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Um senhor de 70 anos viajava de trem tendo ao seu lado um jovem
universitdrio, que lia o seu livro de ciéncias. O senhor, por sua vez, lia
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Biblia, e que estava aberta no livro de Marcos. Sem muita cerimonia o
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Franca".

O fato ocorreu em 1892. E verdadeiro e integrante da sua biografia.

"Um pouco de ciéncia nos afasta de Deus.
Muito, nos aproxima."
(Louis Pasteur)






RESUMO

Neste trabalho uma pectinase alcalina comercial (E.C. 4.2.2.2)
foi caracterizada quanto a sua atividade em diferentes tempos de
incubacfo, e na presenca de diferentes agentes quimicos utilizados na
etapa de purga do beneficiamento téxtil, com a finalidade de remover os
constituintes ndo celuldésicos presentes nas fibras de algodao,
principalmente a pectina. Foram avaliados dois processos de biopurga:
um com a adi¢do dos agentes sequestrantes no inicio do processo e
outro, adicionando-os ap6s 30 minutos de tratamento enzimético. Para
isso foram testados diferentes tipos de sequestrantes (Quimerol 535 e
EDTA). Foi realizada também, para fins comparativos, uma purga
convencional alcalina com as condigdes normalmente utilizadas nas
indudstrias. A compara¢do das propriedades dos tecidos, tais como
hifrofilidade, brancura e percentual de pectina removida confirmou que
a biopurga pode ser tdo eficaz quanto o processo alcalino convencional.
Os resultados mostram que a presenga de EDTA diminui a atividade da
pectinase em 85% e que a presenca deste no inicio do processo acarreta
em uma diminuicdo do teor de pectina removida, quando comparado aos
outros processos. Os melhores resultados dos ensaios, em geral,
ocorreram ao se utilizar o agente sequestrante Quimerol 535 no inicio do
processo de biopurga, resultando em uma diminuicido de 60% de pectina
no tecido. Deste modo, ao se realizar este mesmo processo, nas mesmas
condi¢des, em aparelho de ultrasom, os resultados ndo apresentaram
melhora significativa.

Palavras-chaves: Biopurga, pectinase, algodao.






ABSTRACT

In the present work, a commercial alkaline pectinase (E.C. 4.2.2.2) was
characterized by its activity at different incubation times, and having the
presence of different chemical agents used in the step of scouring of
textile processing, in order to remove non-cellulosic constituents present
in cotton fibers, especially pectin. Two bioscouring processes were
evaluated: the sequestering agents were added at the beginning and after
30 minutes of the process. Two different types of sequestering agents
were tested (Quimerol 535 and EDTA).It was also performed a scouring
with conventional alkaline conditions, normally used in industries for
comparison matter. Comparing the properties of the fabrics such as:
wettability, whiteness and the percentage of pectin removed, confirmed
that bioscouring can be as effective as the conventional alkaline process.
The results show that the presence of EDTA decreases the pectinase by
85% and its presence at the beginning of the process influences a lower
content of pectin removed when compared to other processes. The best
results generally occurred when using the sequestering agent Quimerol
535 at the beginning of the bioscouring process, resulting in a decrease
of 60% of pectin on the fabric. Thus, when the same process was carried
out under the same conditions using an ultrasound equipment, the results
showed no significant improvement.

Keywords: Bioscouring, pectinase, cotton.
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INTRODUCAO

As fibras de algoddo cont€m aproximadamente 10% de
impurezas nao-celuldsicas, cujo contetido depende da variedade e do
ambiente de crescimento. A pectina é uma das principais impurezas nio
celuldsicas das fibras de algoddo e estd localizada principalmente na
cuticula da parede primdria. A natureza hidrofébica de ceras e pectinas é
responsdvel pelo comportamento ndo umido do algoddo natural que
impede um tingimento uniforme e um acabamento eficiente, etapas
comumente realizadas sob condi¢des aquosas (Kekos et al., 2008).

O uso de enzimas em substituicdo aos produtos quimicos
normalmente utilizados em alguns processos téxteis reduz
consideravelmente o impacto ambiental assim como os danos as fibras.
Fato este, pelo qual nos dltimos anos, com a crescente conscientizagio e
preocupagdo com o meio ambiente, muitas pesquisas t€m sido
desenvolvidas com o objetivo de aplicar enzimas nas diferentes etapas
do beneficiamento téxtil. O uso de enzimas na etapa da purga (biopurga)
visa obter tecidos de fibras naturais com boas propriedades fisico-
quimicas, mecanicas e alta hidrofilidade. Em relacdo ao processo
alcalino, a biopurga € realizada sob condi¢des mais suaves, diminui o
consumo de 4gua e de energia, e gera efluentes mais facilmente
tratdveis.

As pectinases sdo atualmente as enzimas mais eficientes para a
biopurga do algoddo, provavelmente devido a degradacdo e eliminacgdo
de pectinas fazendo as ceras mais flexiveis e ficeis de serem removidas
sob apropriadas condi¢des sem causar destruicdo da celulose (Kekos et
al., 2008).

O uso de agentes sequestrantes é imprescindivel nos processos
de purga e biopurga, ja que estes possuem a capacidade de sequestrar
ions presentes nas fibras, evitando assim, problemas nos processos de
tingimento, estamparia e acabamento.

H4 relatos na literatura que o ultrasom facilitaria os processos
de absor¢do, limpeza e outras interagdes, ja que teriam a capacidade de
acelerar o transporte enzimdtico podendo reduzir o tempo de tratamento
e ainda mais a quantidade de energia e danos na fibra (Silva, 2006).

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito da
biopurga em tecidos de malha crua, compostos de fios 100% algodao,
utilizando uma pectinase alcalina.

Os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:
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caracterizar a enzima pectinase quanto a sua atividade em
diferentes tempos de incubagdo, e na presenca de diferentes
agentes quimicos utilizados na purga;

avaliar dois processos de biopurga: um com a adicao do agente
sequestrante no inicio do processo e outro apds a reagdo
enzimatica;

estudar a influéncia de diferentes agentes sequestrantes
(Quimerol 535 e EDTA) no processo de biopuga;

avaliar a influéncia do ultrasom no processo de biopurga;
analisar amostras de tecido tratados e ndo tratados, com o
processo enzimadtico e alcalino, quanto a hidrofilidade (absor¢ao
de dgua), brancura, perda de massa e teor de pectina removida;
comparar com o processo alcalino convencional.



CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. SUBSTRATO TEXTIL - ALGODAO

O algoddo é uma forma pura de celulose encontrada na
natureza, ¢ uma fibra de origem vegetal proveniente da planta
Gossypium. (Aratjo e Castro 1984). Muitas espécies sdo cultivadas para
uso comercial, sendo que o comprimento médio das fibras de diferentes
tipos de algoddo varia de 22-50 mm, e seu didmetro de 18-25 pum.
(Agrawal, 2005)

As fibras de algodao t€m uma estrutura fibrilar e a espessura
das fibras varia entre 12 a 20 um. O algodio apresenta “convulsdes” que
variam entre 4 a 6 um por milimetro, sendo reversiveis em cada
milimetro ou ao longo da fibra. Estas caracteristicas permitem um
rdpido reconhecimento da fibra no microscopio Optico e eletrdnico
(Shore, 1995).

A cuticula é a parte mais externa da fibra, ndo celulésica. E
constituida por ceras, gorduras, proteinas e pectinas, sendo, por isso,
responsavel pelas propriedades hidrofébicas das fibras no seu estado
natural ajudando a proteger a parte externa da fibra. Antes do algoddo
poder ser usado como fibra téxtil, € necessario remover a cuticula para
assegurar a absorcdo das solucdes de corante e dos outros reagentes
durante os processos téxteis (Silva, 2006).

A parede primdria € constituida por celulose (>50%), mas
também estd coberta pelos componentes da cuticula. As fibrilas externas
desta camada estdo paralelas ao eixo da fibra e formam com as internas
uma rede aproximadamente ortogonal (Silva, 2006).

A parede secunddria, a mais espessa e cristalina de todas, é
majoritariamente celulésica. E constituida por uma camada externa
denominada S1 e por uma interna denominada S2. Na camada S1 as
fibrilas estdo dispostas em espiral em redor da fibra, formando com o
seu eixo um angulo de 20-35° (Silva, 2006).

O mesmo acontece na camada S2 com a diferenga que os feixes
de fibrilas t€ém inversdes no sentido do enrolamento, podendo formar um
angulo de 20-30°. A camada S2 constitui cerca de 95% do peso da fibra,
tem alta cristalinidade e € responsdvel pela resisténcia mecénica das
fibras (Silva, 2006).

A parede do limen s6 se observa em fibras de algoddo muito
maduras e a disposi¢do dos feixes de fibrilas é semelhante a camada S1.
O limen € a parte mais interna da fibra, apresentando-se sob a forma de
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um canal central. E o que resta da célula inicial que originou a fibra e,
por isso, contém restos de protoplasma, sais minerais e corantes
responsaveis pela cor creme do algodao cru (Silva, 2006).

A sua estrutura morfolégica encontra-se na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Estrutura morfolégica da fibra do algodio (Silva, 2006).

O algoddo é uma fibra tradicional na manufatura de materiais
téxteis, sendo composto quase exclusivamente por celulose. Este é um
polissacarideo que por hidrélise origina muitos monossacarideos. Se as
moléculas de monossacarideo obtidas por hidrélise sdo hexoses, o
polimero € designado por hexosano (Solomons, 1996).

Na natureza existem dois hexosanos importantes, os amidos,
que representam o reservatério de energia dos organismos vivos, € a
celulose, o material estrutural basico da maior parte dos vegetais.

A celulose é um polimero de B-D-glucose insoliivel em agua.
As propriedades fisicas deste material resultam do peso molecular muito
alto (cerca de 3000 unidades de glucose) e do fato de nao ter
ramificacdes. O aspecto estrutural mais importante da celulose é a
ligacdo B-1,4 das unidades de glucose. O arranjo linear das unidades de
glucose com a ligagdo P na celulose faz com que haja uma distribuigéo
uniforme de grupos OH na extremidade de cada cadeia. Quando duas ou
mais cadeias de celulose entram em contato, os grupos hidroxilas estdo
em posicdo ideal para unir integralmente as cadeias, formando liga¢des
de hidrogénio. A ligacdo de muitas cadeias de celulose, por esta razdo,
constitui um polimero rigido, fibroso e insolivel (Solomons, 1996).

As unidades fundamentais do polimero de celulose sdo
essencialmente a sequéncia de grupos intermédios (I), o grupo terminal
nao-redutor (II), o grupo terminal redutor (III) e as ligacdes glucosidicas
(Figura 1.2).
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CH,OH CH.OH

2

i 1 m
Figura 1.2 — Projecdo da estrutura da celulose de Haworth, n = grau de
polimerizacao (Shore, 1995).

Cada unidade intermédia possui um grupo dlcool primério e
dois secunddrios. O grupo terminal nio redutor possui mais um grupo
dlcool secunddrio na posi¢cdo C4, e o grupo terminal redutor (posi¢ao
C1), assim designado porque reduz a solucdo de Fehling, ¢ um
hemiacetal ciclico, e sob determinadas condi¢Ges pode ter caracteristicas
de um dlcool ou de um aldeido (Figura 1.3).

CH,OH CH,OH
’ C\ ———OH
|

OH s CHOH ——— OH ‘ P

Figura 1.3 — Estruturas do grupo terminal redutor (Shore, 1995).

A cristalinidade corresponde ao arranjo regular das
macromoléculas no espago, formando microcristais. Foram encontradas
cinco zonas aloamorfas, mas somente a celulose I e a celulose II sdo
importantes para os processos téxteis. A celulose nativa ocorre na forma
de celulose I e a celulose II é produzida por tratamento alcalino
(merceriza¢do) da celulose I e diferencia-se desta por ter as cadeias
numa orientacfio anti-paralela. A conversdo de celulose I em II, com
inversdo da polaridade das moléculas, tem lugar em fase sélida, de
modo ndo totalmente compreendido. Admite-se que as microfibrilas da
celulose I adjacentes na estrutura fibrilar apresentam estatisticamente
uma disposicdo anti-paralela e, na presenca de hidréxido de sédio, ha
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cruzamento de moléculas intermicrofibrilares, de modo que a conversio
teria lugar sem desagregacdo da estrutura das fibras (Gama, 1996).

