilacdo da quitina, extraida dos exoesqueletos de crustaceos,
como camardes, lagostas, caranguejos e krill (Sahariah; Masson, 2017; Sanchez-
Machado et al., 2018). O processo de desacetilagdo da quitina consiste na remogao
dos grupos acetila da N-acetil-D-glucosamina para formar unidades de D-
glucosamina que contém grupamentos amino livres e aumentam a solubilidade do
polimero em meio aquoso (Sanchez-Machado et al., 2018). A Figura 4 apresenta as

estruturas da quitina e da quitosana.
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Figura 4 — Processo de desacetilagao da quitina para a formagao da quitosana.
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Fonte: Adaptado de Saharia; Masson, 2017.

A quitosana € conhecida como um composto bioativo com diversas
propriedades bioldgicas, como atividade antifungica, antioxidante, antimicrobiana e
cicatrizante, em grande parte devido aos numerosos grupamentos amino primarios
contidos na sua cadeia principal (Choi; Nam; Nah, 2016; Shariatinia, 2019). A juncéo
dessas caracteristicas com as propriedades de nao-toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixo custo fazem com que esse biopolimero tenha extensas
aplicacdes farmacéuticas, incluindo sistemas de liberagao controlada de farmacos,
engenharia de tecidos, cicatrizagdo de feridas e industria téxtil (shariatinia, 2019;
Krishnan, 2021; Manek; Darvas; Petroianu, 2020).

A aplicagdo da quitosana na industria téxtili ocorre na forma de um
acabamento multifuncional, podendo ser utilizado para aumentar a forga de
tingimento e a durabilidade do pigmento, além de contribuir para um aumento
consideravel na resisténcia microbiana dos materiais téxteis (Cheng et al., 2014; Eid;
Ibrahim, 2021). Além disso, a quitosana também é muito empregada como agente
encapsulante de ativos, apresentando diversas vantagens, como a sua capacidade
de controlar a liberagéo, a presenga de varios grupos amina livres disponiveis para a
reticulacdo e a nao-toxicidade do processo, uma vez que a possibilidade de
dissolucéo do polimero em solugdo aquosa acida elimina a necessidade de solvente

organico toxico (Yu et al., 2019).
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Dentre os varios métodos possiveis para a preparagao de nanoparticulas de
quitosana, a técnica de gelificagédo idnica tem atraido consideravel atengao por ser
um processo livre de solvente organico, ndo-toxico e controlavel (Fan et al., 2012a;
Hosseini et al., 2013; Algharib et al., 2022). Tal técnica baseia-se na capacidade de
reticulagcao de polieletrolitos na presenca de ions multivalentes e pode ser aplicada
tanto por extrusdo quanto por emulsificagao/gelificacdo (Ozkan et al., 2019). No caso
da sintese de nanoparticulas de quitosana a partir do método de gelificacéo,
ocorrem interagdes idnicas entre os grupos amino carregados positivamente da
quitosana e o0s grupos carregados negativamente do polianion, usualmente o
tripolifosfato de sédio (TPP) (Esquivel et al., 2015; Fan et al., 2012b). A Figura 5
consiste em uma representacdo esquematica do processo de formacado das
nanoparticulas através da gelificagao idnica.

Woranuch e Yoksan (2013) e Hasheminejad (2019) sintetizaram
nanoparticulas de quitosana contendo eugenol e Oleo essencial de cravo,
respectivamente, através de um método de duas etapas, consistindo na preparacao
de uma emulsdo oleo-em-agua seguida da gelificagdo idbnica com TPP. No primeiro
estudo, as particulas obtidas possuiam formato esférico com tamanho médio menor
que 100 nm e o estudo de estabilidade mostrou que a fibra termoplastica (TPF)
contendo eugenol encapsulado apresentou teor de eugenol remanescente 8 vezes
maior e uma atividade de eliminacéo de radicais 2,7 vezes maior do que aquele com
o eugenol puro. Assim, de acordo com os resultados, as particulas obtidas podem
ser recomendadas para uso como antioxidantes em plasticos bioativos para
embalagem alimenticia (Woranuch; Yoksan, 2013). No segundo, as particulas
possuiam um tamanho entre 40 e 100 nm, apresentando uma liberagcéo controlada
durante 56 dias. Além disso, o 6leo essencial nanoencapsulado apresentou um
desempenho superior contra Aspergillus niger, quando comparado as nanoparticulas
de quitosana puras ou ao o6leo livre, podendo ser usado como um fungicida natural

promissor na agricultura (Hasheminejad; Khodaiyan; Safari, 2019).
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Figura 5 — (A) Representagao esquematica da formacao de particulas através da
gelificagao idnica entre a quitosana positivamente carregada e o reticulador
negativamente carregado. (B) Diagrama esquematico da preparacao das
nanoparticulas de quitosana ionicamente carregadas via técnica de gelificacdo
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Em outro estudo, realizado por Risti¢ et al. (2017), nanoparticulas de

quitosana pura e carregadas com fosfato de clindamicina foram sintetizadas através

da técnica de gelificagao idnica e posteriormente foram ligadas as fibras de celulose

da viscose na forma de dispersdo de nanoparticulas. As particulas obtidas

apresentaram diametro de cerca de 232 nm e uma fixagdo bem-sucedida ao tecido,

com alta taxa de dessorcao e liberagao controlada por até 4 h. Assim, de acordo

com os autores, as fibras de viscose funcionalizadas com as nanoparticulas

possuem grande potencial para serem aplicadas no campo ginecolégico como um

material téxtii médico preventivo, com potencial para tratamento ginecoldgico

curativo (Risti¢ et al., 2017). Ja no estudo de Scacchetti, Pinto e Soares (2018), um
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composito de quitosana-zedlita foi preparado pelo processo de gelificagdo com TPP
e aplicadas ao tecido de algodao por meio do processo de pad-dry-cure. Os
resultados obtidos pelos autores nesse estudo indicam que a aplicagdo dos téxteis
funcionalizados com esse composito possuem propriedades antimicrobianas de
interesse, tendo apresentado atividade contra E. coli, S. aureus, C. albicans e T.
rubrum. Além disso, esse acabamento pode ser combinado com a aplicagdo de
materiais de mudanca de fase para a obtencdo de téxteis com propriedades
termorreguladoras (Scacchetti; Pinto; Soares, 2018).

Nos dois estudos citados, a funcionalizacdo do tecido é realizada pelo
método de pad-dry e pad-dry-cure, que consistem em mergulhar as fibras na
solucado contendo as nanoparticulas, que posteriormente passam por um processo
de secagem ou secagem seguida de cura, resultando na fixagdo das particulas ao
tecido através de ligagdes de hidrogénio ou forcas de van der Waals (Risti¢ et al.,
2017) ou de ligagcbes covalentes (Scacchetti; Pinto; Soares, 2018). Contudo,
processos alternativos que levem a um produto mais resistente através de métodos
mais sustentaveis vém ganhando cada vez mais espag¢o na industria téxtil, reduzindo
0 uso de produtos quimicos agressivos e o custo de fabricagdo. Neste ambito, as
enzimas podem ser usadas em quase todas as etapas do processamento quimico
téxtil, resultando em condi¢cbes brandas de fabricagdo, menor consumo de energia,
melhor qualidade do produto final e maior eficiéncia de processo (Sheikh;
Bramhecha, 2018). Dentre as enzimas ja utilizadas no setor téxtil, pode-se destacar

as lacases.

23 LACASES

As lacases sao enzimas encontradas em insetos e bactérias, mas mostram-
se especialmente abundantes em fungos (Rodriguez-Couto, 2012). Elas contém
cobre em sua estrutura e catalisam a oxidagdo de uma grande variedade de
substratos organicos e inorganicos, habitualmente compostos fendlicos, como mono,
di- e polifendis, amino fendis e metdxi fendis, e aminas aromaticas (Kudanga;
Nemadziva; Le Roes-Hill, 2017; Sheikh; Bramhecha, 2018). Essa reacao de
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oxidacéo é acoplada a uma redugao do oxigénio a agua, como mostrado na Figura
6.

Figura 6 — Mecanismos da reacéo catalisada pela lacase.

H,O x Lacase ,,, x Substrato.q,
0, Lacase ., Substrato,
Fonte: Adaptado de Gu et al., 2021.

O potencial redox das lacases € intimamente relacionado com a sua
atividade enzimatica, de forma que a oxidagdo de compostos fendlicos por essa
enzima depende diretamente da diferenca do potencial redox entre o centro ativo e o
substrato (Baldrian, 2006; Kunamneni et al., 2008). Portanto, as lacases podem ser
classificadas como de baixo, médio e alto potencial redox. As lacases provenientes
de plantas e bactérias fazem parte do grupo de lacases com baixo potencial redox,
enquanto as classes de médio e alto potencial redox sdo de origem fungica (Mate;
Alcalde, 2017; Moreno et al., 2020). Porém, mesmo lacases com alto potencial redox
nao conseguem oxidar diretamente substratos com potencial redox mais elevados,
acima de 1,3 V, como moléculas nao-fendlicas (Moreno et al., 2020).

Visando ultrapassar essas dificuldades, constatou-se que o 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) possui a capacidade de atuar como
mediador na oxidacao de compostos nado fendlicos e que nado sao diretamente
oxidados pela lacase (Bourbonnais et al., 1995; Kunamneni et al., 2008; Thurston,
1994). Atualmente, além do ABTS, outros mediadores sintéticos comumente
utilizados em conjunto com as lacases sdo o 2,2',6,6'-tetrametilpiperidina-N-oxil
(TEMPO), 1-hidroxibenzotriazol (HBT), N-hidroxiacetanilida (NHA) e tiodifenilamina
(PT) (Gu et al., 2021; Riva, 2006).

Nesses sistemas, apresentados genericamente na Figura 7, a primeira fase
consiste na oxidacdo do mediador pela lacase, envolvendo a perda de um unico
elétron e produzindo um intermediario de alto potencial redox, com capacidade de
oxidar substratos nao fendlicos. Este composto intermediario é entao reduzido para

restaurar sua forma inicial, promovendo a transferéncia de elétrons para o substrato
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e fechando o ciclo redox. Dessa forma, ocorre uma oxidagao indireta do substrato

pela lacase (Gu et al., 2021; Singh Arora; Kumar Sharma, 2010).

Figura 7 — Representagéo da reacdo de oxirredugdo em um sistema mediado por
lacase.

HZOX Lacase x Mediador,, x Substrato,,
0, Lacase g Mediador, Substrato,.q
Fonte: Adaptado de Gu et al., 2021.

Sistemas contendo uma lacase e um mediador sdo capazes, por exemplo,
de oxidar a unidade de estrutura ndo fendlica da lignina, o que faz com que possa
ser aplicado ao branqueamento tanto na industria de papel quanto na téxtil (Gu et
al., 2021). A viabilidade de integrar um tratamento com sistema mediado por lacase
para o branqueamento de diferentes polpas foi investigado por Pandi, Gowthaman e
Kamini (2021). Em seu estudo, eles investigaram a deslignificagdo enzimatica
empregando lacase de alto potencial redox e HBT como mediador para melhorar a
deslignificagdo das polpas de eucalipto, bagaco, bambu e palha de trigo, sendo a
eficacia de tal tratamento comparavel com lacases comerciais, demonstrando a sua
viabilidade para posterior desenvolvimento comercial (Pandi; Gowthaman; Kamini,
2021).