1.1.1. Constituintes nao celulésicos do algodao

A fibra de algoddo possui uma cobertura nao-celuldsica
chamada cuticula que fica depositada na parede primdria, a primeira
parte de parede primdria a ser formada (Losonczi, 2004)

A parede primdria tem aproximadamente 0,1pm de espessura e
compreende apenas 1% da espessura da fibra total. A porcentagem exata
de cada componente da parede primdria € determinada pelo tipo da
planta, sua origem, condicdes de crescimento e pelo grau de maturidade
(Losonczi, 2004).

A Tabela 1.1 apresenta a composi¢do da parede primdria com
cuticula e a fibra como um todo.

Tabela 1.1 — Composic¢io percentual da fibra (total) e da cuticula.

Composicao em base seca (%)

Componentes

Fibra total Parede primaria

Celulose 88 - 96 52
Proteina 1.1-19 7

Pectina 07-12 12

Ceras 04-1.0 12
Actcares 0,2-0,3 3

Cinzas 07-1.6 14
Outros 05-1.0 -

Nota: (a) dcidos poligalacturdnicos e seus sais de Ca, Mg ou Fe; (b)
alcoois graxos (C24—C30), acidos graxos, seus ésteres (colesterol),
carboidratos; (c) 4cidos poliaminocarboxilicios; (d) fosfatos e
carbonatos de Ca, Mg, K e Na; (e) oligbmeros, dcidos organicos. (Maluf
e Kolbe, 2003)

De todos os constituintes nao celuldsicos os que se encontram
em maior porcentagem sao as proteinas. A fibra de algodao e sua parede
primdria contém proteinas, aminodcidos livres e nitrogénio ndo protéico.
Os aminoacidos livres que tem sido detectados sdo o acido glutdmico,
acido aspadrtico, valina, serina e treonina (Losonczi, 2004).
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A pectina € uma das principais impurezas ndo celulésicas das
fibras de algodao e estd localizada principalmente na cuticula da parede
primdria, onde a pectina é covalentemente ligada a celulose ou em
outras plantas a hemicelulose ou forma ligacdes de hidrogénio com
outros componentes (Li e Hardin, 1997). A natureza hidrofébica de
ceras e pectinas é responsavel pelo comportamento ndo hidrofilico do
algoddo natural que impede um tingimento uniforme e eficiente e um
acabamento comumente realizados sob condi¢des aquosas (Lin e Hsieh,
2001).

Os sais inorganicos (fosfatos, carbonatos e 6xidos) e os sais de
dcidos orgénicos presentes na fibra crua sdo apresentados como cinzas.
Durante a produgdo do algoddo, a planta absorve potdssio e outros
metais como nutrientes. Os seguintes metais sdo encontrados nas fibras
cruas: potdssio, cdlcio, magnésio, sédio, ferro, manganés, cobre e zinco.
Os metais no algoddo podem contribuir com problemas nas etapas de
branqueamento e de tingimento. A decomposicdo do perdxido, utilizado
na etapa de branqueamento, pode ser catalisada por fons de ferro e de
cobre, causando danos nas fibras. Sais insoldveis de célcio e magnésio
podem interferir com o tingimento (Losonczi, 2004).

1.2. SUBSTANCIAS PECTICAS

A pectina possui um alto valor como alimento funcional
extensamente utilizada como um agente gelificador e estabilizante.
Também é um componente abundante, onipresente e multifuncional da
parede celular de todas as plantas terrestres. Os pesquisadores de
alimentos e pesquisadores de plantas compartilham uma meta para
entender melhor a estrutura e funcio, ao nivel molecular, de polimeros
pécticos (Maller, 2008).

1.2.1. Classificacao

Baseado no tipo de modificacdes das ligacdes da cadeia
principal, substincias pécticas sdo classificadas em protopectinas, dcidos
pécticos, dcidos pectinicos e pectinas, sendo estes trés dltimos total ou
parcialmente soldveis em dgua (Kashyap et al., 2000):

* Protopectinas sdo semelhantes as substincias pécticas e sofrem
hidrélise restrita resultando em pectina e pectinas dcidas. Protopectina é
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um termo usado ocasionalmente para descrever as substincias pécticas
insoldveis em dgua encontradas em tecidos de plantas e sdo utilizadas
para produzir substincias pécticas soliveis.

« Acidos pécticos sdo galacturonanas contendo pequena quantidade de
grupos metoxila. Sais de 4cidos pécticos sdo chamados de pectatos.

* Acidos pectinicos sdo galacturonanas com varios grupos metoxilas.
Possuem a propriedade de formar um gel com agicares e dcidos ou com
certos outros compostos.

* Pectinas ¢ um nome genérico para a mistura de diferentes compostos
onde o dcido pectinico € o maior componente. Sua forma nativa estd
localizada na parede celular e pode estar interligada com outros
polissacarideos estruturais e proteinas para formar a protopectina
insoldvel

1.2.2. Estrutura

Quimicamente, sdo um complexo coloidal de polissacarideos
dcidos, soluveis em dgua, composto de residuos de dcido galacturdnico
(GalA) unidos por ligacdes a-1,4 (dcido a-1,4-D-galacturdnico)
parcialmente esterificados com grupos metil éster com metanol e possui
um grau de neutralizacdo capaz de formar gel com agucares e dcidos em
condi¢des adequadas. Acredita-se que a pectina deve consistir em pelo
menos 65% de GalA, mas também contém moléculas de L-ramnose,
arabinose, galactose e xilose como correntes laterais. Ao contrdrio das
proteinas, lipideos e dcidos nucléicos, e sendo polissacarideos, as
substincias pécticas ndo possuem massa molecular definida, variando de
25 a 360 kDa. (Figura 1.4) (Uenojo e Pastore, 2007).
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Figura 1.4 — Estrutura primdria de uma molécula de pectina (4cido
poligalacturdnico).

A propriedade das pectinas dependerd do seu grau de
esterificagdo, que se encontra em maioria em torno de 70%.

Pectinas com alto teor de metoxilas (acima de 50%) sdo
frequentemente denominadas apenas “pectinas” e t&m poder de
geleificacio na presenca de agucares e 4cidos, enquanto que a
geleificacdo de pectinas com baixo teor de metoxilagdo € possivel na
auséncia de actcares e na presenga de alguns ions metélicos. (Uenojo e
Pastore, 2007).

A pectina pode ser dividida em duas regides: regides lisas e
regides felpudas (Figura 1.5). A maioria é composta por tré€s
polissacarideos estruturalmente bem caracterizados: homogalacturonana
(HGA), ramnogalacturonana I (RGI) e ramnogalacturonana II (RGII).
Estes trés polissacarideos formam uma rede, que tem um potencial
considerdvel para a modulagdo das suas estruturas por a¢do de enzimas
de degradacdo da parede celular.

Homogalaturonana representa a cadeia principal da molécula de
pectina, consistindo de ligagdes 1,4-a-D-GalA.



A ramnogalacturonana I (RGI) estd localizado na drea altamente
ramificada contendo grande nimero de cadeias laterais que consiste no
dissacarideo repetido [1—4)-0-D-GalA-(1—2)-a-L-Ramose-(1—4].

A ramnogalacturonana II (RGII) possui a estrutura mais
complexa, com as cadeias laterais unidas aos residuos de GalA.

A molécula de pectina € ramificada na parte da
rhamnogalacturonanas por cadeias laterais como arabinanas, galactanas
ou arabinogalactanas que estdo unidas por ligacdes B-(1,4)-ramnose.
Nas cadeias laterais principais, a drea de unidades de (1-5)-arabinose e
as unidades ligadas a galactose sdo unidas por ligacdes B-(1-4). Além
destes agucares neutros, as cadeias laterais de pectinas também podem
conter xilopiranose, D-glucopiranose, L-fucopiranose, considerando
que, em RG II, D-apiose, 2-O-metil-D-xilose e 2-O-metil-L-fucose estdo
presentes.

Em RGI os residuos de dcido galacturdnico sdo frequentemente
acetilados nas posicdes C2 e C3, mas a acetilacio também foi
encontrada na regido homogalaturonana (Yadav et al., 2008).

REGIAO FELPUDA REGIAO FELPUDA

‘ REGIAO LISA

‘ Homogacturonana (HGA) ‘

Rhamnogalacturonana | Rhamnogalacturonana Il

O Acido D-Galacturdnico @ L-Arabinose O L-Fucose ®p.Apiose

© L-Ramnose @ D-Galactose @ D-Xilose Boro
@ Acido D-Glucurénico @ Acido Acerico 4 Acetil
e KDO: Acido ceto- Dha: Acido t Metil
deoximanooctulopirano- deoxilixoheptu-
silénco lopiranosilarico

Figura 1.5 — Estrutura da pectina, (Yadav et al., 2008).
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1.3. PECTINASES

As substincias pécticas podem ser degradadas por enzimas
pectinoliticas, produzidas em diferentes combinacdes pelas plantas e por
microrganismos como fungos, leveduras e bactérias. Estas enzimas sdo
muito utilizadas nas industrias de sucos de frutas para reduzir a
viscosidade, melhorar e aumentar a eficiéncia de filtracio e de
clarificacdo, no tratamento preliminar da uva em industrias vinicolas, na
maceracio, liquefacdo e extrac@o de tecidos vegetais, na fermentacdo de
chd, café e cacau; para melhorar a extracdo de dleos vegetais; na
extracdo de polpa de tomate e no tratamento e desengomagem de fibras
naturais para as industrias téxtil e de papel (Uenojo e Pastore, 2007).

As pectinases também s3o utilizadas para reduzir o amargor
excessivo em cascas de citrus, restaurar o aroma perdido durante
secagem e melhorar a firmeza de péssego e picles processados. A
infusdo de pectinase e B-glicosidase aumenta o aroma e as substincias
volateis de frutas e vegetais, aumenta a quantidade de agentes
antioxidantes em dleo de oliva extravirgem e reduz a indug¢do ao ranco,
além de outras aplica¢des (Uenojo e Pastore, 2007).

1.3.1.1. Classificacao

A classificag@o das enzimas pécticas estd baseada no ataque ao
esqueleto galacturdnico, pela preferéncia de substrato (pectina, 4cido
péctico ou protopectina), agindo por transeliminag¢do ou hidrdlise e por
clivagem randomica (enzima endo-, liquidificante ou despolimerizante)
ou terminal (enzima exo- ou sacarificante) (Uenojo e Pastore, 2007).

As enzimas pécticas podem ser divididas em protopectinases,
pectinesterases e enzimas despolimerizantes. Estas enzimas foram
classificadas e nomeadas de acordo com a “Enzyme Comission” (EC),
segundo as recomendacgdes da [UPAC-IUB (Gupta et al., 2005):

. Protopectinases: Estas enzimas solubilizam protopectina
formando pectina soldvel altamente polimerizada.

. Pectinesterases (PE): catalisa a desesterificagdo do grupo metil
da pectina formando 4cido pectico. A enzima atua preferencialmente no
grupo metil éster da unidade galacturonato préximo a uma unidade
galacturonato nao esterificada.
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. Enzimas Despolimerizantes: As enzimas despolimerizantes
sdo classificadas de acordo com a clivagem hidrolitica (hidrolases) ou
transeliminativa (liases) das ligacdes glicosidicas; mecanismos endo-
(randdmica) ou exo- (a partir do final da molécula) de ag¢do e tém
preferéncia por dcido péctico ou pectina como substrato. (Tabela 1.3)

Hidrolases
Nestas se incluem:

. Polimetilgalacturonases (PMG): catalisam a clivagem
hidrolitica da ligacdo glicosidica o-1,4 da pectina. Estas sfo
subdivididas em endo-PMG (EC 3.2.1.15), que causam a clivagem
randdmica da ligagdo glicosidica a-1,4 da pectina, preferencialmente, na
pectina altamente esterificada e exo-PMG (EC 3.2.1.15), que causam a
clivagem sequencial da ligacdo gicosidica a-1,4 da pectina na
extremidade nao redutora da cadeia da pectina.

. Poligalacturonases (PG): catalisam a hidrdlise da ligagdo
glicosidica a-1,4 do acido péctico (dcido poligalaturdnico). Elas sdo
classificadas em endo-PG (EC 3.2.1.15), que catalisam a hidrolise
randomica da ligagdo glicosidica a-1,4 do 4cido péctico e exo-PG (EC
3.2.1.67), que catalisa a hidrélise sequencial da ligag¢ao glicosidica a-1,4
do 4cido péctico na extremidade nao redutora da cadeia.

Liases

As liases, também chamadas transeliminases, rompem liga¢des
glicosidicas resultando em galacturonideos com uma ligagdo insaturada
entre os carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do dcido galacturdnico
formado.

A maioria das liases possuem peso molecular variando entre 30
e 40 kDa, com ponto isoelétrico de 7,0 a 11,0. Possuem pH 6timo na
faixa alcalina (7,5 — 10,0) e temperatura 6tima em 40 — 50 C. (Gupta et
al., 2005).

Entre as liases incluem-se as pectina liases e as pectato liases:
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. Pectina Liase (Polimetilgalacturonato Liase, PMGL, EC
4.2.2.10): sdo as pectinases dcidas, catalisam a quebra da pectina por
clivagem trans-eliminativa. Sdo classificadas em endo-PMGL, que
catalisa a clivagem randomica da ligagdo glicosidica a-1,4 da pectina e
exo-PMGL, que catalisa a quebra seqiiencial da pectina por
transeliminac@o na extremidade da cadeia. O pH 6timo € em torno de
5,5 °C e a temperatura 6tima entre 40 e 50 °CS5.

. Pectato Liase (Poligalacturonato Liase, PGL): sdo as
pectinases alcalinas, catalisam a clivagem da ligac@o glicosidica o-1,4
do 4cido péctico por trans-eliminagdo. Sdo divididas em endo-PGL (EC
4.2.2.2), que catalisa a clivagem aleatéria da ligacao glicosidica a-1,4 do
acido péctico e exo-PGL (EC 4.2.2.9), que catalisa a clivagem
seqiiencial da ligacdo glicosidica a-1,4 do dcido péctico na extremidade
da cadeia (Kashyap et al., 2000). Requer Ca** para atividade e tem pH
6timo na regido alcalina, entre 7,5 e 10 e temperatura 6tima entre 40 e
50 °C.
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Tabela 1.2 — Classificacdo das enzimas pécticas (Uenojo e Pastore,
2007).

Tipo de Nome sugerido pela EC Nome comum  Numero
pectinase EC
Hidrolase endo poligalacturonase poligalacturonase  3.2.1.15

exo poligalacturonase poligalacturonase  3.2.1.67

endo polimetilgalacturonase pectina hidrolase

exo polimetilgalacturonase  pectina hidrolase

Liase endo poligalacturonase liase pectato liase 4222
exo poligalacturonase liase pectato liase 4229
endo polimetilgalacturonato pectina liase 4.2.2.10

liase
Exo polimetilgalacturonato pectina liase
liase

Foi reportado na literatura (Agrawal, 2005) que a capacidade
pectinolitica das pectinases alcalinas (PGL) € superior em relacdo as
pectinases dcidas (PMGL) em pectinas de fibras de algoddo. A Figura
1.6 mostra esquematicamente os mecanismos de clivagem diferentes de
PMGL e PGL em uma molécula de pectina. O PMGL quebra o 4cido
galactur6nico através de reacdo de hidrélise dcida, enquanto a pectina
PGL degrada por uma reacdo de -eliminago.
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Figura 1.6 — Representacdo esquemadtica do mecanismo de acdo de
enzimas pectinoliticas: PMGL (poligalacturonase) e PGL (pectato liase)
na pectina (Agrawal, 2005).

Pectato liases ou PGLs sdo produzidas por muitas bactérias e
alguns fungos patogénicos, com endo-PGLs sendo mais abundante do
que exo-PGLs. PGLs tem sido isoladas de bactérias e fungos associadas
com deteriora¢do dos alimentos e de podriddo. Elas tem sido relatadas
em Colletotrichum lindemuthionum, Bacteroides thetaiotaomicron,
Erwinia carotovora, Amucala sp., Pseudomonas syringae pv. Glycinea,
Colletotrichum magna, E. chrysanthemi, Bacillus sp., Bacillus sp. DT-7,
C. gloeosporioides. (Gupta et al., 2005).

1.4. ENZIMAS NA INDUSTRIA TEXTIL

A utilizagdo de enzimas no processo téxtil ocorre desde a
metade do século XIX, quando extrato de malte foi usado para remover
gomas amildceas de alguns artigos té€xteis antes da estampagem. Em
1919, as amilases foram introduzidas no mercado. Essas enzimas
causam a transforma¢do do amido em compostos soliveis em dgua. (Aly
et al.,2004)

Com o advento dos detergentes bioldgicos na década de 1960,
as proteases passaram a ser parte das formulacdes de detergentes,
especificamente para remover manchas orgénicas das roupas causadas
por proteinas (ex.: de ovo, sangue).

No final da década de 1970, descobriu-se que as celulases
acrescentavam detergéncia a lavacao de tecidos e removiam a fibrilacdo
em miultiplas lavagdes. Hoje, as celulases sdo incluidas em muitos

R
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detergentes em po, especialmente aqueles que sdo ativos na faixa
alcalina. Existem também outras aplicacdes para as celulases, como na
remogdo enzimatica de fibrilas e de pilosidade dos tecidos ou malhas de
algoddo, etapa esta conhecida como biopolimento. Foram descobertas
também outras formas de emprego dessas enzimas no beneficiamento,
que ddo um aspecto envelhecido aos artigos de denim e outras pegas de
vestudrio (Giibitz, 2001).

Baseado na composi¢do de impurezas ndo celuldsicas do
algoddo, vdrias enzimas, como as pectinases alcalinas ou dcidas,
celulases, proteases, xilanases e lipases, tem sido investigadas e
avaliadas como agentes na biopurga. As pectinases sdo as enzimas mais
efetivas para a biopurga de algoddo provavelmente por causa da
degradacdo e eliminacdo de pectinas, eliminando facilmente as ceras sob
condi¢des adequadas de incubagdo e assim, melhorando a absorc¢do das
matérias t€xteis, sem causar destruicdo a celulose (Kekos er al, 2008).

A maceracio do linho foi a primeira aplicacdo biotecnoldgica
no processamento téxtil. H4 mais de 2.000 anos, o crescimento de
microorganismos no linho era usado para a separagdo das fibras dos
caules da planta.

Os avangos na biotecnologia possibilitaram a criacdo de
misturas especiais de enzimas para aplicacdes especificas. Por exemplo,
foram desenvolvidas as amilases para processos de desengomagem em
temperaturas de 100°C, ao passo que monocomponentes de celulases
foram identificados como sendo superiores as enzimas nativas em vdrias
aplicacdes téxteis. Além das enzimas hidroliticas como as celulases,
amilases, pectinases (biopurga) e proteases (acabamento de 1as), outras
atividades enzimaticas, inclusive as oxidoredutases, tem-se revelado
ferramentas poderosas em vdrias etapas do processamento de téxteis,
como mostra a Figura 1.7 (Giibitz, 2001).
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Figura 1.7 — Aplica¢tes de enzimas nas etapas de beneficiamento téxtil.

Celulase ]

A aplicagdo da biotecnologia téxtil nas etapas Umidas € um
exemplo de processos ambientalmente corretos.

As industrias téxteis utilizam diversos produtos quimicos em
diferentes processos. Estes produtos, apds o uso, causam polui¢do nos
efluentes, alguns sdo corrosivos podendo causar danos nos
equipamentos e ao proprio substrato. Entretanto, com a introducio dos
processos enzimdticos, uma produ¢do de um ambiente favordvel pode
ser assegurada. (Aly et al., 2004)

A poluicdo causada nas dguas residuais pelo convencional
acabamento téxtil tem orientado pesquisas para a aplicagdo de enzimas
nas etapas umidas das industrias téxteis. As enzimas, sendo produtos
naturais s3o completamente biodegraddveis e realizam seu trabalho
eficientemente sem deixar nenhum poluente.

1.4.1. Etapa de Purga

Anteriormente ao tecido de algodao cru ser tingido em processo
umidos, ele deve ser limpo a fim de torni-lo em hidrofilico. O método
industrial convencional inclui um tratamento com hidréxido de sédio a
alta temperatura seguido de extensiva lavagem. Neste processo,
constituintes hidrofébicos (ceras e gorduras) e outros compostos nao-
celuldsicos (pectinas, proteinas e dcidos orgénicos) sdo removidos de
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uma maneira nio seletiva. Mais precisamente, o processo de purga é
baseado na reacdo entre as impurezas do algoddo e o hidréxido de sédio.
Ceras e gorduras sdo ésteres de dcidos graxos com glicerol e constituem
cerca de 37% a 47% dos componentes de gordura total. Eles t€ém baixos
pontos de fusdo e sdo hidrolisados em sabdes e glicerol (reagdao de
saponificacdo) com bastante facilidade usando uma solucdo de NaOH
As altas temperaturas com o hidréxido de sédio também convertem
outros constituintes ndo celuldsicos da cuticula (pectinas, hemiceluloses
e proteinas) em produtos soliveis em dgua.

Geralmente a purga alcalina € realizada com uma solugéo
diluida de hidréxido de sédio (1 a 4%) durante 30 a 60 minutos, sob
condi¢gdes atmosféricas ou sob pressao. A maioria das purgas ocorre sob
condi¢des atmosféricas e a temperatura entre 75-100°C. Quando
realizado sob pressdo, a temperatura atinge entre 125-130°C. Remove a
hemicelulose e os produtos existentes na parede primdria, como
pectinas, ceras e proteinas, saponificados ou degradados até sua
solubilidade em 4dgua, emulsionados e dispersos. O pH rigoroso na
temperatura requerida para a purga, acaba ocasionando danos para
muitas fibras. Apesar da purga alcalina ser efetiva e o custo do
hidréxido de sodio ser baixo, o processo ndo é ecologicamente vidvel
pois consome grandes quantidades de energia, 4gua e agentes auxiliares.
A eficiéncia do processo de purga alcalina estd diretamente relacionado
ao sucesso das operagdes de processamento uUmido subsequentes:
alvejamento, tingimento, merceriza¢do e acabamento. A fibra purgada
apresenta-se limpa, com capacidade absorvente e possibilidade de dano
oxidativo (Freitas, 2009)

Este processo gera elevadas quantidades de efluentes com
caracteristicas muito alcalinas, ocasionando problemas sob um ponto de
vista ambiental devido a grande polui¢do nos efluentes téxteis e do ar.
Por outro lado, acarreta danos a celulose resultando num decréscimo da
resisténcia a tracdo dos tecidos (Buschle-Diller et al. 1998). A purga
alcalina pode também causar o encolhimento do tecido e mudangas
fisicas e mecénicas nas propriedades dos tecidos. (Lin e Hsieh, 2001).
Virias pesquisas t€ém focado na substituicio deste processo pelo
enzimatico (Biopurga), que ocorre em condicdes suaves de reagao.
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1.4.1.1. Biopurga

A biopurga, biopreparagdo, purga enzimatica ou bioscouring é

um novo processo baseado na idéia de atingir especificamente as
impurezas ndo celuldsicas com enzimas especificas. Por exemplo,
pectinases podem ser usadas para a decomposicdo de substancias
pécticas; proteases para proteinas; lipases para gorduras. Alguns dos
componentes naturais associados com componentes nao-celulésicos
podem ser eliminados da fibra durante o processo de biopurga. Uma
vantagem adicional desse processo é que além de conservar energia, é
ambientalmente correto e as enzimas usadas para biopurga ndo afetam a
espinha dorsal da celulose, limitando os danos na fibra. Geralmente as
enzimas usadas para a biopurga s@o selecionadas com base no pH,
temperatura, tempo de tratamento requerido, qualidade do produto final,
absorc¢do de 4gua e alvura (Hoondal et al., 2002).
Enzimas como pectinases, proteases, celulases e lipases tem sido
examinadas pela degradacdo e subsequente remocdo de diferentes
componentes naturais presentes na camada externa das fibras de
algoddo. Os melhores resultados tém sido obtidos com pectinase ou uma
pectinase em combinacdo com uma celulase. Uma pectinase alcalina
provou ser especialmente efetiva. Isso porque a pectina age como uma
cola na parede primdria das células de algoddao. Apds a acdo da
pectinase ocorre a desestabilizacio da estrutura da pectina e os
diferentes componentes presentes na parede primdria podem ser
removidos facilmente em uma subsequente etapa de lavagdo. Entretanto,
a biopurga baseada na pectinase nio remove os fragmentos de capulho e
ramos, conhecidos como piolhos. Isto pode ser um beneficio quando se
deseja uma ““aparéncia natural” do produto, porém um problema quando
se deseja colorir em tons mais leves. Solucdes enzimdticas para este
problema vém atualmente sido investigadas com o uso de celulases
(Gerhartz, 2004).