Como exemplo de estudos voltados para a industria téxtil, tem-se o
desenvolvido por Solis-Oba; Almendariz; Viniegra-Gonzalez (2008), em que o
sistema lacase-ABTS foi aplicado na descolaragdo bem-sucedida de jeans. O
processo desenvolvido apresentou impacto ambiental reduzido, uma vez que nao
produziu subprodutos halogenados, comum nesse tipo de processo (Solis-Oba;
Almendariz; Viniegra-Gonzalez, 2008). Outro estudo empregou um sistema mediado
por lacase para aumentar a eficiéncia do processo de branqueamento de tecido de
algodao com peréxido de hidrogénio. Os resultados mostraram que, apesar de nao
obter um grau de branqueamento tao alto quanto o processo quimico convencional,
0 processo desenvolvido € viavel, apresentando economia de energia e
ambientalmente menos danoso e fornece materiais com melhor molhabilidade e
resisténcia a tragao (Tian et al., 2012). No estudo de Kim et al. (2018) foi realizada a
funcionalizacdo enzimatica in situ das fibras de algodao empregando acido cafeico e
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morina como substratos reativos da lacase. O objetivo foi a produgao de fibras de
algodao com novas funcionalidades, como protegdao UV e atividade antioxidante,
através da utilizagcdo de polimeros de alta massa molar na modificagdo da superficie
dessas fibras. Tanto o acido cafeico quanto a morina atuam como agentes ativos
para protecdo UV e atividade antioxidante, e essas propriedades foram conferidas
com sucesso as fibras de algodao tratadas (Kim et al., 2018).

As lacases também ja foram empregadas para realizar a oxidagéo superficial
de nanofibras de celulose, 1& e algoddo. No estudo desenvolvido por Bai et al.
(2018), pirrol foi utilizado na modificagdo superficial de fibra de 1a por meio de
polimerizagao in situ com lacase para o desenvolvimento de um tecido condutor, o
que melhorou seu processo de tingimento. As caracterizagbes realizadas no tecido
demonstram que o polipirrol formado através de catalise pela lacase se fixou na fibra
de 14, com a profundidade de tingimento do tecido aumentando gradativamente com
o prolongamento do tempo e aumento da concentragdo de lacase e pirrol, de
maneira que o tecido final apresentou boa atividade eletroquimica em termos de
polimerizagao in situ utilizando lacase em solugdo. Em outro estudo, realizado por
Jausovec, VogrinCi¢ e Kokol (2015), os autores realizaram a modificagcdo quimio-
enzimatica de nanofibras de celulose usando a lacase como biocatalisador e
TEMPO ou 4-amino-TEMPO como mediadores, sendo esse ultimo mais ativo. Os
autores também estudaram a influéncia de diferentes pds-tratamentos na oxidagao
da celulose. A reagcdao aumentou em cerca de 140% a quantidade de aldeidos
localizados no C6 da celulose, de forma que os resultados deste estudo indicam
uma nova forma de preparar e estabilizar aldeidos altamente reativos na celulose. O
sistema lacase/TEMPO também foi usado por Yu et al. (2016) no preparo de tecidos
de algodéao hidrofébicos através do enxerto de octadecilamina (ODA) na superficie
das fibras de algodao. As fibras foram oxidadas por lacase/TEMPO para introduzir
grupos aldeido, que reagiram com os grupos amino da ODA para formar uma base
de Schiff, cuja formacao foi comprovada pelas analises de FTIR e espectrometria de
massas MALDI-TOF. A hidrofobicidade superficial dos tecidos de algodao aumentou
apo6s a reacao de graftizagao enzimatica.

Portanto, pode-se observar que as lacases ja sdo empregadas na oxidagao

de polimeros organicos e mostram um grande potencial para serem utilizadas na
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modificagao e funcionalizagao superficial de fibras téxteis, como o algoddo. Nenhum
estudo encontrado, porém, emprega a lacase na oxidagao da celulose das fibras de
algodao com o objetivo de fortalecer a graftizacdo com nanoparticulas de quitosana
contendo 6leos essenciais para o desenvolvimento de tecidos com propriedades

antimicrobianas.
2.4 TECIDO DE ALGODAO

De forma geral, as fibras vegetais possuem diversas vantagens, como o
baixo custo, biodegradabilidade, baixa densidade, boa resisténcia a temperatura e
solventes e atoxicidade (Albinante; Pacheco; Visconte, 2013). Dentre essas fibras, o
algoddo, composto majoriamente por celulose (Figura 8) é a fibra com maior
representatividade no cenario econdmico nacional e mundial, em grande parte por
suas caracteristicas intrinsecas, tais como o conforto térmico, hidrofilicidade,
facilidade de modificagbes quimicas e fisicas e tecnologias de produgdo e
processamento bem-estabelecidas (Fujita; Jorente, 2015). Porém, os tecidos feitos
da fibra de algodado apresentam também certas propriedades indesejaveis, como
facil sujidade e enrugamento, suscetibilidade a ataque microbiano, baixa protecéo

UV e suporte ao crescimento de microrganismos (lbrahim et al., 2013).

Figura 8 — Estrutura da celulose.
CH,OH
Cell O

HO O

~
OH Cell

Fonte: JauSovec, Vogringi¢ e Kokol, 2015.

Em vista disso, e com o objetivo de aumentar a competitividade do algodao
para com as fibras sintéticas, pesquisas tém sido desenvolvidas visando a sua
modificagao superficial com multiplas funcionalidades, o que aumentaria seu escopo
de aplicagdo. Assim, varios tratamentos quimicos e poliméricos tém sido
empregados para atribuir certas funcionalidades, como melhor tingimento e

acabamentos de prensagem duravel, atividades antimicrobianas, resisténcia ao
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enrugamento, retardante de chamas, repelente de agua e O6leo, perfume e
resisténcia a abrasao (Costa et al., 2020; Vigneshwaran; Arputharaj, 2020).

Nesse sentido, Trad et al. (2018) sintetizaram um hidrogel de quitosana e o
empregaram para conferir sensibilidade ao pH e acabamento antimicrobiano ao
tecido de algodéao. Os resultados desse estudo mostraram que essa funcionalizagéo
aumenta significativamente a atividade antibacteriana da fibra de algodao tanto
contra bactérias Gram-positivas (S. aureus e L. monocytogene) quanto bactérias
Gram-negativas (E. coli). Além disso, houve uma melhora no comportamento de
gerenciamento de umidade do material e nas propriedades de recuperacéo de vinco
apo6s a aplicagao do hidrogel (Trad et al., 2018). Em outra pesquisa, desenvolvida
por Wang et al. (2011), nanobastées de ZnO-SiO2 foram aplicados em tecidos de
algodao com o objetivo de obter tecidos com propriedades superhidrofébicas e de
bloqueio ultravioleta (UV). Pelas analises, foi verificado que o tecido tratado possuia
um grande fator de protecdo UV, juntamente com uma superhidrofobicidade
resistente aos raios UV (Wang et al., 2011).

Percebe-se, portanto, que devido a sua importancia dentro da industria téxtil
e suas propriedades ja relatadas, nos ultimos anos tem havido um movimento no
sentido de desenvolver novas metodologias para a funcionalizagdo do algodao.
Assim, com o intuito de melhorar ainda mais a aplicabilidade do algodao, diversos
grupos quimicos e materiais tém sido empregados ao algodao, como quitosana (Xu
et al., 2017), nanoparticulas de prata (Jiang; Liu; Yao, 2011; Vigneshwaran et al.,

2007) e 6leos essenciais (Fiedler et al., 2020; Sadannavar et al., 2021).

2.5 QUITOSANA NA FUNCIONALIZACAO DO ALGODAO

A importancia da quitosana dentro da industria téxtil tem crescido nos
ultimos anos como uma alternativa “verde” para os processos de tingimento dos
tecidos, uma vez que reduz a necessidade de grandes quantidades de sais e alcalis
(Costa et al., 2022). Por isso, a quitosana tem sido cada vez mais utilizada na
industria téxtil devido a sua capacidade de conceder propriedades antimicrobianas

aos tecidos, torna-los a prova de encolhimento, conceder maior resisténcia a ruptura
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e a formacgao de vincos e auxiliar no processo de tingimento (Benltoufa, et al. 2020;
Li et al., 2021).

Costa et al. (2022) estudou um novo processo de tingimento de tecidos a
base de quitosana, sem sal e sem quimicos, para o desenvolvimento de téxteis
bioativos. Para isso, os autores encapsularam o corante Everzol Navy Blue em
nanoparticulas de quitosana e empregaram no tingimento do tecido de algodao.
Como resultado, foi obtido um tecido de algodao tingido com propriedades
antimicrobianas significativas contra Staphylococcus aureus meticilina-resistente
(MRSA), Staphylococcus aureus meticilina-sensivel (MSSA) and A. baumannii.

Em outro estudo, Mosaad et al. (2022) sintetizaram nanoparticulas de
quitosana através do método de gelificacdo ibnica, que foram utilizadas no
tratamento do algodao para melhorar a tingibilidade e atividade antimicrobiana do
tecido. De acordo com os autores, houve uma melhora nas propriedades mecanicas
devido a nanoestrutura das nanoparticulas, sua penetragédo no tecido e a ligagao
entre a celulose e as nanoparticulas. Além disso, como a quitosana pode produzir
novas cargas catiénicas a partir da protonagao dos grupos amino na superficie dos
téxteis celuldsicos, a capacidade de tingimento dos tecidos de algodao aumentou.
Por fim, os tecidos também apresentaram propriedades antifungicas e
antimicrobianas contra bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas (Mosaad
etal., 2022).

Tawfik e EI-Masry (2021) realizaram o pré-tratamento do tecido de algodéo
com nanoparticulas de quitosana com o objetivo de melhorar as propriedades de
tingimento e atividade antimicrobiana desses tecidos. Como resultado desse estudo,
obteve-se um tecido com capacidade de tingimento melhorada e com atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos. Além
disso, devido ao alto poder de penetragdao das nanoparticulas e a retencao fisica nos
tecidos de algodao (presenga de grupos OH e NH2), as propriedades fisico-quimicas
e mecanicas do tecido também foram melhoradas (Tawfik et al., 2021).

Analisando a literatura disponivel, nota-se uma crescente no estudo da
quitosana e suas nanoparticulas aplicadas a industria téxtii ndo apenas pelos
beneficios que traz ao produto, mas também pela sua tecnologia verde, que reduz o
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uso de solventes, sais e alcalis, diminuindo a necessidade de realizar complexos

tratamentos de efluentes e poupando o meio ambiente.

2.6 OLEOS ESSENCIAIS NA INDUSTRIA TEXTIL

Conforme ja comentado, os O6leos essenciais possuem diversas
propriedades quimicas e biolégicas que fazem com que tenham um grande interesse
comercial, além de serem compostos naturais (Asbahani et al., 2015). Um dos seus
campos de aplicacdo se da na industria téxtil, beneficiando materiais téxteis através
da incorporacéo do 6leo puro ou encapsulado, sendo este ultimo o mais importante
por aumentar a durabilidade da funcionalizagdo ao proteger o 6leo essencial contra
reagdes com umidade, luz e oxigénio, além de promover a sua liberagéo prolongada.
Essa categoria de produto se encaixa nos téxteis funcionais, que podem ser
divididos, basicamente, em téxteis médicos, perfumados, antimicrobianos, mosquito-
repelentes e cosmetotéxteis (Ghayempour; Montazer, 2016).

A incorporagao de determinado aroma a uma fibra consiste no processo de
tratar os téxteis com sistemas bioativos (Cerempei, 2017). Nesse sentido, capsulas
aromaticas, que liberam lentamente seu conteudo através de paredes permeaveis
ou semipermeaveis, tém sido elaboradas para aplicagdes em suéteres, camisetas e
jaquetas (Abdul Aziz et al., 2015). As forgas mecéanicas atuantes sobre essas
capsulas com o movimento do usuario levam ao rompimento da parede por friccéo
ou pressao mecanica e consequente liberacdo do aroma (Boh; Knez, 2006;
Ghayempour; Montazer, 2016).

Rodrigues et al. (2008), por exemplo, desenvolveram microcapsulas de
poliuretano-ureia (PUU) contendo dleo de limoneno por meio da técnica de
polimerizacao interfacial, que posteriormente foram aplicadas em tecidos com o
objetivo de produzir tecidos perfumados. Como resultado dessa pesquisa, os
pesquisadores desenvolveram uma marca de roupas masculinas perfumadas
(Rodrigues et al., 2009; Rodrigues et al., 2008). Além disso, diversas marcas de
roupas tém aplicado a tecnologia de aromas para aumentar a sensagao de bem-

estar do usuario, especialmente na categoria de roupas intimas, mostrando o
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potencial de aplicagdo dessa tecnologia na obtengdo de produtos com valor
agregado (Cerempei, 2017).

Em funcdo das suas caracteristicas e proximidade com o corpo humano, os
téxteis constituem um excelente meio de transferéncia, adesdo e propagacdo de
infeccbes causadas por espécies microbianas, o que faz com que o acabamento
antimicrobiano venha sendo cada vez mais estudado (Das et al., 2021). Javid et al.
(2014), por exemplo, aplicaram microcapsulas de quitosana contendo os O6leos
essenciais de eucalipto e sandalo no tecido de algoddo usando um agente de
crosslinking de baixa temperatura e verificaram a atividade antibacteriana desse
tecido. Em ambos os casos, o tecido apresentou maior resisténcia contra a S.
aureus comparado a E. coli, bactérias gram-positiva e gram-negativa,
respectivamente. Segundo Emam (2019), porém, o acabamento antimicrobiano de
téxteis ndo apenas deve inibir a propagagao de doencgas e eliminar microrganismos
indesejaveis, mas também deve cumprir trés requisitos basicos: (1) deve ser atoxico
para o ser humano, nao resultando em alergias e irritagcbes na pele; (2) o agente
antimicrobiano empregado ndo deve causar efeitos negativos nas propriedades do
tecido nem na sua aparéncia, além de ser compativel com o processo comum da
industria téxtil; (3) o acabamento deve ser capaz de suportar os processos de
lavagem, secagem e lixiviagdo, conferindo durabilidade a propriedade
antimicrobiana.

Os téxteis médicos funcionais, além de possuir propriedades antimicrobianas
que diminuem a possibilidade de ocorréncia de infeccao cruzada em roupas para
pacientes e produtos de saude como curativos e luvas, podem ser empregados
como depdsito temporario de farmaco a serem liberados pela acao de fatores
especificos da pele, como transpiragao, friccdo e enzimas da pele. Assim, esses
téxteis permitem uma terapia continua de problemas de saude, dentre os quais cita-
se dermatite alérgica e infecciosa, queimadura, psoriase, cancer de pele, sem a
contribuigdo ativa e consciente do paciente (Radu et al., 2017).

Outra classe sdo os cosmetotéxteis, téxteis de alto desempenho que
representam uma combinagdo de substancias ativas cosméticas com materiais
téxteis. Esses materiais, em contato com a pele, transferem a substancia ativa para

fins cosméticos. Os 6leos essenciais estdo dentro da classe de substancias que
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podem ser aplicadas com propésito cosmético afim de promover o brilho na pele,
hidratacao, refrescancia e outros efeitos de bem-estar. Os dleos essenciais mais
proeminentes nesse campo incluem os 6leos de lavanda, camomila, eucalipto,
jasmim, rosa, salvia e hortela-pimenta (Abdul Aziz et al., 2015; Denisa-Maria et al.,
2019). Como exemplo de cosmetotéxtil, tém-se o estudo realizado por Sariigik, Okur
e Asma (2012), em que d6leos aromaticos foram encapsulados em [(-ciclodextrina e
aplicados em toalhas 100% algoddo para uso em centro de spas ou cuidados
pessoais com o objetivo de melhorar a saude dos usuarios utilizando produtos
multifuncionais hidratantes, aromatizados, relaxantes e antienvelhecimento (Sariisik;
Okur; Asma, 2012).

Por fim, os Oleos essenciais também sdo muito empregados no
desenvolvimento de téxteis repelentes e, devido ao aumento de doencas
transmitidas por vetores, como Zika virus, malaria e dengue, tais téxteis tém se
tornado cada vez mais procurados por atuarem como barreira contra a picada de
mosquitos adultos (Halbkat et al., 2019; Raja; Kawlekar; Saxena, 2015). Dentre os
Oleos essenciais, aqueles extraidos de citronela, geranio, cedro, hortela-pimenta,
alho, manjericao, tomilho, eucalipto e alecrim sao alguns dos principais ingredientes
ativos encontrados em repelentes botanicos (Abdul Aziz et al., 2015; Halbkat et al.,
2019). Destes, o 6leo essencial de citronela tem recebido especial atengado nas
pesquisas voltadas para a repeléncia de insetos, particularmente o Aedes aegypti.
Specos et al., 2010 sintetizaram microcapsulas contendo 6leo essencial de citronela
e aplicaram em tecidos de algodao para avaliar a eficacia repelente dos tecidos
tratados. A atividade repelente foi avaliada através da exposicdo de uma mao e
braco humanos cobertos com o tecido tratado aos mosquitos Aedes aegypti, tendo-
se observado uma maior prote¢cdo e durabilidade dos tecidos tratados com as
microcapsulas contendo o 6leo essencial quando comparados aos tecidos borrifados
com solucao de etanol do 6leo essencial, garantindo efeito repelente superior a 90%
por trés semanas (Specos et al., 2010).

Com base nos estudos apresentados, observa-se a grande gama de
aplicagbes que podem ser alcangadas ao realizar a funcionalizagdo de fibras e
tecidos de algoddo com O&leos essenciais, particularmente Oleos essenciais

encapsulados em materiais poliméricos. Isso se torna ainda mais promissor quando
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a particula contendo o composto ativo encontra-se covalentemente ligada ao tecido,
melhorando o grau de interagéo tecido/particula e oferecendo um efeito gradual e
prolongado.

3METODOLOGIA

A metodologia do presente trabalho consiste, de forma geral, em trés etapas
principais: a preparagao das nanoparticulas, a modificagdo superficial das fibras de
algodao, a funcionalizacdo do tecido de algoddo com as nanoparticulas (NPs)
produzidas e o estudo das propriedades do tecido tratado. Cada uma das etapas
citadas deve passar por uma caracterizagcao e otimizacdo. As etapas podem ser

observadas na Figura 9 e serdo descritas em detalhes a seguir.
Figura 9 — Esquema geral da metodologia.
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3.1 MATERIAIS

Os reagentes e equipamentos empregados durante a pesquisa sé&o
apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1 — Reagentes e equipamentos utilizados.

(continua)

Material

Identificagao

Oleo essencial de lavanda

Lavandula angustifolia, Empério Laszlo

Oleo essencial de eucalipto

Eucalyptus globulus Labillardiere, Sigma-Aldrich

Tecido Algodao plano cru
TEMPO 2,2,5,6-tetrameti|piperidina-1-oin (TEMPO), Sigma-
Aldrlch
Acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), Sigma-
ABTS :
Aldrich
Quitosana Massa molar média, Sigma-Aldrich, 78% desacetilagao

Acido acético

Acido acético glacial P.A ACS, Exodo Cientifica

Tween® 80 Tween® 80 BioXtra, viscous liquid, Sigma-Aldrich
Tripolifosfato (TPP) Tripolifosfato de sodio PA, Dindmica
Etanol Alcool etilico absoluto PA, Exodo Cientifica
Lacase Novoprime Base 268
L Trametes versicolor, liofilizada, atividade = 13,5 U/mg,
acase , .
Sigma-Aldrich
L Pleurotus ostreatus, liofilizada, atividade = 9,7 U/mg,
acase ; :
Sigma-Aldrich
Rhus vernificera, liofilizada, atividade = 50 U/mg,
Lacase

Sigma-Aldrich

Hidréxido de sodio

Hidréxido de sédio PA — ACS (Microperlas), Dinamica

Perdxido de hidrogénio

Perdxido de hidrogénio 110 Vol (30%), Anidrol

Sequestrador de ferro

WK COMPLEX FE — 2, Werken

Dispersante umectante

COLORSWET DTU-M, Color Quimica do Brasil

Citrato de soédio

Citrato de sddio dihidratado reagente ACS, Sigma-
Aldrich

Acido citrico

Acido citrico monohidratado, Sigma-Aldrich

Corante acido

Corante acido laranja 7 Triacet RN (Color Index (C.I.)
Acid Orange 7), TMX

Azul de metileno

Azul de metileno, Vetec

Solugéo detergente

Agente de lavagao Ekotex Clean, Ekotex

Centrifuga

Centrifuga Bancada NOVA INSTRUMENTS, modelo NI
1811-A

Agitador orbital

Agitador orbitalar/incubadora SOLAB® Shaker SL-22

Agitador magnético

Agitador magnético com aquecimento SolidSteel,
modelo: SSAGa — 10L

Dispersor Ultra-Turrax®

Ultra-Turrax® IKA (T 18 DI com elemento de disperséo
S 18N)

Centrifuga

Centrifuga Bancada NOVA INSTRUMENTS, modelo NI
1811-A
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Quadro 1 — Reagentes e equipamentos utilizados.
(concluséo)

Material Identificagao

Estufa de secagem NOVA INSTRUMENTS, modelo

NI1513-CR

Espectrofotdmetro UV-Vis Shimatzu® UV-Probe 2.5 na

faixa de 800-200 nm

Microscopio eletrénico de Microscopio Jeol JEM-1011 (Laboratério Central de
transmissé&o Microscopia Eletrénica — LCME)

Microscopio JEOL JSM-6060 operando a 10 kV

(Laboratério Central de Microscopia Eletrénica —

Estufa

Espectrofotébmetro UV-Vis

Microscdpio eletrénico de

varredura LCME)
Espectrémetro de PerkinElmer Frontier, por reflectancia total atenuada
infravermelho com (FTIR-ATR) comprimentos de onda entre 4000 e 450
transformada de Fourier cm’’
Analisador TGA TA Instruments, TGA Q50
Cromatégrafo Gasoso Agilent GC 7890A acoplado com detector MS Agilent
5975C
Liofilizador Terroni Fauvel LT 1000/8
Espectrofotémetro visivel Datacolor® 500
Ultrassom Cuba de Ultrassom Cristéfoli

3.2 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de quitosana contendo 6leo essencial foram preparadas
conforme uma adaptacdo da metodologia descrita por Hosseini et al. (2013). A
metodologia consiste em um processo de duas etapas: emulsificagdo éleo-em-agua
seguida por gelificacdo ibnica. Para a fase aquosa, foi preparada a solugdo de
quitosana (1% m/v, 200 mL) através da agitagdo da quitosana em solugao de acido
acético (1% v/v) a temperatura ambiente por 12 h. A mistura foi entdo centrifugada a
4000 rpm por 45 min e, ap6s, o sobrenadante foi removido e submetido ao processo
de filtragdo a vacuo. Por ultimo, Tween 80 (11,25 g/L) foi adicionado a solugdo como
surfactante, mantendo-se a agitacdo por 2 h a 45 °C para a obtencdo de uma
solugdo homogénea.