¢ Biopurga com pectinase

As pectinases para serem utilizadas na biopurga, s@o
selecionadas com base na sua compatibilidade de pH e temperatura,
levando em conta o tempo necessdrio de tratamento, qualidade do
produto final, absorcdo de dgua, brancura e residual pectina (Hoondal et
al., 2002).



Segundo Tzanov e seus colaboradores, tanto as pectinases
dcidas como as alcalinas se mostraram igualmente eficientes em termos
de absorcdo assim como a purga convencional alcalina. (Tzanov et al.,
2001).

O tratamento com pectinase modifica a morfologia das fibras de
algoddo. O algoddo cru tem uma aparéncia suave e uma superficie lisa,
sem irregularidades sendo um reflexo do estado amorfo da cuticula.
Apés o tratamento com a pectinase a superficie da fibra vem a ser
atacada primeiro, e o motivo das mudangas € proposta pelas pectinases
que digerem pectinas, as quais fazem parte da estrutura que segura a
cuticula na superficie das fibras (Li e Hardin, 1998).

Ensaios de perda de massa, hidrofilidade, branqueamento e
residual de pectina dos tecidos pré-tratados t€m efeitos significativos
sobre a eficiéncia dos processos posteriores do beneficiamento téxtil, ou
seja, € necessdrio obter bons resultados nestes ensaios, 0 que garante
uma boa purga, para se obter melhores resultados nas etapas seguintes.

e Perda de massa

A perda de massa pode se referir ao material desprendido da
fibra, podendo ser uma indicagdo indireta de perda de pectina em sua
parede primdria, mas pode também indicar a degradacdo da fibra de
celulose em si mesma, resultando em elevada perda de massa e
diminuicdo da resisténcia das fibras levando a um produto final de
qualidade inferior.

e Pectina removida

A determinagdo do teor de pectina removida das amostras de
tecido é de fundamental importincia na avaliacdo da biopurga com a
enzima pectinase ja que a pectina € o substrato especifico a ser atacado.

O método do tingimento com o corante azul de metileno (AM)
para determinag@o da quantidade de pectina removida do tecido, leva em
conta que a purga alcalina remove toda a pectina presente nas fibras do
tecido (100%), ja que o ideal é chegar, com o tratamento enzimadtico, a
resultados iguais ou melhores a purga convencional alcalina. Assim
neste método, a purga alcalina € utilizada como padrdo. Quanto maior a
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quantidade de AM absorvida nas fibras, maior € o contetido de pectina,
e, portanto um azul mais escuro € obtido apds o tingimento.

e Grau de branco

Apesar de o principal objetivo da purga ndo ser o
branqueamento do tecido, a remocdo das impurezas resulta em um
aumento no grau de branco em relagdo ao tecido ndo tratado. Isto de
certa forma indica se houve ou ndo remocdo de componentes nao
celuldsicos (objetivo da purga), permitindo que o tecido seja branqueado
definitivamente na etapa de alvejamento, e tinto com sucesso.

e Hidrofilidade

O tecido de algoddo cru € hidrofébico e pode ser caracterizado
por um tempo de molhabilidade de mais de 60 segundos. Pode-se
afirmar que os tratamentos enzimadticos na presenca de um surfactante
adequado melhoram na penetra¢do da dgua no tecido de algoddo para
um nivel melhor, reduzindo esse tempo de molhabilidade, tornando-o
suficiente para um bom tingimento, ji que para se garantir um
tingimento uniforme, € necessdrio que o tempo de absor¢do do corante
seja praticamente instantaneo.

1.5. EFEITO DOS AGENTES QUIMICOS E TENSOATIVOS NO
PROCESSO DE BIOPURGA

Tensoativos sdo compostos anfifilicos, orgdnicos ou
organometdlicos que formam coléides ou micelas em solucio.
Substancias anfifilicas ou anfilicas sdo moléculas que possuem regides
distintas e caracteristicas como hidrofébicas e hidrofilicas. Os
tensoativos causam influéncia na atuacdo das enzimas (Freitas, 2009). O
uso de surfactante oferece umectabilidade, conduzindo o substrato ao
contato intimo com as enzimas e permitindo as enzimas alcangarem
diferentes lugares inacessiveis (Freitas, 2009).

Os agentes sequestrantes sdo fundamentais no processo de
purga da industria t€xtil pela sua capacidade de sequestrar ions presentes
nas fibras que devem ser eliminados. A auséncia de sequestrantes pode
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acarretar em precipitados na superficie do tecido, causados pela
combinagdo dos fons cdlcio e magnésio com outros produtos do banho.
Esses inconvenientes causardo problemas nos processos de tingimento,
estamparia e acabamento (Li e Hardin, 2001).

Existem controvérsias a respeito do efeito de agentes
sequestrantes na eficdcia das enzimas. Csiszar reportou em seu trabalho
que a adi¢do de EDTA acelera a hidrélise de pectinas (Csiszar, 2001).

O EDTA remove fons célcio que formam pontes com a pectina
e assim torna mais acessivel para a a¢do da enzima. Entretanto, se o
EDTA ¢ utilizado em um pré-tratamento a eficiéncia das enzimas
pectinase e xilanase é reduzida, devido provavelmente a precipitagdo de
pectina em uma forma mais compacta € uma estrutura menos acessivel.
Algumas enzimas possuem dtomos de metais associadas a sua estrutura,
que sdo afetadas pelo EDTA, que tende a remover estes metais e entio,
altera o funcionamento normal destas enzimas (Niaz et al., 2009).

1.6. UTILIZACAO DOS ULTRASONS NOS PROCESSOS DE
BIOPURGA

A aplicacdo dos ultrasons de acordo com a frequéncia € dividida
em duas dreas: alta frequéncia e baixa intensidade (1-10 MkHz),
normalmente usadas para fins de diagnéstico em medicina e engenharia;
e baixa frequéncia e alta intensidade (20-100 kHz), usualmente
aplicadas em limpezas e reatividade quimica (Silva, 2006).

A onda de ultra-som, como todas as ondas de som, consiste em
ciclos de compressdo e expansdo (rarefagdo). Os ciclos de compressao
exercem uma pressdo positiva no liquido, havendo uma aproximagio
entre as moléculas; por sua vez os ciclos de rarefacdo exercem uma
pressdo negativa afastando as moléculas umas das outras. Durante o
ciclo de expansdo, a onda de som com intensidade suficiente pode
provocar a formagdo de cavidades (Silva, 2006).

Os processos enzimdticos, relativamente aos processos
tradicionais, ndo necessitam de tanta energia nem de quantidades de
dgua tao elevadas, reduzindo-se também o uso de produtos quimicos.
Em adicéo, as dguas residuais provenientes dos tratamentos enzimaticos
sdo biodegraddveis. Assim, os processos enzimaticos oferecem muitas
vantagens, existindo, no entanto, algumas desvantagens quando
comparados com os métodos tradicionais, sendo normalmente mais
caros e exibindo velocidades de reacdo mais baixas. No entanto, a
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tecnologia ultrasonica pode favorecer 0s processos enzimaticos,
tornando-os mais curtos (Karaboga et al., 2007).

Os efeitos dos ultrasons sobre as enzimas ndo sdo muito
conhecidos e observam-se resultados contraditérios quando estas sdo
tratadas a intensidades elevadas. Tém sido efetuados estudos referentes
a influéncia das diferentes intensidades nas enzimas, verificando-se que
as altas intensidades dos ultra-sons causam uma diminui¢do na atividade
de muitas enzimas “in vitro”, sendo esta a possibilidade que se atribui a
mudanca na estrutura das moléculas bioldgicas. A baixa intensidade dos
ultrasons em alguns casos pode aumentar a atividade de enzimas livres
(Silva, 2006).

Somente algumas enzimas sdo desativadas por aplicacdo de
sistemas de ultrasons a intensidades elevadas, visto que a sonificagdo
nio desnatura todas as proteinas, contrariamente a desnaturagdo pelo
calor (Silva, 2006).

Quando as amostras sdo colocadas em solugdo enzimdtica, as
moléculas de enzimas, que sdo relativamente grandes, vdo em direcio a
amostra e sdo adsorvidas a superficie. Contudo, este processo poderd ser
lento devido ao tamanho da enzima. Esta volumosa molécula nio se
move em direcdo a interface muito facilmente. A aplicacio dos ultrasons
tem a capacidade de acelerar o transporte enzimdtico. A combinagdo de
sistemas de ultra-sons com tratamentos enzimdticos convencionais nos
processos té€xteis acarreta vantagens significativas, como a redugdo da
quantidade de energia (reducdo dos custos de operacdo), uniformidade
no tratamento, reducdo dos tempos de tratamento, minimizagdo dos
danos na fibra (Karaboga et al., 2007).

1.7. CONSIDERACOES FINAIS

Segundo estudos realizados por Buchert e Pere (2000), a
remogdo da pectina resulta também em uma menor quantidade de ceras
na superficie do algoddo. Isto consequentemente promove uma melhora
na absorc¢do de dgua pelo tecido, o que mantém a hipétese de que hd
ligacdes quimicas entre ceras e pectinas.

De acordo com estudos realizados por diversos pesquisadores, a
pectinase se mostrou a enzima mais eficiente na remocdo de
componentes ndo celuldsicos presentes nas fibras de algoddo (Buschle-
Diller et al., 1998; Li & Hardin, 1997; Csiszar et al., 2001). E reportado,
também, com base na morfologia das fibras de algoddo, que pectinas
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parcialmente esterificadas estdo disponiveis em abundancia na
superficie externa da parede primdria. Como o grau de esterifica¢do da
pectina interfere no tipo de mecanismo promovido pela pectinase dcida
ou alcalina, as pectinases alcalinas sdo as que apresentam melhor
desempenho do que pectinases 4cidas. Isto ocorre porque a velocidade
de hidrélise da pectina pela pectinase dcida € menor do que a velocidade
de B-eliminacdo pela pectinase alcalina.

Devido a estes relatos, optou-se pela utilizacio de uma
pectinase alcalina para realizagcdo dos estudos de biopurga.



CAPITULO II - MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAIS

2.1.1. Substrato téxtil

Nos tratamentos efetuados foi utilizado como substrato, tecidos
de malha de fio cardado 100% algodio cru, de aproximadamente 7 g e
com 19,5 cm em cada lado, resultando em uma massa especifico de 184
g/mz. As amostras foram cedidas pela malharia Brandili.

2.1.2. Enzima

Foi utilizada uma pectinase alcalina comercial, classificada
como pectato liase (E.C. 4.2.2.2), com nome comercial de Bioprep
3000L, fornecida pela Novozymes.
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2.1.3. Reagentes e solventes

Tabela 2.1 — Reagentes utilizados no trabalho experimental

Reagentes Marca pl?rl;: ?;0 )
Pectina citrica Vetec -
Tris(hidroximetil)aminometano P.A Vetec 99,8 - 100,1
Cloreto de célcio anidro Vetec 96%
Cloreto de s6dio P.A Nuclear 99,0 — 100,5
Acido cloridrico P.A Nuclear 36,5 -40,0
Acido 3,5-dinitrosalicilico Vetec 99,0
Tartarato de sédio e potdssio P.A Vetec 99.0 -102,0
Hidréxido de s6dio Cromoline Quimica g
Fina
EDTAP.A Nuclear 99,0 -101,0
Quimerol 535 Quimisa ---
Triton X-100 Nuclear ---
Acido acético Glacial P.A Nuclear 99.5 - 100,5

Azul de Metileno Reagen —
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2.2. METODOLOGIAS

2.2.1. Caracterizacdo da enzima pectinase

Na cadeia da pectina hd regides onde o dcido galacturdnico é
substituido por acticares redutores (AR).

A medida da cinética enzimética e da determinagdo da atividade
da pectinase, foi realizada pela determinacdo da quantidade de agucar
redutor liberado (Miller, 1959) onde empregou-se o reagente DNS
(4cido 3,5-dinitrosalicilico) que permite dosar a quantidade de actcares
redutores presentes em solugao.

Em solucdo alcalina, o dcido 3,5-dinitrosalicilico é reduzido a
dcido 3-amino-5-nitrosalicilico. O DNS que reage com o agucar liberado
na reacdo, mudando a intensidade da cor de amarelo para laranja.

Coor Coor
OH
reducso a
: ( Eq. 2.1
PN N ol .
0N A “NO, 0N et ~NH,
amarelo laranjaivermelho

2.2.1.1. Cinética enzimatica

Foi realizado um estudo preliminar para avaliar de que maneira
a pectinase age sobre o substrato, para posterior determinacido de sua
atividade. Para tal incubou-se 100 pL da solugdo da enzima
(ImL/L) a 30°C na presenca de 900 pL de 0,25% (p/v) de pectina
citrica, 20 mM de NaCl, e 0.1 mM de CaCl, em tampao Tris-HCI 0,05M
pH 9,5 em diferentes tempos: 0, 0,5, 1, 4, 7, 10, 15, 30, e 60 minutos,
seguido da dosagem de agucar redutor no ensaio. Foram feitas amostras
de branco sem a adi¢do de enzima. Apds cada tempo de reagdo, os
actcares redutores liberados foram medidos adicionando-se 1mL do
reagente DNS e em seguida a soluc¢do foi fervida por 10 minutos,
resfriada em banho de gelo e a absobancia foi lida a 530 nm. Foi feita
entdo, uma curva de calibracdo de glicose construida com solugdes
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padrdes de glicose com concentragdes variando de 0,2 a 1,0 pmol/mL
em solu¢do tampdo tris-HCI pH 9,5.

2.2.1.2. Determinacio da atividade da pectinase

A atividade da pectinase foi determinada da mesma maneira
medindo-se o aumento de acucares redutores presentes no dcido
poligalacturénico (Miller, 1959). Uma solugdo de enzima de 100 pL foi
incubada em tubo de ensaio primeiramente a 30°C na presenca de 900
pL de 0,25% (p/v) de pectina citrica, 20 mM de NaCl, e 0,1 mM de
CaCl, em tampdo Tris-HCI 0,05M pH 9,5 durante 5 min. Apds este
tempo adicionou-se 1mL de DNS e a solugéo foi fervida por 10 minutos
e resfriada em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 2mL de H,O e a
absobancia foi lida a 530 nm. Foram feitas amostras de branco sem a
adi¢do de enzima. Foi feita uma curva de calibracdo de glicose para a
obtengdo da concentragdo de agucar redutor liberado. O mesmo
procedimento foi também realizado a 55 °C e pH 8,5.

Segundo a Enzyme Commission, uma unidade de atividade (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessdria para produzir
Iumol de agticar redutor por minuto.

2.2.1.3. Estudo do tempo de incubacio da enzima

Para saber se a enzima mantém sua atividade durante um
determinado tempo, foi preparada a solucdo de enzima e incubada a
55°C e entdo foram feitas medidas de atividade como explicado no item
2.2.1.2 nos tempos de incubagdo de 0, 1, 4 e 24h.

2.2.1.4. Determinacio da influéncia de agentes quimicos (utilizados
em processos de purga) na atividade e estabilidade da enzima.

Foi realizado um estudo de como os agentes surfactante e
sequestrante (conhecido também como agente quelante) alteram o
comportamento da catdlise enzimdtica e também de sua influéncia na
estabilidade da pectinase.

Para isto, foram incubados a 55°C 25mL da solu¢io de enzima
(ImL/L) primeiramente apenas com 25ul. de Triton X-100 e foi
realizada a medida de atividade conforme o item 2.2.1.2. Em seguida, a
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solucdo de enzima foi incubada também com 25 pl de cada um dos
agentes sequestrantes de cada vez (Quimerol 535 e EDTA) juntamente
com os 25 pL. de Triton X-100, e entdo estas atividades foram medidas
em 0 e 30 minutos de incubacio.

2.2.1.5. Determinacio da quantidade de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo a
metodologia descrita por LOWRY et al. (1951), utilizando-se albumina
de soro bovino como padrdo. A unidade protéica foi definida como mg
de proteina/mL (Anexo I).

2.2.1.6. Caracterizacao enzimatica em gel de eletroforese em
condicoes desnaturantes (sds-page)

A eletroforese foi realizada segundo o método descrito por
Laemmli em 1970, usando o gel de corrida a 12,5% e o gel de
concentracdo 5%, confeccionando géis de poliacrilamida em presenca
de dodecil sulfato de sédio (SDS). O padrao de massa molecular usado
como marcador foi 6,5 a 200 kDa (SDS-PAGE) e as bandas foram
evidenciadas com coomassie brilliant blue (Anexo II).

2.2.2. Tratamentos dos tecidos de algodao

Determinou-se a influéncia de diferentes agentes sequestrantes
comerciais (Quimerol 535 ¢ EDTA) em diferentes etapas do processo de
biopurga.

Para isto foram realizados dois processos de biopurga: um com
a adicdo dos sequestrantes no inicio do processo e outro, apds 30
minutos de tratamento enzimatico.

O processo que se mostrar mais eficaz serd realizado em
aparelho de ultrasom de baixa freqiiéncia (40 KHz) marca Unique.

Para fins comparativos, foi realizada também a purga alcalina
em condi¢des normalmente utilizadas pelas inddstrias téxteis.
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2.2.2.1. Purga Enzimatica

Os experimentos foram realizados no aparelho de laboratdrio
para tingimento até 135°C ALT-B 9306, com microprocessador Datex
Pico II, marca Mathis.

Amostras de 7g de tecido de malha de algoddo cru foram
colocadas em canecos de 500 mL, juntamente com a solucio tampao de
tris-HCI pH 8,5 mantendo uma relagdo de banho (RB) de 1:20 na
presenca de um surfactante (Triton X-100) e um sequestrante, ambos
ndo idnicos e na concentragdo de 1g/L. A concentracdo da enzima
utilizada foi de 1000 U/geciqo. As incubacdes foram efetuadas com
temperatura controlada de 55 °C pelos tempos indicados nas figuras 2.1
e 2.2 e a 40 rpm. Apds o tempo de purga a temperatura do aparelho foi
elevada a 90°C, onde permaneceu por 10 minutos. Em seguida foi feita
uma lavagem a quente a temperatura de 55°C e uma a temperatura
ambiente. Por fim os tecidos foram torcidos e secos ao ar.

Os ensaios foram realizados segundo dois processos distintos:

. Processo 1: Adicionando-se o sequestrante ap6s 30 minutos de
tratamento enzimdtico, conforme a Figura 2.1.

90°C
/ A
_ _ S0 N
55°C 55°C e \ B5°C
e \ .
/ \ ' . AN
// 30 30 10 \

4 \\
/ N\
' d lavacdo N

abec lavacdo

Figura 2.1 — Processo de biopurga com a adi¢cdo do sequestrante apds o
tratamento enzimatico (a) tampdo pH 8,5; (b) surfactante (ImL/L); (c)
pectinase (1000U/g;..); (d) sequestrante (1mL/L).
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. Processo 2: Adicionando-se todos os compostos no inicio do
processo, conforme a Figura 2.2.

90°C

10
55°C 55°C

o R

/ lavagao \

a, b cd lavacao
Figura 2.2 — Processo de biopurga com a adicdo do sequestrante no
inicio do tratamento enzimdtico (a) tampao pH 8.,5; (b) surfactante
(1mL/L); (c) pectinase (1000U/g.); (d) sequestrante.

Neste processo foi realizada também uma biopurga sem a
adi¢do da enzima.

2.2.2.2. Purga Alcalina

A correspondente purga alcalina foi efetuada com os mesmo
tecidos no mesmo aparelho. As amostras de tecido foram incubadas a
90°C, por 30 min a 40 rpm, em uma solucio de 5g/L de hidréxido de
sédio (RB 1:20), 1g/L de Triton X-100, 1g/L. de Quimerol 535. Os
tecidos purgados foram entio lavados uma vez a 55°C por 10 minutos e
entdo novamente foi adicionada dgua destilada com 1mL de &cido
acético e foi deixado por mais 10 min. Apés esse tempo, os tecidos
foram lavados a temperatura ambiente, torcidos e secos ao ar. (Figura

2.3)
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Figura 2.3 - Processo de purga alcalina (a) NaOH (5g/L); (b)
surfactante; (c) sequestrante; (d) dcido acético (1mL).

2.2.3. Avaliacao do efeito da purga enzimatica e alcalina

As amostras de malha de fio cardado 100% algoddo sem
tratamento e tratados, com o processo enzimdtico e alcalino, foram
caracterizadas quanto a perda de massa, hidrofilidade (absor¢do de
dgua), grau de branco e teor de pectina removida. Estes ensaios, exceto
o ultimo, foram realizados em triplicata.

2.2.3.1. Determinacio da perda de massa

A perda de massa foi calculada pelas massas dos corpos de
prova antes e depois dos tratamentos, com purga enzimdtica ou alcalina,
apds secagem em estufa de ventilacdo de ar a 105°C, durante 4 horas e
resfriamento em dessecador. A equacdo (2.1) foi utilizada para o cédlculo
da perda de massa percentual (ALY et al., 2004):

: Tl (Eq. 2.2)
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2.2.3.2. Hidrofilidade

Foi utilizado o método de visualiza¢do rapida, adaptado da
norma NBR 13.000 (ABNT/NBR, 13000). Consistiu na fixagdo do
tecido em um bastidor de bordado e o gotejamento de uma gota de dgua
destilada (20+£2°C), a 40 mm da superficie do tecido. O tempo de
formacdo da gota deve ser de 5 segundos. O cronémetro foi acionado no
momento em que a gota tocou o tecido e parado quando a 4gua foi
completamente absorvida sobre a superficie do tecido. O resultado foi a
média de 5 ensaios consecutivos, tanto nas laterais como no centro do
tecido.

2.2.3.3. Grau de Branco ou Grau de Alvura

O grau de branco foi determinado nas amostras submetidas ao

processo de biopurga e purga alcalina, com um espectrofotdémetro de re-
emissdo com lampada padrdo, modelo MS-1500 Plus, marca Macbeth,
usando cerAmica branca como padrio de calibragdo (Método Ganz).
A quantificacdo da cor foi realizada através do sistema CIELAB, espaco
de cor (L* a* b*) e diferenca de cor (AE*ab) (Berns, 2000). O método
localiza a cor em um espago tridimensional, utilizando como
coordenadas: L* (luminincia) — que pode variar de O (preto) a 100
(branco); a* (que assume valores negativos (verde) ou positivos
(vermelho)); e b* (com valores negativos (azul) e positivos (amarelo)),
sendo que os planos a*hb* podem ocorrer em qualquer nivel de L*
(Figura 2.4). Uma relacdo entra estas coordenadas leva ao grau de
branco. O branco ideal é obtido quando a luminosidade (L*) for igual a
100 e as coordenadas a* e b* forem iguais a 0. A diferenca de cor
(AE*ab) corresponde a distincia entre uma amostra e a referéncia (ou
padrio) neste espaco tridimensional.
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Figura 2.4 — Espaco de cor CIELAB.