O dleo essencial de eucalipto (OEE) ou lavanda (OEL) foi dissolvido em
etanol (0,2 g/mL) para a formagcdo da fase oleosa. Essa solugdo foi adicionada
lentamente a fase aquosa durante a homogeneizagdo a 13000 rpm no dispersor
Ultra-Turrax® sob banho de gelo por 10 min para a formacao de uma emulsao 6leo-

em-agua. A Figura 10 demonstra as etapas do processo de emulsificagao.
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Na etapa de gelificagcdo ibnica, 200 mL de tripolifosfato (TPP) 1% (m/v)
foram adicionados gota a gota na emulsdo formada na etapa de emulsificagéo e a
agitacdo a 13000 rpm no Ultra-Turrax® foi mantida por 40 min. As nanoparticulas
obtidas foram coletadas por centrifugacédo a 4000 rpm por 45 min e lavadas com
agua deionizada. O material obtido foi armazenado em agua destilada sob
refrigeragcdo. Uma aliquota de cada amostra foi liofilizada por 48h. Para comparacao,
nanoparticulas de quitosana sem 6leo essencial também foram preparadas seguindo

0 mesmo procedimento descrito acima.

Figura 10 — Esquema do processo de preparagao das nanoparticulas: (A)
emulsificacao e (B) gelificagc&o idnica.
Quitosana 1% Acido acético Oleo essencial Etanol (A)

(m/v), 200 mL 1% (viv) 0,2 g/mL \ z 4 mL

"

 —
q Emulsao 6leo
em agua

Ultra Turrax

e =R

13000 rpm/10 min
Banho de gelo
4000 rpm/43min 45°C/2h
T > TPP 1% (m/v) ®)
i 200 mL
— g Liofilizagio

v — - — ﬂ
U _ ! Armazenamento

\ sob refrigeragdo

| Ultra Turrax

|

J 13000 rpm/40 min ) Lavagem com agua

Banho de gelo 4000 rpm/45min 2 gu

—* Emulsio

Fonte: Adaptado de Hosseini et al. (2013).
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3.3 PRE-ALVEJAMENTO DA FIBRA DE ALGODAO

A preparacdo do tecido para a funcionalizag&o consistiu em realizar o pré-
alvejamento deste. Para isso, a amostra (5 g) foi pré-alvejada empregando solugéo 3
g/L de NaOH , solugado 3 g/L de H202 , 1 g/L de sequestrador de ferro e 2 g/L de

dispersante umectante. A amostra foi mantida na solugéo a 90 °C por 30 min.

3.4 BIOOXIDAGCAO SUPERFICIAL DA FIBRA DE ALGODAO

A biooxidacdo foi baseada nas metodologias presentes no estudo de
Hossain et al. (2009) e JauSovec, VogrinCi¢ e Kokol (2015).

As amostras de tecido foram cortadas em tamanhos de 6 cm x 6 cm e
adicionadas em um Erlenmeyer contendo 48 mL de solugédo tampao citrato 0,4 mol/L
pH 5/etanol (80/20), 5 mL de solugdao 5 mmol/L de ABTS ou TEMPO e 3 mg de
lacase. A solucéao foi entdo levada ao agitador orbital a 40 °C e 60 rpm por 8 h, sob
oxigenagao constante, em uma adaptacdo do estudo de Aracri, Vidal e Ragauskas
(2011).

O processo de oxidagao foi seguido pelo pés-tratamento com 50 mL NaOH 1
mol/L sob agitacdo por 10 min a 60 °C. Apds o pds-tratamento, as amostras foram
lavadas com solugdo tampao/etanol (80/20) por 1 h a temperatura ambiente seguida

pela lavagem com agua destilada a 60 °C por 30 min e, por fim, com agua gelada.

3.5 IMPREGNACAO DAS NANOPARTICULAS NA SUPERFICIE DO TECIDO
Obtidas as amostras oxidadas, foi realizada a funcionalizagdo do tecido com

duas metodologias diferentes: a técnica de pad-dry (adaptada), extensivamente

empregada na literatura (Javid et al., 2014; Specos et al., 2010; Stular et al., 2019), e
uma metodologia adaptada dos estudos de Liu et al. (2001) e Specos et al. (2010).
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3.5.1 Impregnacgao através do método pad-dry

Uma dispersdo aquosa contendo as nanoparticulas de quitosana com oleo
essencial foi preparada na concentragéo de 35% (m/v). As amostras de tecido (6 cm
X 6 cm) em triplicata foram imersas em 50 mL da solugéo por 1 min. Para retirar o
excesso de solugéo, as amostras foram colocadas entre duas folhas de papel toalha
sob a pressao exercida por um béquer contendo 500 mL de agua durante 10 s. Por
fim, as amostras foram secas em estufa a 50 °C por 2 h (JAVID et al.,, 2014;
SPECOS et al., 2010; STULAR et al., 2019).

3.5.2 Impregnacgao através de método adaptado

Essa metodologia € uma adaptagao das metodologias utilizadas nos estudos
realizados por Liu et al. (2001) e Specos et al. (2010). Neste método, as amostras (3
cm x 3 cm) foram imersas em 25 mL de uma dispersao contendo as nanoparticulas
nas concentragdes de 5%, 15%, 25% e 35% (m/v), sob agitagdo constante por 2 h a
60 °C em agitador orbital. Em seguida, o tecido foi lavado varias vezes com agua
deionizada e imerso em 25 mL de agua deionizada com agitagdo por 24 h em

temperatura ambiente. A amostra resultante foi seca em estufa a 50 °C por 2 h.

3.6 CARACTERIZAGOES

3.6.1 Caracterizacao dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais de lavanda e eucalipto foram submetidos ao método
analitico de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (GC-MS)
para obtencdo da composicdo quimica desses 6leos e avaliacdo dos componentes
majoritarios nele presentes e por FTIR-ATR.

O equipamento de GC-MS (Central de Anadlises do EQA, UFSC) possui
coluna capilar de silica HP-5MS (30 m x 0,25 mm e espessura de 0,25 um)
conectada a um detector quadrupolo operando no modo impacto de elétrons a 70 eV
e intervalo de massa de 50 a 300 m/z. Hélio foi usado como gas de arraste a uma
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vazao de 1,0 mL/min. A temperatura do injetor foi ajustada de 40 °C até 145 °C por 3
°C/min, mantido por 1 min, e novamente aquecido até 280 °C a 10 °C/min, mantida
por 10 min. A velocidade de injeg¢ao foi de 0,5 yL/min, proporg¢ao de divisdo de 1:50.
A identificagdo dos compostos foi realizada através da biblioteca NIST 11, banco de
dados de indice de retengao/método GC associado a analise. A analise de FTIR-
ATR foi realizada utilizando 16 varreduras em uma resolugcdo de 4 cm™' em

comprimentos de onda entre 4000 e 450 cm™".

3.6.2 Ensaio da atividade enzimatica

Uma unidade de atividade da lacase é definida como a quantidade de
enzima que oxida 1 mmol de ABTS por minuto (Johannes; Majcherczyk, 2000). Para
determinacao de tal parametro, foram adicionados 0,5 mmol/L de ABTS e 1 g/L de
lacase de Pleurotus osteratus em uma cubeta contendo solugédo tampao com pH 5,0.
A reacado foi acompanhada em espectrofotbmetro UV-Vis observando-se a
absorbancia no comprimento de onda de 420 nm por 3 min (Fernandes, 2015).

O calculo da atividade enzimatica foi realizado através de duas equacgdes
distintas: uma para obtencdo da atividade em U.L"' (Equagdo 1) e outra para

obtencgédo do resultado em U.mg' (Equacao 2).

— AA*Vyeqcionar*10°+1000
Atxepprs*d

U

(1)

_ AA*Vreacional*l()G

(2)

At*EABTS*Menzima

onde AA é a diferenca entre a absorbancia final e a absorbancia inicial, Vieacionai € 0
volume total da reagao (3 mL), At é o tempo de reacgéo (3 min), €asrs € 0 coeficiente
de absortividade molar do ABTS (€420 = 36.000 mol/L.cm), d é a distdncia do caminho
Optico (1 cm) e Menzima € @ Massa de enzima adicionada na reagao (Baltiera-Trejo et
al, 2015).
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3.6.3 Caracterizag¢ao das nanoparticulas

As caracteristicas quimicas de superficie das nanoparticulas de quitosana
foram observadas através de FTIR-ATR, seguindo o procedimento descrito
anteriormente. Os espectros foram normalizados em 1025 cm™.

A avaliagdo da morfologia e da estrutura das nanoparticulas obtidas foi por
meio da técnica de microscopia eletrbnica de transmissdao (MET). Para tal, as
nanoparticulas liofilizadas foram dispersas em agua destilada utilizando ultrassom
por 20 min. Em seguida, uma gota dessa dispersao foi depositada sobre um grid de
cobre com filme de carbono (300 mesh) e deixada secar por 48 h, sendo
posteriormente analisada no microscépio eletrénico de transmissao.

A eficiéncia de encapsulagcdo das nanoparticulas de quitosana foi
determinada através da espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis). As
nanoparticulas de quitosana contendo d6leo essencial liofilizadas (10 mg) foram
adicionadas a 4 mL de solucédo aquosa de acido hidrocloridrico 2 mol/L e aquecidas
a 95 °C por 30 min. Apés resfriar, 2 mL de etanol foram adicionados a mistura,
seguida de centrifugacao a 3000 rpm por 5 min a 25 °C. O sobrenadante foi entéo
coletado e o conteudo de d6leo essencial foi medido usando espectrofotdmetro UV-
vis na faixa comprimento de onda de 300 a 190 nm. A quantidade de 6leo essencial
presente foi calculada pela curva de calibragao de 6leo essencial livre em solugao
etanol/acido hidrocloridrico 2 mol/L (2:1). A Equagao 3 foi empregada no calculo da

eficiéncia de encapsulagao (Hosseini et al. 2013).

quantidade total de 6leo essencial carregado nas NPs

EE (%) = * 100 (3)

quantidade tedrica de 6leo essencial

Por fim, foi realizada a analise termogravimétrica (TGA) (LAMAT, UFRGS)
da quitosana pura, das nanoparticulas e das amostras de tecido, de modo a
quantificar o teor de 6leos essenciais encapsulados nas nanoparticulas e verificar a

estabilidade térmica. A analise foi realizada sob atmosfera de nitrogénio (50

mL/min), da temperatura ambiente até 700 °C com aquecimento de 20 °C/min.
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3.6.4 Caracterizagao do tecido oxidado

O éxito na oxidacdo da celulose do algodao foi avaliado através de duas
analises: FTIR e ensaio de tingimento com azul de metileno. A analise de FTIR-ATR
foi empregada para avaliar o surgimento de bandas que indiquem a oxidagdo dos
grupos carboxilicos da celulose. O equipamento utilizado e as condigdes de analise
foram as mesmas descritas anteriormente. Os espectros foram todos normalizados
em 1315 cm™ (banda referente ao dobramento CH2, que nido sofre alteragéo
significativa apds o processo de oxidacgao).

O ensaio de tingimento empregando o corante azul de metileno teve como
base o trabalho de Eren et al. (2018) e foi realizado com o objetivo de avaliar se
houve oxidagdo e qual metodologia apresentou o melhor grau de oxidagdo. Como
diversas condicbes foram empregadas, com diferentes lacases e mediadores, o
tingimento com azul de metileno auxiliou na definicdo da melhor metodologia para a
biooxidagao do tecido. Esse ensaio consiste em colocar as amostras submetidas ao
processo de oxidacdo em uma solu¢gdo com o corante azul de metileno 0,1% (m/v) a
25 °C durante 20 min no agitador orbital. Ap6s o tingimento, o tecido tingido foi
lavado com agua destilada por 10 min sob agitacdo a 25 °C. A agua da lavagem
dessas amostras foi analisada por espectroscopia UV-Vis, sendo que quanto menor
a absorbancia medida, maior a quantidade de corante retida no tecido e maior o

grau de oxidagao.

3.6.5 Caracterizagao do tecido incorporado com nanoparticulas de quitosana

A incorporacao das nanoparticulas ao tecido de algodao foi avaliada através
da analise de FTIR-ATR para observar alteracbes no espectro que acusem a
formacao de grupos funcionais especificos ou ligagdes quimicas entre a quitosana
das nanoparticulas e a celulose da fibra de algodao. O equipamento utilizado e as
condi¢cdes de analise foram as mesmas descritas anteriormente.

Além disso, a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi
realizada para analisar a presenca das nanoparticulas entre as tramas do tecido.

Nessa andlise, as amostras foram colocadas em um porta amostra com fita de
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carbono e metalizadas com ouro e foram analisadas a uma tensdo de 10 kV com
ampliacdo de 30.000 a 200.000.

Outro ensaio realizado foi o tingimento com corante acido laranja 7 para
avaliar se o processo de impregnacao foi bem-sucedido e qual concentragdo de
nanoparticulas foi mais efetiva, uma vez que o corante interage com o grupamento
amina (NH2) da quitosana. Nesse ensaio, 100 pL da solugédo de corante &cido
laranja 7 (1:100) foram adicionados em 50 mL de agua destilada, ajustando o pH da
solugéo para pH 3,0 com solugdo de HCI 1mol/L. A amostra foi adicionada a solugéo
e submetida a agitagao a 150 rpm por 30 min a 30 °C, sendo em seguida lavada em
agua destilada por 10 min sob agitacdo a temperatura ambiente (Jordanov, 2019).

A variagdo na coloragéo do tecido apos o teste de tingimento foi avaliada
através das medidas de espaco de cor CIELAB em um espectrofotbmetro visivel.
Essa andlise fornece as coordenadas cromaticas, sendo luminosidade (L),
coordenada vermelho/verde (a) e coordenada amarelo/azul (b) (Ganesan; Rajini;
Rajkumar, 2010; Wilson et al., 2008). Além disso, a caracterizagdo também permite
avaliar as diferencas de cor entre a amostra e o padréo através dos deltas (A), que
podem ser positivos ou negativos e sao empregados no calculo da obtencdo da
diferenca total de cor (AE). As diferentes expressdes dos deltas sdo apresentadas

na Quadro 2.

Quadro 2 — As diferentes expressdes dos deltas.

Delta Indicagio Expressio
AL Luminosidade (+) = Mais claro (branco)
(-) = Mais escuro (preto)
Aa VermelhoVerde | (*) = Vermelho
(-) = Verde
Ab Amarelo/Azul (+)_: Amarelo
(-) = Azul

Fonte: adaptado de Wilson et al. (2008) e Atodiresei et al. (2013).

O calculo da diferengca total de cor a partir das trés coordenadas,
empregando o tecido alvejado como amostra controle, é realizado com a Equacéao 4
(Gémez-Polo, 2016).

AE = \/(AL? + Aa? + Ab?) (4)
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O ensaio de lavagem foi realizado com o objetivo de avaliar a duragao da
funcionalizacdo do tecido, ou seja, quantas lavagens o tecido suporta antes de
perder o Oleo essencial impregnado ao tecido e, consequentemente, as
propriedades adquiridas com a funcionalizacdo. Para essa analise, a solucdo de
lavagem foi preparada com 10 mL de agua e 0,1 mL de solugao detergente (solugao
1:10 v:v). O tecido foi adicionado a essa solugao e deixado sob agitagao no agitador
orbital por 15 min a 25 °C e 100 rpm. Uma aliquota da solugcdo pés-lavagem foi
coletada para analise no espectrofotdbmetro UV-Vis. A amostra foi seca a
temperatura ambiente por trés dias e submetida ao processo novamente. Esse
processo foi repetido cinco vezes. Ao término destes ciclos de lavagem, o tecido foi
submetido a uma extracédo do dleo residual em etanol absoluto. Nesse processo, as
amostras foram adicionadas em 10 mL de etanol e submetidas a 1 h de
ultrassonicacdo. Esse processo foi repetido 3 vezes para cada amostra
(Dhineshbabu, Bose, 2019).

3.6.6 Ensaio de atividade antibacteriana

O ensaio de atividade antibacteriana (LABCAL, UFSC) realizado com base
no método AATCC 100 Test Method. As bactérias Escherichia coli (E. coli, ATCC
25922) e Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923) foram empregadas como
microrganismos modelo, utilizando uma concentragao inicial de inéculo de 2,0 x 10°
UFC/mL e 5,6 x 10* UFC/mL, respectivamente. O nimero de coldnias nos tecidos
funcionalizados e n&o funcionalizado (utilizado como controle), apés 24 h de
incubacao, foi determinado. A reducado percentual foi calculada com base na
Equacdo 5, comparando-se a contagem nos tecidos funcionalizados com a

contagem no tecido controle, apos 24 h de contato (Guo et al., 2022).
Percentual de reducio (%) = % * 100 (5)

onde a e 3 sdo 0 numero de bactérias recuperadas dos tecidos néo funcionalizados

e funcionalizados, respectivamente, apds 24 h de inoculagao e incubagao.
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4RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais de eucalipto e lavanda foram analisados através das
técnicas de GC-MS e FTIR. Os resultados serdao apresentados a seguir de forma

separada para cada um dos 6leos utilizados.

4.1.1 Oleo essencial de lavanda

De acordo com a literatura, os componentes maijoritarios do OEL sdo o
linalol e o acetato de linalila, em quantidades maiores que 20% (Crisan et al., 2023).
Biaton et al. (2019) avaliaram a composi¢cao quimica do 6leo essencial de Lavandula
angustifolia L. presente na literatura, e chegaram na seguinte variacdo da
quantidade dos componentes maijoritarios presentes no 6leo: 4,91-57,48% linalol e
4,01-35,39% de acetato de linalila.

No estudo conduzido por Dong et al. (2020), a analise da composi¢cao
quimica identificou o acetato de linalla como o composto presente em maior
quantidade (26,61%), seguido do linalol (19,71%). Ciocarlan et al. (2021) estudaram
a composicao quimica do 6leo essencial de Lavandula angustifolia L. de diferentes
produtores; os componentes majoritarios foram identificados nas seguintes
concentracoes: 23,54-40,68% de linalol e 16,68-33,30% de acetato de linalila.

Neste trabalho, a analise de CG-MS confirmou o linalol e o acetato de linalila
como o0s majoritarios, apresentando-se na quantidade de 28,22% e 39,35%,
respectivamente. A composi¢ao quimica do Oleo essencial é apresentada na Tabela
1.
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Tabela 1 — Composigcédo quimica do 6leo essencial de lavanda. Os componentes

majoritarios estdo destacados em vermelho.

Tempo de .
N° reterr)lgéo Componente Qua?;ldade

(min) 0)

1 5,93 a-Pineno 0,27
2 6,33 Canfeno 0,78
3 7,12 B-Pineno 0,84
4 7,34 3-Octanona 2,78
5 7,48 B-Mirceno 0,77
6 7,63 Acido butandico, éster butilico 0,65
7 8,13 3-Carene 0,70
8 8,20 Acido acético, éster hexilico 0,29
9 8,52 o-Cimeno 0,58
10 8,61 p-Cimeno 1,01
1" 8,75 D-Limoneno 0,44
12 8,86 Eucaliptol 0,10
13 9,04 cis-B-Ocimeno 2,78
14 9,41 trans--Ocimeno 0,76
15 10,32 cis-oxido de linalol (furandide) 1,18
16 10,92 trans-6xido de linalol (furandide) 0,93
17 11,45 Linalol 28,22
18 11,82 acetato de 1-octen-3-ilo 1,98
19 13,13 Canfora 1,27
20 14,30 endo-Borneol 1,90
21 14,49 Terpinen-4-ol 1,08
22 15,06 a-Terpinol 1,45
23 17,90 Acetato de linalila 39,35
24 19,06 Acetato de Bornil 0,15
25 19,29 Acetato de lavandulila 0,16
26 22,43 Acetato de neril 0,26
27 23,42 Acetato de geranila 0,59
28 24.60 Cariofileno 3,23
29 25,27 o-trans-Bergamoteno 0,24
30 26,19 trans-B-farneseno 0,61
31 31,07 Oxido de cariofileno 0,33
Compostos minoritarios 1,25
Total identificado 96,92

Compostos nao identificados 3,08
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A Figura 11 apresenta o espectro de FTIR do 6leo essencial de lavanda. A
banda presente em 3471 cm™' ¢ atribuida ao estiramento da ligagdo O-H, indicando
a presenga de alcool (linalol e 4-terpenol). Na regido entre 3000-2800 cm-', as
bandas em 2970, 2926 e 2856 cm-' correspondem ao estiramento de ligagdes Csp®-
H, presentes nos grupamentos CH2 e CHs, de componentes como linalol, 4-terpenol
e acetato de linalila. O estiramento da ligacdo C=0 de ésteres, tais como o acetato
de linalila, sdo observados pela intensa banda em 1735 cm™, enquanto o
estiramento C=C que aparece em 1643 cm' e, estd associada a presenga do
acetato de linalila, canfora e acetato de lavandulila. Na regido abaixo de 1500 cm', é
possivel visualizar inumeros modos de vibracao, incluindo: as bandas identificadas
em 1453, 1409 e 1361 cm™', que correspondem aos dobramentos dos grupos CH: e
CHs; a banda intensa em 1238 cm-' que, juntamente com as bandas em 1117 e
1106, representam o estiramento C-O, confirmam a presenca dos ésteres na
composicao; e, finalmente, as bandas em 921 e 829 cm™', que representam os
dobramentos fora do plano das partes hidrocarbdnicas (El-Tokhy et al., 2023; Sofi et
al., 2019).

Figura 11 — Espectro de FTIR do éleo essencial de lavanda.
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4.1.2 Oleo essencial de eucalipto

De acordo com a literatura, o componente majoritario do déleo essencial de
Eucalyptus globulus é o 1,8-cineol, mais conhecido como eucaliptol, normalmente
presente em uma concentracdo maior que 70% (Dhakad, 2018). Cmikova et al.
(2023) analisaram a composi¢do quimica desse Oleo essencial e encontraram o
eucaliptol a uma concentragcdo de 63,1%. Em outro estudo, Adenubi et al. (2021)
avaliaram que o eucaliptol constituia 77,62% do o6leo essencial. Ja no estudo de
Boukhatem et al. (2020), o 6leo essencial de Eucalyptus globulus era constituido por
94,03% de eucaliptol.

O dleo essencial de eucalipto empregado nessa pesquisa apresentou uma
concentragéo de eucaliptol igual a 93,16%, condizente com o apresentado literatura.

A composi¢ao completa € apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicado quimica do 6leo essencial de eucalipto. O componente
majoritario esta destacado em vermelho.

N° T'z?;ﬁgéie Componente Qua?;:;iade
(min)

1 8,7165 a-pineno 4,67

2 10,397 Biciclo[3.1.0]hexano, 4-metileno-1-(1-metiletil)- 0,09

3 12,4807 o-Cimeno 1,21

4 12,7404 Eucaliptol 93,16

5 14,0205 y-terpineno 0,87

Total identificado 100,00

No espectro de FTIR do éleo essencial de eucalipto, apresentado na Figura
12, observa-se uma banda em torno de 3489 cm, relacionada ao estiramento da
ligagdo OH dos alcoois, mais especificamente o eucaliptol. As bandas caracteristicas
em 2970, 2917 e 2878 cm™! sdo atribuidas ao estiramento Csp3-H. A banda em 1735
cm' corresponde ao estiramento da ligagdo C=0 e o estiramento da ligagdo C=C é
representado pelas bandas em 1673 e 1647 cm-'. As bandas intensas em 1466 cm-’
e 1370 cm™ correspondem ao dobramento simétrico no plano das ligagdes CH2 e
CHa, respectivamente. Por fim, as bandas em 1211 e 1079 cm™' s&o atribuidos ao

estiramento simétrico e assimétrico das ligagdes C-O-C; e a banda intensa em 983
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cm' é atribuida ao dobramento simétrico e fora do plano dos grupos CH2 (Alipanah
et al, 2022; Matche; Adeogun, 2022; Kringel et al., 2017).