2.2.3.4. Determinacio de pectina removida

O residual de pectina no tecido foi analisado pelo método do
tingimento com azul de metileno (AM). As amostras de 7g foram
tingidas com 0,6 mmol/L de AM em uma relagdo de banho de 1:50
durante 100 min. (1h e 40 min.) em um banho agitado a 70 °C. Foi
realizada a determinacdo da Abs da solu¢do do corante antes e depois do
tingimento em espectrofotometro a 663nm. Uma curva de calibragio foi
feita com as seguintes concentragdes do corante: 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6
mmol/L.

Este método baseia-se na interacdo estequiométrica entre o
cation do corante e o dnion do carboxilato da pectina, como ilustrado na
Figura 2.5:
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Figura 2.5 — Estruturas da pectina e do corante azul de metileno.

Quanto maior a quantidade de AM absorvido nas fibras, maior
serd o contetido de pectina, e portanto um azul mais escuro serd obtido
apds o tingimento. Os tingimentos foram realizados com o tecido cru
(considerado com 100% de pectina), com o tecido purgado
alcalinamente (considerado com 0% de pectina) e com as amostras
purgadas enzimaticamente conforme descrito por Wang et al., 1998.






CAPITULO III - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACAO DA ENZIMA PECTINASE

A pectinase alcalina comercial E.C. 4.2.2.2 foi caracterizada
quanto a sua atividade em diferentes tempos de incubac@o, e na presencga
de agentes quimicos e tensoativos normalmente utilizados em processos
de purga alcalina e enzimadtica de tecidos de algoddo. A quantificacdo de
proteinas presentes nesta enzima, assim como a eletroforese para
determina¢do de sua massa molecular, foram procedimentos também
realizados nesta etapa.

3.1.1. Metodologia para determinacio da atividade enziméatica

Devido a falta de um consenso metodoldgico na literatura para
o procedimento da determina¢d@o da atividade da pectinase, foi realizada
uma adaptacgdo a partir das metodologias encontradas.

Foi realizado primeiramente o acompanhamento da reacdo de
eliminacdo da pectina citrica (substrato padrio utilizado neste trabalho)
com o tempo, utilizando a enzima pectinase E.C. 4.2.2.2, medindo-se os
acucares redutores que sdo liberados na reacdo, conforme metodologia
definida em materiais € métodos item 2.2.1.1. Assim, utiliza-se a
propriedade da pectina possuir acticar redutor em sua composicdo, para
0 acompanhamento da reagdo.

O teor de acucares redutores livres formados foi determinado
pelo método do DNS (Miller, 1959), e a partir da constru¢do de uma
curva de calibracdo de glicose, foi possivel a conversdao dos valores de
absorbancia em concentracdo de AR (Anexo III). Para cada tempo de
reacdo realizado na cinética, foi preparada uma curva de glicose, a qual
foi incubada pelo mesmo tempo na mesma temperatura e pH.

Havendo, entdo, uma proporcionalidade entre a concentragio de
acucares redutores e a absorbancia medida, foi possivel construir o
grifico da concentragdo de AR liberado em funcio do tempo (Figura

3.1).
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Figura 3.1 — Cinética da concentracio de AR formado em funcio do
tempo. Utilizando uma solucdo de 1mL/L da enzima pectinase incubada
a 30 °C na presenca de 0,25% (p/v) de pectina citrica em 50 mM de
tampao tris-HCI 30°C, pH 9,5.

Ao se medir a quantidade de produto formado em fungdo do
tempo, percebe-se através da Figura 3.1, que no inicio da reagdo a
concentragdo de produto aumenta rapidamente e, apds algum tempo, a
velocidade de formacgdo do produto diminui. Isso acontece porque a
quantidade de reagente em solu¢do diminui gradualmente, e deste modo
a velocidade de reacdo, varia com o tempo, entretanto, nos tempos
iniciais da reacdo, enquanto a concentragdo de substrato for muito
grande, € possivel encontrar uma relagdo linear de formacao de produto
com o tempo. Costuma-se associar a atividade da enzima com a medida
da velocidade da reacdo em condi¢do inicial, ou seja, aquela que
assegura a velocidade constante e maxima.

Portanto, este estudo preliminar foi necessdrio para
posteriormente saber em que intervalo de reacdo se deve determinar a
atividade da enzima. Assim, de acordo com o perfil de velocidade
mostrado na Figura 3.1, foi escolhido o tempo de 5 minutos para
medida da atividade da pectinase. Este mesmo tempo de reacdo para
determinacdo da atividade de uma pectinase também foi utilizado por
Guebitz et al. (2006).

Através deste método do DNS foi possivel também determinar
a quantidade de acucares redutores presentes no substrato padrio
(pectina citrica) utilizado nas reagdes catalisadas pela pectinase.
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Para isto foram realizadas reacdes de 60 minutos com uma
solucdo de 0,25% de pectina citrica em 50mM de tampao tris-HCI pH
9,5 e 30°C e a pectinase com diferentes concentracdes de enzima: uma
solucdo concentrada (sem diluicdo), uma com 400mL/L e outra
100mL/L.

Apbs este tempo de reacdo o valor da absorbancia nas trés
concentrac¢des foi exatamente o mesmo e igual a 2,59. Isso indica que
foi liberada a maior quantidade possivel de AR na pectina citrica,
resultando em um valor de 99,1 mmol de AR por grama de pectina.

3.1.2. Atividade da pectinase

E importante que a enzima seja avaliada quanto 2 sua
capacidade de catdlise frente aos seus substratos padrdes de atuacdo,
baseando-se em sua atividade.

A atividade da pectinase foi medida primeiramente a 30°C e a
pH 9,5, de acordo com o desenvolvimento do item 2.2.1.2. Foi também
realizada, a medida a 55°C e pH 8,5, j& que estas condigdes sdo
sugeridas por alguns autores e de acordo com a ficha técnica fornecida
juntamente com a enzima, estas sao as melhores condi¢des de acdo da
mesma. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 3.1.

A atividade pectinolitica foi determinada pela Equacao 3.1 e
expressa em U/mL:

D
A:—CAR Vi Dy [3} ou |10 0,1 (Eq.3.1)
tr Vi mL mLmin

onde,

Car = concentragdo de agticar redutor liberado [umolgjicese/mL]
Vr = volume total da solucao [mL]

Dg = diluigdo da enzima utilizada

tr = tempo de rea¢do [minutos]

Vg = volume da solugéo de enzima [mL]
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Tabela 3.1 — Atividades especificas da pectinase

Enzima pectinase”

Condicdes de T / pH Atividade®
30°C/9,5 952 U/mL
55°C /8,5 2553 U/mL

(a) Solugdo de ImL/L. (b) Uma unidade de atividade foi definida como
a quantidade de pectinase necessdria para produzir 1umol de agicar
redutor por minuto.

O conhecimento da influéncia que o pH e a temperatura
exercem na reacdo enzimdtica € de fundamental importdncia na
otimizacdo do processo de biopurga. Pode-se conhecer as limitagdes do
processo e as faixas de pH e temperatura que maximizam a velocidade
de quebra da pectina. Com base na literatura e nos resultados obtidos, 0s
proximos teste foram entdo realizados a 55°C e pH 8,5.

3.1.3. Estabilidade da enzima com o tempo de incubacio

A informacgfo da estabilidade da enzima € de relevancia para a
otimizacdo do processo de biopurga, pois ndo basta que a enzima tenha
alta atividade a certa temperatura, mas que ela mantenha esta atividade
durante todo o tempo de processo.

Foi avaliada a manutencdo da capacidade da pectinase de
catalisar reagdes quando mantida incubada até 24h a 55°C, conforme
metodologia descrita em 2.2.1.3. Os resultados obtidos estdo
demonstrados na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Estabilidade da atividade da pectinase em fun¢éo do tempo
de incubacgdo. A solug¢do de ImL/L de pectinase foi incubada até 24h a
55°C, e em cada tempo de incubacdo foi realizada a medida de
atividade.

Os resultados mostram que durante a primeira hora de
incubacdo da enzima hd uma queda de 227 U/mL no valor de atividade,
o que equivale a 11% de perda. Apés este tempo a atividade foi mantida
praticamente constante até 24h de incubacdo, indicando um bom
resultado para bom para posterior utilizacdo da enzima no processo de
biopurga.

Apesar da estabilidade da enzima ser um ponto relevante para o
processo, ndo hd estudos de estabilidade para essa enzima dentro das
principais referéncias.

3.1.4. Efeito dos agentes quimicos na atividade da pectinase

Na industria é imprescindivel o uso de agentes surfactantes, que
oferecem umectabilidade, conduzindo o substrato ao contato intimo com
as enzimas, assim como o uso de agentes sequestantes, que removem 0s
ions de metais presentes nas fibras.

A Figura 3.3 ilustra como os agentes sequestrantes,
normalmente utilizados nos processos de purga, enzimdtica e alcalina,
influenciam na atividade da pectinase. Foram realizadas medidas de
atividade apenas com o surfactante Triton X-100, e também deste com a
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presenca dos dois agentes sequestrantes utilizados neste trabalho
(Quimerol 535 e EDTA), como descrito no item 2.2.1.4 da metodologia.

3000

2500

2000

1500

1000

Atividade (U/mL)

500
o o

Sem Triton X-  Apenas Triton X- Triton X-100+  Triton X-100 +
100 100 Quimerol 535 EDTA

Agentes Quimicos

Figura 3.3 — Efeito dos agentes quimicos na atividade da pectinase.
Cada um destes produtos foram adicionados a solugdo de enzima na
concentracdo de ImL/L e deixados até atingirem 55°C, para entdo
proceder nas medidas de atividade.

A atividade da pectinase com a presenca apenas do surfactante
Triton X-100 foi de 2629 U/mL.

Assim como reportado na literatura, o Triton X-100 é um
surfactante usado em biopurga que ndo afeta a atividade da enzima
pectinase. Agrawal (2005) mostrou em sua dissertacdo que o Triton X-
100 é compativel com a enzima pectinase e melhora na efetividade da
enzima para a superficie da pectina. Com a adigdo dos agentes
sequestrantes, como se pode perceber na Figura 3.3, ao se utilizar o
Quimerol 535, houve uma pequena queda no valor da atividade,
resultando em 2180 U/mL, o que corresponde a uma diminui¢do de
17%. Este valor foi mantido durante 1h de incubagdo. J4 o EDTA
provocou uma grande queda no valor da atividade, obtendo um valor de
394 U/mL, o que corresponde a uma perda de 85%.

A disposicdo na literatura descreve algumas opinides de
cientistas sobre o efeito de agentes sequestrantes em pectinases,
mostrando que estes podem ajudar bem na desagregacio e remogdo da
pectina com pectinases &dcidas, mas que o uso de quelantes com
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pectinases alcalinas exige cautela. Em sua estrutura, as pectinases
alcalinas (Bioprep 3000L) contém fons cdlcio (Ca2+) como elemento de
ligacdo que mantém a estrutura tridimensional da enzima. Os quelantes
fortes, tais como EDTA, podem extrair estes ions da estrutura, o que
induz a desativagdo da enzima. (Tavcer e Presa, 2008).

E bem provdvel que o sequestrante Quimerol 535 seja mais
fraco, impedindo uma mudanca em sua estrutura o que nao permite uma
inibic3o.

3.1.5. Quantificacio de proteinas e eletroforese

A determinacdo quantitativa de proteinas € indispensavel
durante o procedimento de caracterizacdo das enzimas, além de ser
necessdrio para posterior realizacdo da eletroforese. A Tabela 3.2
mostra os resultados de quantidade de proteina determinada pelo método
de Lowry e da massa molecular da enzima determinada por eletroforese.

Tabela 3.2 — Quantificacio de proteina e massa molecular da pectinase.

Pectinase

Proteina total (mg/mL)® 67,5

Massa molecular (KDa)(b) 32,4

(a) Determinada pelo método de Lowry. (b) Determinada por
eletroforese desnaturante SDS-PAGE.

O método de Lowry se baseia na reacdo do cobre com a
proteina, em meio alcalino, e posteriormente reducdo do reagente de
fosfomolibdato-fosfotungstenato no reagente folin. Quando o reagente
folin € adicionado a proteina tratada com o cobre, ocorre a reducdo do
reagente folin que resulta em uma cor mais intensa, com absor¢io
maxima em 550 nm. A concentracdo de proteinas é determinada através
de uma curva padrio previamente construida para a soroalbumina
bovina (BSA). Através da curva de calibracio foi obtido um valor de
67,5 mg de proteina por mL de enzima.