Figura 12 — Espectro de FTIR do 6leo essencial de eucalipto.
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4.2 CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS

A morfologia das nanoparticulas foi observada através da microscopia
eletrébnica de transmissao (MET). A partir destas imagens, apresentadas na Figura
13, pode-se observar que as nanoparticulas obtidas a partir da metodologia de
sintese por emulsificacdo seguida de gelificacdo idbnica demonstram distribuicao
regular, parecendo estar bem dispersas, possuem formato esférico e seguem a
estrutura esperada para uma nanoparticula polimérica: a camada externa da parede,
formada pelo material polimérico — neste caso a quitosana; e o nucleo da
nanoparticula, contendo o 6leo essencial. Além disso, também pode-se observar
que as nanoparticulas obtidas possuem um tamanho nanométrico, em torno de 20

nm.
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Figura 13 — Imagens de MET das nanoparticulas de quitosana contendo 6leo
essencial de eucalipto.
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Sobre a analise de FTIR, de acordo com Branca et al. (2016), o espectro da
quitosana pura apresenta trés regides principais: (i) Regido de 3500 a 2800 cm™,
onde uma banda alargada entre 3500 e 3100 cm™' abrange os estiramentos das
ligagbes O-H e N-H, e uma banda referente aos estiramentos das ligagbes Csp3-H
que aparece entre 2879 e 2923 cm; (ii) uma regido entre 1700 e 1200 cm
caracteristica dos grupos amida; e (iii) uma regido de forte absorgdo entre 1200 e
800 cm', caracteristica da estrutura sacaridica da quitosana, conforme observa-se

na Figura 14.

Figura 14 — Espectro de FTIR da quitosana pura.
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A analise termogravimétrica (TGA) da quitosana pura e das nanoparticulas
de quitosana sem O6leo essencial é apresentada na Figura 15(A). Dois estagios
caracteristicos de degradagao sao observados na quitosana. O primeiro, entre 50-
150 °C pode ser atribuida a desidratagcdo dos anéis sacarideos. O segundo estagio,
que ocorre entre 250-400 °C, corresponde a decomposicado e despolimerizagao das
unidades acetiladas e desacetiladas do polimero (Panwar, 2015; Song, 2021;
Antoniou, 2015). Na curva correspondente as nanoparticulas, observa-se uma
decomposicido cerca de 36% menor em comparagao a quitosana pura. De acordo
com Facchi et al. (2016), a interagdo entre a quitosana e o ftripolifosfato (TPP)
diminui a afinidade da quitosana com a agua, uma vez que os grupos -NH2 nao
estdo livres para interagir com tais moléculas, preferindo a interagdo com os sitios
aniénicos do TPP. As degradagdes s&o confirmadas pela termogravimetria
diferencial (DTG), apresentada na Figura 15(B). A temperatura com maior taxa de
desidratagéo é validada pelos picos em 45 °C (quitosana pura) e 53 °C (QNPs). A
validagdo do segundo estagio de degradacédo é representada pelos picos mais
intensos a 329 °C (quitosana pura) e 254 °C (QNPs).

Figura 15 — Curvas de (A) TGA e (B) DTG da quitosana pura e das nanoparticulas
de quitosana sem 6leo essencial.
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O espectro do o6leo essencial de lavanda possui algumas bandas
caracteristicas que podem ser observadas no espectro das nanoparticulas contendo
o o6leo (QNPsSOEL): a banda em 1735 cm-' esta relacionada com as vibragbes de

estiramento dos ésteres, enquanto as bandas em 1146 e 1207 cm™ estdo
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relacionadas com o estiramento C-O, que confirmam a presenga dos ésteres, como
acetato de linalila, nas nanoparticulas. As outras bandas caracteristicas sao aquelas
presentes na regido de 3000-2800 cm-', que correspondem a presencga do acetato
de linalila, linalol e 4-terpenol. A banda em 3471 cm™, relacionada a presenca do
linalol, muito provavelmente esta sobreposta pela banda da quitosana (Sofi et al.,

2019). O espectro comparativo € apresentado na Figura 16.

Figura 16 — Espectro comparativo das nanoparticulas de quitosana (QNPs) e das
nanoparticulas de quitosana contendo 6leo essencial de lavanda (QNPsOEL).
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A Figura 17 apresenta o espectro de FTIR das nanoparticulas de quitosana
contendo o Oleo essencial de eucalipto. A presenca do Oleo essencial nas
nanoparticulas pode ser observada principalmente pelo surgimento de uma nova
banda a 1735 cm-!, que indica o estiramento das ligagbes C=C. Outro ponto que
pode indicar o sucesso na encapsulagdo € o aumento da intensidade de algumas
bandas entre 3000 e 2800 cm™', relacionadas com a vibragao do estiramento C-H e,
da banda acima de 3000 cm-', indicando um aumento nos grupos O-H associado a
presenca do eucaliptol (Herculano et al., 2015; Kringel et al, 2017).
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Figura 17 — Espectro comparativo das nanoparticulas de quitosana (QNPs) e das
nanoparticulas de quitosana contendo 6leo essencial de eucalipto (QNPsOEE).
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Em ambos os espectros apresentados, € possivel observar que algumas das
bandas correspondentes as nanoparticulas de quitosana contendo 6leo essencial
foram mais intensas que as bandas do espectro das nanoparticulas sem o6leo
essencial (QNPs). Esse fato pode ser um indicativo de um processo de
encapsulagdo bem-sucedido (Alipanah et al., 2022).

A quantidade de 6leo essencial encapsulada pelas nanoparticulas foi
determinada utilizando-se um ensaio de liberagdo quantificado através de
espectroscopia no UV-Vis. A eficiéncia de encapsulagao foi entdo calculada usando
a Equacéao 3. De acordo com os resultados de UV-Vis, a eficiéncia de encapsulagao
do dleo essencial de eucalipto (OEE) foi de 31,17%, maior que os valores
encontrados na literatura, cuja eficiéncia foi de 8,53% (Hosseini et al, 2013) e 24,89-
26,80% (Herculano et al., 2015). A EE (%) do 6leo essencial de lavanda (OEL) foi
consideravelmente menor que o OEE, apresentando uma eficiéncia de 12,54%.
Esse valor é similar ao encontrado no estudo de Sangsuwan et al. (2019), que
apresentou uma EE de 16,48% e menor que o valor encontrado por Velmurugan et
al. (2017), que foi igual a 34,34%.
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A eficiéncia de encapsulagdo, conforme demonstrado por Hosseini et al.
(2013) e Hérnandez-Nava et al. (2020) esta diretamente relacionada com a
concentracao inicial de 6leo essencial presente na emulsdo, assim como a relagao
emulsificante:6leo essencial. De acordo com os autores desses estudos, uma
concentragcdo muito baixa de oleo essencial fornece pouco material a ser
encapsulado, enquanto um aumento na concentragio leva a saturagcao da solugao,
em ambos os casos diminuindo a eficiéncia de encapsulagdo. Além disso, um
aumento da concentragédo do 6leo mantendo uma baixa concentragédo de surfactante
reduz a formagao de coacervados que, consequentemente, diminui a quantidade de
material encapsulado. Outro fator citado por Hérnandez-Nava et al. (2020) é o
tamanho das particulas. Segundo os autores, quanto menor o tamanho de
particulas, maior o espaco entre as nanoparticulas, fato que dificulta a interacdo do
O0leo essencial com as nanoparticulas e, portanto, diminui a eficiéncia de
encapsulacdo. Sendo assim, um estudo para obtencdo da concentragcdo de dleo
essencial, relagao emulsificante:6leo essencial e tamanho de particula ideais, pode
aumentar a eficiéncia de encapsulacdo do processo.

Assim como a quitosana pura (Figura 15), as nanoparticulas de quitosana
apresentam duas perdas de massa (Figura 18(A)), cujas temperaturas de maxima
taxa de degradacdo encontram-se em 50 °C e 250 °C. Ja as nanoparticulas
contendo 6leos essenciais apresentam-se ligeiramente mais estaveis termicamente
(Td ~263 °C), com um terceiro evento térmico entre 360°C - 370 °C, que pode ser
melhor observado nas curvas de DTG da Figura 18(B). De acordo com a literatura,
os Oleos essenciais de lavanda (Pimentel et al.; 2023) e de eucalipto (Silveira et al.,
2022) apresentam perda de massa total em torno de 150 °C. Segundo Hosseini et al.
(2013), este terceiro pico apresentado na DTG corresponde a temperatura de
degradacdo do o6leo essencial encapsulado. Baseado nos resultados da analise
termogravimeétrica, pode-se apontar que a temperatura de degradacédo dos o6leos
essenciais aumentou de 150 °C no Odleo livre para cerca 360 °C apds a
encapsulacdo nas nanoparticulas de quitosana, indicando que o processo de
encapsulagdo aumenta satisfatoriamente a estabilidade térmica dos Oleos

essenciais.

59



Figura 18 — Curvas de (A) TGA e (B) DTG das nanoparticulas de quitosana sem 6leo
essencial e contendo 6leo essencial de lavanda e eucalipto.
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4.3 BIO-OXIDAGAO DO TECIDO

A oxidacdo dos tecidos de algodéo foi realizada em duas metodologias
diferentes utilizando dois mediadores diferentes — ABTS ou TEMPO, para avaliar
qual condicao fornecia o melhor resultado quanto a oxidagao. Além disso, quatro
diferentes lacases foram testadas: lacase liofilizadas de Trametes versicolor, de
Pleurotus ostreatus ou de Rhus vernificera e, uma lacase imobilizada, novoprime
base 268.

No estudo conduzido por JauSovec; VogrinCi¢; Kokol (2015), diferentes pos-
tratamentos foram empregados na oxidagcéo da celulose com o objetivo de melhorar
o0 grau de oxidacdo, sendo o pdés-tratamento com solugdo 1mol/L NaOH o mais
eficiente. Portanto, inicialmente, o processo foi realizado empregando o ABTS como
mediador no processo e, submetendo ou ndo as amostras ao pods-tratamento com
solucdo 1mol/L NaOH para avaliar o impacto na oxidacdo. As solugcdes contendo o
sistema lacase/ABTS apresentaram coloragéo verde. De acordo com llyasov et al.
(2020), o ABTS adquire a cor verde ao ser oxidado a ABTS+. Ja as amostras de
tecido submetidas ao tratamento foram adquirindo uma coloragao roxa. Ainda
segundo llyasov et al. (2020), o acoplamento do ABTS com um composto monofenol
pode resultar na formacdo de um aduto de cor purpura. Portanto, a coloracao
arroxeada observada nas amostras pode ser um resultado secundario da reagao de
oxidagao ocorrendo entre a enzima, o mediador e o tecido.
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Para as reacdes que foram submetidas ao pds-tratamento com solugéo 1
mol/L de NaOH, observou-se que os tecidos apresentaram uma coloragdo mais
avermelhada. Essa mudanca de coloragdo apdés o tratamento com NaOH pode
indicar o éxito na oxidag&do da celulose do algod&o, ja que o0 mesmo nao ocorre na
auséncia da enzima, mesmo na presen¢a de ABTS. Em alguns casos € observada
uma coloragcdo similar em ensaios contendo ABTS que causam a oxidagdo do
substrato (Gramss, 2017). A Figura 19 apresenta as diferentes coloragdes obtidas

durante o processo de oxidagao com o sistema lacase Novoprime Base 268/ABTS.

Figura 19 — Coloracédo da amostra (A) antes do processo de biooxidagao; (B) apos o
processo de biooxidagdo com o sistema lacase/ABTS; (C) apos o pds-tratamento
com NaOH 1 mol/L.

Apos os testes iniciais, porém, foi observada a necessidade de substituir o

mediador empregado para o processo de biooxidagdo devido a caracteristica do
ABTS de tingir o tecido, fato que restringe a sua aplicacdo. Dessa forma, uma vez
definidas as condi¢cdes do processo, passou-se a utilizar o TEMPO como mediador.
Para avaliar qual dos mediadores e lacases compunham o melhor sistema, os
ensaios de tingimento com azul de metileno foram realizados.

De acordo com Eren et al. (2018), a oxidagao da celulose das fibras de
algodao produz grupos carbonila e carboxila. O grupo carboxila pode ser facilmente
tingido por corantes catibnicos e, portanto, quanto maior o grau de oxidagao do
tecido, maior a quantidade de grupos carboxila e, mais corante sera adsorvido pelo
tecido. Nesse caso, a analise foi realizada na agua de lavagem do tecido apds o
tingimento com o corante azul de metileno. Seguindo o raciocinio exposto

anteriormente, quanto maior a quantidade de corante adsorvido pelo tecido, menor a
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quantidade de corante que deve ser observada na agua de lavagem. Assim, uma
diminuicdo na banda de absorbancia em torno 650 nm' em relacdo ao tecido nio
oxidado deve ser notada em um processo de oxidacdo com resultados positivos. A
Figura 20 apresenta o espectro de UV-Vis comparativo entre amostra controle e a
amostra tratada com o sistema lacase de Pleurotus ostreatus, que demonstrou o

melhor resultado.

Figura 20 — Espectro de UV-Vis da agua residual do tingimento do tecido oxidado
com azul de metileno em comparacdo com a amostra controle.
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A metodologia empregando a lacase de Pleurotus ostreatus na presenga do
mediador TEMPO foi a que apresentou maior reducido na intensidade da banda a
650 nm', sendo a Unica banda com menor intensidade que o tecido ndo oxidado
(Controle). Portanto, este sistema foi selecionado por ter obtido maior grau de
oxidagao.

Esta amostra foi entdo analisada por FTIR para avaliar a ocorréncia de
alguma alteragdo no espectro que confirmasse a oxidacdo bem-sucedida. No
espectro apresentado na Figura 21, destaca-se o surgimento de duas novas bandas
a 1540 e 1578 cm™', condizente com os resultados obtidos por JauSovec, Vogringi¢ e

Kokol (2015). Os autores realizaram a oxidacado de nanofibras de celulose com o
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sistema lacase/TEMPO seguido do pos-tratamento com NaOH. Ao final do processo,
foi possivel observar o surgimento de duas novas bandas: uma em
aproximadamente 1585 cm' e outra em 1638 cm™'. Ainda segundo os autores, o

surgimento dessas bandas esta atrelado ao surgimento dos ions carboxilato (COO").

Figura 21 — Espectros de FTIR comparando o tecido alvejado (Controle) com o
tecido oxidado com lacase de Pleurotus ostreatus e TEMPO.
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Como a oxidacdo da celulose leva a producdo de grupos carbonila e
carboxila, o aumento dos ions carboxilato indica o éxito na oxidagao do tecido de
algodao através do sistema lacase de Pleurotus ostreatus/ TEMPO seguido de pos-
tratamento com NaOH.

Baseado no melhor resultado obtido, a atividade enzimatica da lacase de
Pleurotus ostreatus foi calculada através de duas equacgdes diferentes para obter o
resultado em U.L-" e em U.mg'. O valor de cada uma das variaveis empregadas no
calculo e o resultado obtido em cada um dos casos € apresentado na Tabela 3

abaixo.
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Tabela 3 — Resultado da atividade enzimatica para lacase de Pleurotus ostreatus.

Variaveis de calculo Atividade enzimatica Atividade enzimatica

(U.L") (U.mg™)

Variacao absorbancia (AA) 2,6464 2,6464

Volume da reacéo (Vi) 3mL 3mL

Tempo de reacdo (At) 3 min 3 min

Coeficiente de absortividade molar (gasts) 36.000 (M'cm™) 36.000 (M'cm™)

Distancia do caminho 6ptico (d) 1cm -

Massa de enzima (Menzima) - 3 mg

Atividade enzimatica (U) 73.510 U.L" 24,5 U.mg"’

De acordo com Baltierra-Trejo, Marquez-Benavides e Sanchez-Yanez
(2015), a literatura indica que a atividade enzimatica da lacase pode variar de 3,5 a
484.000 U.L'. No estudo de Marino et al. (2022), foi indicado que a atividade
enzimatica da lacase obtida de Pleurotus ostreatus varia de 12,1 a 377 U.mg™'. Em
ambos o0s casos, € possivel observar que a lacase utilizada no processo de

biooxidagao da celulose esta dentro da faixa esperada de atividade dessa enzima.

4.4 IMPREGNACAO DAS NANOPARTICULAS NO TECIDO

Para estudo da metodologia de impregnacado das nanoparticulas no tecido
oxidado e definicdo da melhor técnica de impregnacdo e concentracdo de
nanoparticulas no meio, aquelas contendo 6leo essencial de eucalipto (QNpsOEE)
foram utilizadas. Foram realizados ensaios de impregnacéo utilizando 5%, 10%,
15% e 35% de nanoparticulas no meio (m/v), além de ensaios com um método pad-
dry adaptado contendo 35% (m/v) de nanoparticulas no meio para comparagao.

Ensaios de tingimento dos tecidos modificados com corante acido foram
realizados para identificar se o processo de impregnagdo foi bem-sucedido e
verificar comparativamente a taxa de impregnacao das nanoparticulas na superficie
da fibra. Nessa avaliagao, o corante interage com o grupamento amina (NH2), que é
0 grupo ativo da quitosana. Portanto, ao fazer este ensaio, uma coloragdo mais
alaranjada no tecido indica a presenc¢a de uma maior quantidade de nanoparticulas
de quitosana em sua superficie e, consequentemente, melhor foi o processo de
impregnacao (Jordanov et al., 2019).

Como é possivel observar na Figura 22, a coloragéo alaranjada das amostras

se torna mais intensa com o aumento da concentracdo de nanoparticulas utilizadas
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na impregnacao. Assim, verifica-se que a amostra impregnada com uma solugao
com 5% (m/v) de nanoparticulas tem uma coloragdo mais proxima a da amostra
controle; a amostra impregnada com a solugdo a 15% apresenta um leve alaranjado
na sua coloragdo; as amostras a 25% e 35% apresentam o tom mais intenso de
laranja, havendo pouca diferenga perceptivel entre a coloragdo de ambas. A amostra
impregnada através do método pad-dry também foi avaliada pelo ensaio do
tingimento. Apesar de ter sido impregnada com uma solugéo de nanoparticulas 35%,
a sua coloragdo apresenta-se mais proxima da amostra de 5%; ou seja, a
impregnagao por esse método foi menos efetiva que pelo método de impregnagao

adaptado.

Figura 22 — Comparativo do ensaio de tingimento para avaliagédo do grau de
impregnacao das QNpsOEE utilizando diferentes quantidades de nanoparticulas: (A)
F)pad-dry.
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Conforme avaliado, as amostras impregnadas com solugado a 25% ou 35%
apresentaram resultados similares, portanto foi escolhido continuar com a
concentracao de 25% para o restante do estudo.

A impregnagao com as nanoparticulas sem 6éleo essencial (QNPs) e com as
nanoparticulas contendo 6leo essencial de lavanda (QNPsOEL) foi, entao, realizada
utilizando o método ja otimizado e foram também avaliadas pelo teste de tingimento
(Figura 22), para confirmar a ocorréncia da impregnacdo. Como pode ser observado
tanto na Figura 22 quanto na Figura 23, as amostras de tecido alvejado e oxidado
nao foram tingidas pelo corante, uma vez que este interage com o grupamento

amino da quitosana (Jordanov, 2019).
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Figura 23 — Comparacao entre os tecidos: (A) oxidado, sem impregnacgao e
impregndos C de (B) QNPs, (C) QNPsOEE e (D) QNPsOEL.
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A variagdo na coloragdo do tecido apos o teste de tingimento foi avaliada
através das medidas de espaco de cor CIELAB em um espectrofotdmetro visivel. Os
valores dos deltas (A), que permitem analisar as diferengas de cor entre a amostra e
0 padrao, sao apresentadas na Tabela 4 e é confirmado pela variagao dos deltas: AL
positivo (+), indicando uma cor mais clara/branca; o Aa negativo (-), indicando uma
cor mais esverdeada; e o Ab positivo (+) indicando uma cor mais azulada. Além
disso, é possivel observar que a diferenca total de cor entre as amostras sem
impregnagao das nanoparticulas foi consideravelmente menor que para as demais
amostras.

As amostras que foram impregnadas com as nanoparticulas, por outro lado, ja
apresentam caracteristica diferentes: AL negativo (-), representando uma cor mais
escura; Aa positivo (+), que indica uma coloracdo mais avermelhada; e Ab positivo
(+), indicando uma coloragdo mais amarelada. Esses resultados condizem com o
que pode ser observado na Figura 23, em que as amostras impregnadas com as
nanoparticulas apresentam uma coloragao alaranjada devido a interagdo do corante
com a quitosana. Outro ponto importante a ser notado € que a variagao total de cor
apresenta uma grande diferencga entre o tecido impregnado com as QNPs e aqueles
impregnados com as nanoparticulas contendo 6leos essenciais, especialmente as
que contém o Oleo essencial de lavanda. Isso pode indicar que o 6leo essencial
possui um impacto na interacado entre as nanoparticulas e o tecido, influenciando na

eficiéncia da impregnagao.
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Tabela 4 — Variagao dos deltas de luminosidade (AL), vermelho/verde (Aa) e
amarelo/azul (Ab) e os resultados da diferenca total de cor (AE) do controle (tecido
alvejado) comparado com as amostras analisadas.