Para a eletroforese desnaturante descontinua, descrita pelo
método de Laemmli, utilizou-se a propor¢do de 50 mg de proteina por 1
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mL de amostra. Foi retirada uma aliquota com 50 mg de proteina que foi
diluida no tampao de incubacio, de forma a se obter a razdo desejada de
50 mg/mL.

A massa molecular da pectinase foi determinada pela
eletroforese desnaturante SDS-PAGE em gel homogéneo com 12,5% de
poliacrilamida, e apresentou valor de 32,4 KDa.

Na Figura 3.4 é apresentada uma foto do gel escaneado.

196 kDa
1231 kDt g

90,5 KD g

42, 0kDa——

’——32,4 kDa
31.9 KD '

17,2 KD

6.9 kDa-,-‘. :

@ (b)

Figura 3.4 — Foto do gel apds revelacdo mostrando as bandas das
proteinas (a) Padrao de massa molecular (b) enzima concentrada.
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Tabela 3.3 — Massa molecular das proteinas presentes no padrio.

Padrio de massa molecular MM (kDa) Log MM
Miosina 196,143 2,29257
B-galactosidase 131,064 2,11748
Bovina serum albumina 90,555 1,95691
Anidrase Carbonica 42.076 1,62403
Soybean trypsin inhibitor 31,931 1,50421
Lisosima 17,218 1,23598
Aprotinina 6,89 0,838219

Originalmente, o padrio de massa molecular contém sete
proteinas diferentes, o que garante sete pontos para a curva (Tabela
3.3). Como pode-se perceber na Figura 3.4 (b), a amostra da Bioprep
3000L apresentou vdrias bandas, que indicam a presenga de outros tipos
de protefnas. Uma destas bandas se mostrou mais forte do que as
demais, ou seja, maior concentracdo daquela proteina, indicando a
enzima pectinase.

Procedeu-se entdo com a constru¢do do grifico de log MM
versus mobilidade (Rf) do padrio de massa molecular, para
determinacdo da massa molecular das proteinas (Anexo II, Figura A.1).
O resultado obtido para a mancha mais concentrada (pectinase) foi
proximo do encontrado por Guebitz e seus colaboradores (2006) na
andlise de uma pectato liase de Bacillus pumilus BK2, o qual apresentou
MM de 37,3 + 4,8 kDa.

3.2. TRATAMENTOS DOS TECIDOS DE MALHA

Conforme definido na etapa de caracterizacdo das enzimas
deste trabalho, os processos de biopurga com a enzima pectinase foram
realizados na temperatura de 55°C e pH 8,5. O surfactante utilizado em
todos os processos foi o Triton X-100 e a concentragdio de enzima
utilizada foi de 1000 U/gccido-

Deste modo, estes parametros foram determinados apds os
procedimentos de purga e biopurga nas amostras, sendo que as amostras
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com caracteristicas ideais devem apresentar hidrofilidade instantinea, o
maior grau de branco possivel e pouca perda de massa.

3.2.1. Influéncia dos agentes sequestrantes nos processos de
biopuga.

Foram avaliados dois processos de biopurga: um com a adi¢do
do agente sequestrante no apdés 30 minutos de tratamento enzimdtico
(processo 1, Figura 2.1 do item 2.2.2.1) e outro com adi¢do no inicio do
processo (processo 2, Figura 2.2 do item 2.2.2.1). Para isso testou-se
dois tipos de sequestrantes comerciais: EDTA e Quimerol 535.

Normalmente os agentes sequestrantes utilizados nos processos
com tratamento enzimatico, sdo adicionados no final do tratamento,
apds o tempo de biopurga estipulado, ja que estes produtos muitas vezes
interferem na atividade das enzimas.

Segundo Niaz e colaboradores (2009), a adicdo de agentes
sequestrantes no inicio do processo removem os fons metdlicos da
estrutura da pectina e faz com que estas moléculas de pectina se tornem
mais acessiveis ao ataque das pectinases.

3.2.1.1. Adicao de sequestrantes apos 30 minutos de tratamento
enzimatico.
A Tabela 3.4 mostra os resultados obtidos para o processo 1:

Tabela 3.4 — Efeito dos sequestrantes no Processo 1*.

Ensaios Quimerol 535" EDTAY

Perda de Massa (%)™ 2,4+0,1 2,105

Hidrofilidade (s)® 7,1 +0,6 7,8+12

Grau de Branco (°Berger)® 13,9 +4,6 112+28
Pectina removida (%) 57,7 54,8

* biopurga de tecido de malha 100% algoddo cru com 1000U/g.. de
pectinase, pH 8,5, Temp. 55 °C, RB: 1:20 e adicionando-se os agentes
sequestrantes apds 30 minutos de tratamento enzimatico. (a) realizados
em triplicata. (b) e (¢) 1mL/L.
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Assim como ilustrado na Figura 2.1, os agentes sequestrantes
foram adicionados apés 30 minutos de tratamento enzimdtico e entdo
foram deixados por mais 30 minutos.

Segundo os testes realizados na caracterizacdo da pectinase, a
adicdo de Quimerol 535 mostrou uma pequena reducdo na atividade da
enzima. Portanto, apds a adi¢io deste sequestrante no processo houve
uma diminui¢do também na concentragcdo da enzima ativa, passando de
1000U/g para 870U/g.. € permanecendo nesta atividade nos préximos
30 minutos do processo. Isto indica que a enzima manteve sua atividade
elevada durante 60 minutos. Ja a adi¢do de EDTA provocou uma grande
queda na atividade da pectinase, sendo que a concentra¢do da enzima
passa para 160U/g. nos 30 minutos restantes do processo. Apesar disso,
ao se comparar o uso do Quimerol com o EDTA, nota-se que ndo houve
uma diferencga significativa nos resultados de todos os ensaios (perda de
massa, grau de branco, hidrofilidade e pectina removida). Porém a
pequena variacdo obtida indica que o uso do Quimerol 535 é mais
favoravel, promovendo um aumento no teor de pectina removida das
fibras e consequentemente da perda de massa, além do aumento no
branqueamento e um menor tempo de absorcdo de dgua.

Deste modo, seus efeitos foram investigados no processo 2.

3.2.1.2. Adicao de sequestrantes no inicio do processo enzimatico.
A Tabela 3.5, mostra os resultados obtidos para o processo 2:

Tabela 3.5 — Efeito do sequestrante no Processo 2*.

Ensaios Quimerol 535" EDTA®
Perda de massa (%)™ 2,9+0,2 41+13
Hidrofilidade (s)® 73+04 10,2 +2,0
Grau de branco (°Berger)(a) 19,5+1,5 17,8 £0,7
Pectina removida (%) 60,1 41,2

* biopurga de tecido de malha 100% algoddo cru com 1000U/g.. de
pectinase, pH 8,5, Temp. 55 °C, RB: 1:20 e adicionando-se os agentes
sequestrantes no inicio do tratamento enzimdtico. (a) realizados em
triplicata. (b) e (¢c) 1mL/L.
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Neste processo o agente sequestrante foi colocado no inicio do
processo juntamente com todos os outros produtos quimicos € com a
enzima, onde permaneceram durante apenas 30 minutos. Analisando a
Tabela 3.5 percebe-se que o uso do Quimerol 535 apresentou melhores
resultados em todos os quesitos analisados.

Como ja explicado, a presenca de EDTA diminui
significativamente o valor da atividade da pectinase, e neste caso, o seu
uso no inicio do processo juntamente com a enzima, acabou por piorar
os resultados dos ensaios. Houve diminui¢do de aproximadamente 20%
no valor da quantidade de pectina removida do tecido, em relagdo ao uso
do Quimerol. Como consequéncia, houve também um aumento no
tempo de absor¢@o de dgua. Em relacdo ao grau de branqueamento dos
tecidos, ndo houve diferenca significativa, assim como o ensaio de perda
de massa, que apresentou um grande desvio, quando se usa o EDTA.

3.2.1.3. Comparacao entre os processos de biopurga (processos 1 e
2).

Para uma melhor visualizacdo, os resultado de ambos os
processos estdo descritos na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 — Comparagdo entre os resultados dos ensaios obtidos apds
os processos de biopurga testado (processos 1 e 2)*

Quimerol ©
Ensaios EDTA'
535®
Perda de massa (%)® 24+0,1 2,1+0,5
Hidrofilidade (s)® 7,1 +0,6 7,8+12
Processo 1
Grau de branco (°Berger)® 13,9 +4,6 112+28
Pectina removida (%)® 57,7 54,8
Perda de massa (%)™ 29+0,2 41+13
Hidrofilidade (s)® 73+04 10,2 +2.0
Processo 2
Grau de branco (°Berger)(a) 19,5+1,5 17,8 £0,7
Pectina removida (%)™ 60,1 41,2

* biopurgas de tecido de malha 100% algoddo cru com 1000U/g. de
pectinase, pH 8,5, Temp. 55 °C, RB: 1:20 com adicdo dos agentes
sequestrantes apdés 30 minutos de tratamento enzimdtico (processol) e
com adic@o dos agentes sequestrante no inicio do tratamento enzimatico
(processo 2). (a) realizados em triplicata. (b) e (c) 1mL/L.

E importante ressaltar que o uso de Quimerol 535 mostrou-se
mais eficiente na remocdo de pectina do que em relagdo ao uso de
EDTA nos dois processos (processos 1 e 2), sendo que o maior valor foi
de 60,1% de pectina removida ao se utilizar Quimerol no inicio do
processo.

O tempo de agdo dos sequestrantes foi o mesmo nos dois
processos, e ao se analisar o efeito do EDTA, em ambos os processos,
percebe-se que houve grande variabilidade nos resultados de perda de
massa.

O uso de Quimerol no inicio do processo (processo 2) ndo
apresentou diferencgas significativas nos valores de todos os ensaios ao
se comparar com os com sua adicao no intervalo (processo 1). Portanto
0 uso do processo 2 torna-se vantajoso devido ao menor tempo de
processo e também a praticidade de se adicionar todos os produtos
juntos, ou seja, 30 minutos de purga € o suficiente.
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3.2.2. Tratamento das amostras de tecido sem adicao de enzima.

J4 que o uso de sequestrante no inicio do processo (processo 2)
foi considerado como melhor resultado, este foi utilizado para testes de
tratamento do tecido com a adi¢do do sequestrante EDTA, porém sem a
adicao de enzima.

Tabela 3.7 — Efeito do tratamento do tecido sem adi¢cdo de enzima.

Ensaios EDTA®
Perda de massa (%)™ 3,9+0,1
Hidrofilidade (s) 126+1.2
Grau de branco ("Berger)(a) 22,7+1,3
Pectina removida (%) 0

tratamento de tecido de malha 100% algoddo cru, pH 8,5, Temp. 55 °C,
RB: 1:20 e adicionando-se os agentes sequestrantes no inicio do
tratamento enzimdtico. (a) realizados em triplicata. (b) ImL/L.

Estes resultados indicaram que ndo houve remocdo de pectina
do tecido ja que o tingimento com azul de metileno apresentou a mesma
absorcdo do corante em relagdo ao tecido sem nenhum tratamento.
Apesar da ndo remogdo de pectina, houve uma perda de massa de 3,9%
+ 0,1, o que confirma o fato de o EDTA interferir fortemente na
remogdo de fons das fibras. Porém para confirmacao destes fatos o ideal
seria a realizacdo de testes de grau de dureza nas amostras de tecidos
assim como uma microscopia eletronica de varredura (MEV) para
verificar se houve realmente a remogdo dos piolhos e algum tipo de
degradacio das fibras.

Este processo de lavacdo resultou também num aumento no
tempo de absor¢do de 4gua, que ocorreu em 12,6 segundos. Isto
provavelmente estd relacionado com a pectina ndo removida das fibras.
Entretanto houve um aumento no indice de branqueamento durante o
tratamento dos tecidos sem adi¢do de enzima (grau de branco = 22,7
°Berger).
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Este fato talvez possa ser explicado devido a pectinase
apresentar uma coloracdo marrom escura, € COmo a enzima penetra no
tecido, mesmo apds a lavagem isso pode estar interferindo em uma
coloracdo mais escura.