Amostra AL Aa Ab AE
Tecido Alvejado 1,48 -4,07 -1,60 -
Tecido Oxidado 1,53 -3,72 -1,39 4,26
Tecido impregnado com QNPs -7,10 9,50 3,55 12,39
Tecido impregnado com QNPsOEE -7,44 11,15 4,44 14,13
Tecido impregnado com QNPsOEL -10,74 16,28 8,38 21,23

O tecido funcionalizado também foi caracterizado por FTIR. Nos espectros
das trés variagdes de funcionalizacdo (QNPs, QNPsOEL e QNPsOEE),
apresentados na Figura 24, observa-se a presenga de trés bandas caracteristicas
que podem ser relacionadas com a presenga das nanoparticulas no tecido. A regiao
entre 2900 e 2800 cm™' representa o estiramento das ligagdes Csp3-H presentes no
espectro da quitosana pura e das nanoparticulas. A banda que surgiu em 1735 cm™",
que indica o estiramento da ligagdo C=0, que pode ser observada tanto no espectro
dos d6leos puros quanto no das nanoparticulas contendo o 6leo. O estiramento da
ligagdo C=C ¢ observada na regido de 1700-1500 cm', confirmando também a
presenca das nanoparticulas. Além disso, a variacdo na intensidade das bandas de
acordo com a condicdo da funcionalizagdo condiz com o que foi observado na
analise de cor: o tecido funcionalizado com o 6leo essencial de lavanda apresentou
maior intensidade nas bandas, seguido pelo tecido funcionalizado com o dleo
essencial de eucalipto e, por ultimo, o tecido funcionalizado com as nanoparticulas
sem Oleo essencial. Essa comparacado pode ser realizada pela normalizacdo dos
espectros. Portanto, a soma dos resultados apresentados indica o0 sucesso na

funcionalizacéo do tecido de algodao com as nanoparticulas de quitosana.
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Figura 24 — Espectro de FTIR comparativo das amostras CO-Oxi, CO-QNPs, CO-
QNPsOEE e CO-QNPsOEL
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Os resultados de TGA evidenciaram que a principal etapa da degradagao
térmica do algodao nao funcionalizado (CO-Oxi) ocorre na faixa de temperatura de
280-450 °C, decorrente da despolimerizacdo da celulose por meio das reacdes de
transglicosilagdo (Liu et al., 2016), como pode ser observado na Figura 25(A).
Também € possivel notar que nao houve variagao nas temperaturas caracteristicas
de degradacéao dos tecidos funcionalizados com as nanoparticulas (Figura 25(B)). O
CO-Oxi, ao final do primeiro estagio de degradacdo, tem uma massa residual de
28% e, a 700 °C, essa massa cai para 5%. Na amostra contendo as nanoparticulas
sem 6leo essencial (CO-QNPs), a massa residual apds o primeiro estagio € de 16%,
enquanto, ao final da analise, a amostra foi completamente degradada. A amostra
CO-QNPsOEE apresentou resultados semelhantes, com 13% de residuo apds o
primeiro estagio, tendo se degradado completamente a 700 °C. O CO-QNPsOEL,
apesar de apresentar a menor massa residual apés a primeira degradagao (8%),
nao foi totalmente degradada ao final da analise, possuindo ainda 4% de residuo.
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Figura 25 — Analise de (A) TGA e (B) DTG do tecido sem nanoparticulas (CO-Oxi),
impregnado com nanoparticulas de quitosana (CO-QNPs), impregnado com
nanoparticulas contendo 6leo essencial de eucalipto (CO-QNPsOEE) e impregnado
com nanoparticulas contendo 6leo essencial de lavanda (CO-QNPsOEL).
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Por fim, o tecido impregnado foi caracterizado por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) para confirmar a presenga das nanoparticulas entre as fibras do
algodao e, portanto, o sucesso do processo de impregnagéo. A analise de MEV foi
realizada na amostra funcionalizada com uma dispersao 25% de nanoparticulas de
quitosana pura e contendo 6leo essencial de eucalipto e lavanda, e a imagem obtida
€ apresentada na Figura 26, na qual pode-se avaliar a presenga das nanoparticulas

entre as fibras do algodéo.
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Figura 26 — Imagem de MEV das fibras do tecido de algodao impregnado com a
nanoparticulas de quitosana pura (A; B) e contendo 6leo essencial de eucalipto
(C;D) e dleo essencial de lavanda (E; F).
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O ensaio de lavagem, realizado para avaliar a estabilidade e durabilidade da
funcionalizagéo do tecido, consistiu em duas etapas: 5 ciclos de lavagem tradicional
com detergente e, 3 ciclos de lavagem com etanol. Apds 5 lavagens tradicionais com
detergente, nao houve quantidades significativas de dleo essencial detectados na
solugao residual pés-lavagem. Sendo assim, procedeu-se a lavagem dos mesmos
tecidos com etanol para verificar se o 6leo essencial estava ainda, de fato, no tecido.
Ao longo dos 5 ciclos de lavagens com etanol, cerca de 3,6 mmol/L de OE foram
extraidos do tecido (89% do total encapsulado). Esse resultado indica que, mesmo
apos os 5 ciclos de lavagem tradicionais, o 6leo essencial encapsulado ainda estava
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presente no tecido, indicando a estabilidade da funcionalizagdo por, no minimo, 5
lavagens.

Posteriormente, o ensaio de tingimento com corante acido foi realizado nas
amostras que passaram pelas etapas de lavagem tradicional e lavagem com etanol
para analisar a presenca de quitosana nas amostras. A analise da solugéo residual
de lavagem das amostras apos o tingimento foi analisado e comparado com os
resultados obtidos pelo tingimento de amostra que ndo sofreu nenhuma lavagem. A
figura 26 apresenta os resultados obtidos e indica que a quantidade de corante
retido na fibra é bastante similar comparando a amostra n&do lavada (amostra
controle) com as amostras que passaram por lavagens. Tais resultados indicam
que, apesar do Oleo essencial ter sido extraido, as nanoparticulas de quitosana
permanecem impregnadas no tecido, confirmando o sucesso da metodologia
desenvolvida na construgao covalente de ligagbes entre as nanoparticulas e tecido

oxidado.

Figura 27 — Espectro de UV-Vis da agua residual do tingimento com corante acido
dos tecidos funcionalizados com (A) OEL e (B) OEE antes do ensaio de lavagem
(controle) e apds as extracdes com etanol.
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Portanto, a partir dos resultados obtidos com os ensaios de tingimento,
ensaios de lavagem e com as caracterizagdes por MEV e FTIR, é possivel confirmar
a presenga das nanoparticulas de quitosana ligadas covalentemente no tecido

algodao oxidado. Sendo assim, o processo conseguiu atingir o objetivo de

71



funcionalizar o tecido de algoddo com as nanoparticulas de quitosana gerando um

material com boa estabilidade.

4.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados de contagem de células das amostras apos o periodo de 24 h
de incubacao sao apresentados na Tabela 5. A partir dos resultados apresentados
na Tabela 5 observa-se que, mesmo com os tecidos funcionalizados com as
nanoparticulas contendo os 6leos essenciais, houve um crescimento bacteriano nos

tecidos.

Tabela 5 — Contagem de bactéria das amostras (UFC/mL) apds o ensaio
antimicrobiano.

Contagem Inéculo no Contagem de bactérias

Bactéria Amostra tempo zero (UFC/mL)  apés 24h (UFC/mL)
Controle (CO-Alv) 2,0 x 10° 2.5 x 107
. CO-QNPs 2,0 x 10° 3,1 x 108
E. coli
CO-QNPsOEE 2,0 x 10° 1,7 x 108
CO-QNPsOEL 2,0 x 10° 7,6 x 108
Controle (CO-Alv) 5,6 x 10* 6,2 x 108
CO-QNPs 5,6 x 104 2,8 x 108
S. aureus
CO-QNPsOEE 5,6 x 10* 3,7 x 108
CO-QNPsOEL 5,6 x 10* 4.8 x10°

Guo et al. (2022), em seu estudo, desenvolveram um curativo de algodéao
com propriedades antibacterianas através da modificagdo do algoddao com
polihexametileno biguanida (PHMB). Os resultados do ensaio antibacteriano do
estudo demonstraram que nenhuma bactéria viva foi observada apds contato com o
algodao modificado. No estudo realizado por Raeisi et al. (2021), os autores
avaliaram a reducdo no crescimento bacteriano do tecido funcionalizado com
nanoparticulas de quitosana pura e quitosana/TiO2. De forma a avaliar a atividade
antibacteriana do tecido, os autores calcularam a reducdo no percentual de
crescimento das bactérias. Os resultados demonstram que a quitosana pura reduziu
o crescimento bacteriano contra E. coli e S. aureus em 74,4 e 62,7%,

respectivamente. A reducdo do crescimento de bactérias nas amostras
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funcionalizadas com nanoparticulas de quitosana foi de 87,35% para E. coli e
54,84% para S. aureus. A diferenga com os valores da literatura pode ter diversas
causas, como o processo de biooxidagao da celulose, um processo de impregnagao
diferente, reagentes empregados durante o desenvolvimento e as diferengas entre
0s proprios 6leos essenciais, que podem variar de acordo com a regiao, método de
extracao, entre outros fatores.

Os resultados da atividade bacteriana foram calculados seguindo a mesma
metodologia de Reisi et al. (2021), representada pela Equagao 5. O tecido tratado
com as nanoparticulas contendo o6leo essencial de lavanda demonstraram uma
reducdo mais significativa no crescimento da S. aureus (92,26%) do que da E. coli
(68,98%). Esse resultado esta de acordo com a literatura, em que diferentes estudos
demonstraram que o Oleo essencial de lavanda possui maior capacidade
antibacteriana para a S. aureus do que para a E. coli (Danh et al., 2013; Farouk et
al., 2022; Yuan et al., 2019). O tecido funcionalizado com as nanoparticulas
contendo 6leo essencial de eucalipto, por outro lado, apresentou maior reducéo no
crescimento da E. coli (93,22%) do que da S. aureus (40,32%) em comparagéo a
amostra controle. Esse resultado também esta condizente com a literatura, que
demonstra um melhor resultado da atividade antibacteriana do 6leo essencial de
eucalipto contra E. coli do que contra S. aureus (Sebei et al., 2015; Vieira et al.,
2017; Ameur et al.,, 2021). Portanto, apesar do tecido funcionalizado com as
nanoparticulas contendo 6leo essencial ndo inibir completamente o crescimento de
bactérias, ele diminuiu de forma significativa o seu crescimento. O grafico

comparativo do percentual de reducéo bacteriana é apresentado na Figura 28.
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Figura 28 — Percentual de reducéo bacteriana em relagdo a amostra controle para
CO-QNPs, CO-QNPsOEE e CO-QNPsOEL contra E. coli e S. aureus.
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5CONCLUSAO

No presente trabalho, diversos sistemas foram avaliados para a biooxidacao
da celulose do tecido de algoddo. Esses sistemas foram testados empregando
diferentes lacases, mediadores e pds-tratamento, mas o que apresentou maior grau
de oxidacao da celulose foi aquele empregando o sistema lacase de Pleurotus
ostreatus, TEMPO e péds-tratamento com NaOH 1 mol/L. O ensaio de FTIR
confirmou a oxidagcdo bem-sucedida através do surgimento de duas novas bandas
atreladas ao aumento dos ions carboxilato (COO").

A técnica de emulsificagdo-evaporacao por solvente seguida de gelificagao
ibnica foi bem-sucedida na sintese das nanoparticulas de quitosana contendo 6leos
essenciais, resultando na obtengao de particulas esféricas de tamanho nanométrico
que aumentaram de forma significativa a estabilidade térmica dos 6leos essenciais.
Contudo, a quantidade de oleo essencial encapsulada foi relativamente baixa,
apresentando uma eficiéncia de encapsulagao de 31,17% para o 6leo essencial de
eucalipto e 12,54% para o 6leo essencial de lavanda.

Para a funcionalizacdo do tecido oxidado com as nanoparticulas de
quitosana contendo os 6leos essenciais, uma nova metodologia foi desenvolvida e
diferentes concentragcdes de nanoparticulas foram utilizadas para avaliar qual
obtinha o melhor resultado. Com base nos ensaios de tingimento, a funcionalizagéo
empregando a solugdo de nanoparticulas 25% foi a que apresentou melhor
resultado em termos de quantidade de nanoparticulas na solugao vs. quantidade de
nanoparticulas impregnadas. A efetividade da ligacdo entre as nanoparticulas e as
fibras do tecido foi apresentada pelos ensaios de lavagem, que demonstraram a
estabilidade do tecido funcionalizado durante, pelo menos, 5 lavagens.

Portanto, os resultados obtidos sao promissores, pois indicam que o tecido
funcionalizado com as nanoparticulas de quitosana contendo 6leos essenciais sédo
efetivas na redugcédo do crescimento das bactérias. Porém, ajustes na metodologia
sd0 necessarios para obter uma maior eficiéncia de encapsulagcéo e impregnacao,
uma vez que uma melhora nesses fatores pode resultar em um material com

propriedades antibacterianas melhoradas.
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