Nas amostras cruas (sem tratamento) os ensaios de hidrofilidade
ndo apresentaram absor¢do de dgua, e o grau de branco foi de -1,7
°Berger.

3.2.3. Purga alcalina

Para compara¢do dos resultados dos ensaios foi realizada
também uma purga alcalina e com base nos resultados obtidos no estudo
da influéncia dos agentes sequestrantes, foi escolhido entdo o Quimerol
535 para ser utilizado neste processo.

A purga alcalina foi realizada nas condi¢des normalmente
utilizadas pela indistria, como mostrado anteriormente na Figura 2.3. A
Tabela 3.8 mostra os resultados obtidos.

Tabela 3.8 — Resultados dos ensaios apds tratamento alcalino dos
tecidos.

Purga alcalina*

Ensaios Resultados
Perda de massa (%) 52428
Hidrofilidade (s)® 9,1+0,7
Grau de branco (°Berger)(a) 31,5+4,1
Pectina removida (%)™ 100®

* tratamento de tecido de malha 100% algoddo cru durante 30 minutos
em 5g/L. de NaOH a 90 °C, e RB: 1:20. (a) realizados em triplicata. (b)
valor considerado pela metodologia do azul de metileno.

A discussdo dos resultados obtidos para a purga alcalina dos
tecidos foi feita em seguida por comparacdo deste processo com 0S
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demais realizados neste trabalho, com base nos ensaios de perda de
massa, hidrofilidade, grau de branco e teor de pectina.

e Perda de massa

O resultado indicado na perda de massa dos tecidos purgados
alcalinamente (5,25%) se mostra com uma porcentagem maior em
relacdio aos tecidos biopurgados. Este resultado estd em concordancia
com a literatura, indicando que provavelmente o hidréxido de sédio
combinado a alta temperatura acarreta em uma condi¢do mais agressiva,
removendo completamente as impurezas da fibra e parte da propria fibra
por degradacdo (Buschle-Diller ef al. 1998).

¢ Residual de pectina

De acordo com a metodologia utilizada de tingimento com azul
de metileno, a amostra tingida apds a purga alcalina se apresentou
visivelmente mais clara em relagd@o as biopurgadas, e serve como padrio
indicando a remog¢do completa de pectina. A amostra sem nenhum
tratamento obteve o azul mais intenso de todos, indicando maior
quantidade de pectina presente nas amostras. As amostras biopurgada,
que conforme discutido neste trabalho apresentaram remocao de pectina
entre 40 e 60%, indicaram coloracdo intermedidria entre a purga alcalina
e o tecido cru (Figura 3.5). Portanto este método se mostrou eficaz para
determinagdo do residual de pectina no tecido.
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Figura 3.5 — Fotografia das amostras de tecido tingidas com azul de
metileno.

e Ensaios de hidrofilidade

Em relacdo aos ensaios de hidrofilidade podemos analisar a
Figura 3.6 abaixo:

1€
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T

Tratamento Purgaalcalina Biopurgacom Biopurga com Biopurga com Biopurga com

Hidrofilidade

sem edicdo de EDTA apo6s 30 Quimerol apds EDTAno inicic  Quimerolno
enzima min.de 30min.de dotratamento inicio do
tratamento  tratamento tratamento

Tipos de tratamento

Figura 3.6 — Resultados dos ensaios de hidrofilidade para os processos
de tratamento testados. Ensaios realizados a Temp °C = 20+2 e UR (%)
=654,
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Esta figura mostra que o maior valor de hidrofilidade foi obtido
para o tratamento dos tecidos sem a adicdo da enzima, ou seja,
apresentou a pior absor¢do de dgua, com um tempo de 12,6 s. Os tecidos
biopurgados (com excecdo de quando se usa EDTA no inicio do
processo) apresentaram resultados levemente melhores (com
hidrofilidade dentro dos 7 segundos) ao se comparar com o purgado
alcalinamente (9,1s), indicando que ndo houve varia¢do significativa na
absorcdo de dgua.

O tecido sem tratamento néo apresentou absor¢do de dgua.

e Grau de branco
Os ensaios de grau de branco, ilustrados na Figura 3.7,

demonstram que o tecido purgado alcalinamente apresentou o maior
indice de branqueamento em relago aos tecidos biopurgados.

40
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5
U
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Tecidosem Tratamento  Purga Biopurga  Biopurga  Biopurga Biopurga
tratamento semadigéo  alcalina  comEDTA com comEDTA com
ceerzima apos 30 min.  Quimerol  no ‘niciodo Quimerol no
de apos 30 min. tratamento infcioco
tratamento de tratamento
tratamento

Tipos de Tratamento

Figura 3.7 — Resultados dos ensaios de grau de branco para os
processos de tratamento testados. Ensaios realizados a Temp °C = 20+2
e UR (%) = 65+4.
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Este resultado pode ser explicado novamente devido as
condi¢des do tratamento alcalino serem mais agressivas as fibras,
removendo com maior eficiéncia todas as impurezas, que conferem um
aspecto amarelado ao tecido.

O branco ideal definido através das coordenadas colorimétricas
do sistema CIE deve possuir valor de croma igual a 0 (a* e b*) e o de
luminosidade (L*) igual a 100. Portanto a brancura de um tecido
depende tanto da sua luminosidade quanto da sua tonalidade. A Tabela
3.9 apresenta o grau de branco e as coordenadas colorimétricas
conferidas as amostras pelos tratamentos de purga enzimadtica, alcalina,
pela amostra sem tratamento (crua) e sem enzima.

Tabela 3.9 — Grau de branco e coordenadas de cor conferidas as
amostras conforme o tipo de processo.

Dados
Tipo de Processo _ _ _ = Grau de
L a* bx C Branco
Amostra crua @ 86,4 22 143 145  -1,7%02
Tratamento.sem( ba)ldlgao 898 13 110 11.1 227+13
de enzima
Purga alcalina © 90,7 1,0 97 97 31,5 +4,1

P“’cess"sés‘ Quimerol o7 1 6 16 117 139446
Processo 1 -EDTA® 867 1,9 123 125 11,2+28

Processo 2 — Quimerol

535 ® 882 1,6 10,8 11,0 19,5+1,5

Processo2—EDTA® 885 1,7 114 11,5 17,8 0,6

Leituras de grau de branco em Espectrofotdometro (Método Ganz).
Ensaios realizados em ambiente a temperatura 20 + 2°C e UR (%) = 65
+ 2. (a) sem tratamento (b) com sequestrante EDTA 1g/L. (c) com 5g/L
de NaOH; (d) com 1g/L de Quimerol 535 adicionado apés 30 minutos
de tratamento enzimadtico. (e¢) com 1g/L. de EDTA adicionado apés 30
min. De tratamento enzimadtico. (f) com 1g/L. de Quimerol adicionado
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no inicio do processo. (g) com 1g/L. de EDTA adicionado no inicio do
processo.

Observa-se que todos os processos de purga aumentaram a
luminosidade das amostras em relagdo a amostra crua (sem tratamento),
e que o maior valor foi alcangado pela purga alcalina. Dentre os valores
de croma obtidos, o mais relevante para andlise foi o b* que vai do - b*
a + b* (azul-amarelo), pois a cor azul confere aspecto limpo e a cor
amarela, aspecto sujo. Esta coordenada b* é importante pois possui um
relagdo direta com o valor do grau de branco, como mostra a Figura
3.8:

35
0 * y=-7,0188x+97,791
~ RZ=0,9688
25 ™
Q \\.
g 20 -
s E 3
[ .
o 15
T *
B 10 AN
G] \\
5
~
0 .
N 4
5 10 11 12 13 14 15
b'if

Figura 3.8 — Grifico do grau de branco em fun¢fo da coordenada
colorimétrica b*.

Portanto ha uma relacdo linear, indicando que quanto maior o
grau de branco, menor o valor de b*, caminhando para a cor azul, que
indica aspecto mais limpo.

Assim, a amostra crua apresentou croma + b* = 14,3, portanto
aspecto sujo (conferido pelos pigmentos e ceras presentes nas fibras do
algoddo bruto). Apds os processos de purga nota-se que a amostra da
purga alcalina apresentou o menor valor de + b* = 9,7, um valor mais
préximo do azul, e consequentemente um aspecto mais limpo. Dentre os
processos de biopurga utilizados, os resultados mostraram que nao
houve variacdo significativa em seus valores de grau de branco. Visando
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a obtencdo de um melhor resultado de branqueamento, pode-se realizar
testes aumentando a concentragdo do surfactante. Segundo descrito na
tese de Freitas (2008), hd uma relacdo entre a concentragdo dos
surfactantes com o grau de branco, e o aumento da concentragdo de
surfactante aumenta o grau de branco de amostras biopurgadas.

3.2.4. Avaliacao da influéncia do ultrasom no processo de biopurga.

Ha4 relatos na literatura que o ultrasom facilitaria os processos
de absor¢do, limpeza e outras interagdes (Karaboga et al., 2007).

A partir do melhor resultado de biopurga obtido (adicionando-
se 0 Quimerol 535 no inicio do processo) visando melhorar ainda mais
este resultado, realizou-se a biopurga com pectinase no aparelho de
ultrasom. Os resultados apresentados na Tabela 3.10 comparam o
processo realizado no ultrasom com o mesmo processo realizado no
equipamento Mathis.

Tabela 3.10 — Comparacgio das biopurgas realizadas em ultrasom e no
aparelho para tingimento Mathis.

Ensaios Ultrasom Mathis
Perda de massa (%)* 3,3+0,04 2,9+0,2
Hidrofilidade (s)* 129+2,6 73+04
Grau de branco* 18,6 1,0 19,5+ 1,5
Pectina removida(%) 53,0 60,1

* Realizados em triplicata. Biopurga de tecido de malha 100% algodao
cru realizado de acordo com o processo 2 (onde o sequestrante &
adicionado no inicio do tratamento enzimitico, com 1g/L. de Quimerol
535, 1000U/g. de pectinase, pH 8,5, Temp. 55 °C, RB: 1:20)

Percebe-se que, na biopurga realizada em aparelho de ultrasom,
houve diminui¢do no teor de pectina removida, apesar de indicar maior
perda de massa. Porém o tempo de absor¢do de 4dgua aumentou
significativamente e ndo houve mudanca no branqueamento. Portanto,
os resultados ndo indicaram melhoria significativa ao se utilizar o
ultrasom para realizacdo da biopurga.






CONCLUSOES

As principais conclusdes deste estudo podem ser resumidas nos
seguintes pontos:

Na etapa de caracterizacdo da pectinase alcalina Bioprep
3000L, concluiu-se que esta enzima apresentou uma maior atividade a
55°C e pH 8,5 permanecendo estdvel nestas condi¢des e também com a
adi¢do do agente surfactante Triton X-100.

A presenca do Triton X-100 juntamente com o agente
sequestrante Quimerol 535 no meio, ndo afetou muito sua estabilidade,
resultando em uma pequena diminui¢do (17%) na atividade da
pectinase. Entretanto com a presenga do sequestrantante EDTA no meio,
a enzima sofreu um grande efeito inibitério, o que resultou numa
diminuicao de 85% na sua atividade.

Na etapa de tratamento dos tecidos, a comparacdo das
propriedades dos tecidos biopurgados nos dois processos testado e
utilizando-se os dois agentes sequestrantes, mostraram que o uso do
Quimerol 535 no inicio do processo (processo 2) apresentou melhoria
no grau de branco, e o uso do EDTA, neste mesmo processo, apresentou
uma maior perda de massa. Porém ndo houve diferencas significativas
em relacdo aos demais ensaios. Portando a adi¢do do agente
sequestrante no inicio do processo de biopurga (processo 2) apresentou-
se mais vidvel do que a adicdo ap6s 30 minutos de tratamento
enzimdtico (processo 1), quando se usa o quimerol 535, devido a
praticidade de se adicionar todos os produtos juntos e também pelo
menor tempo de tratamento).

Ao se realizar este mesmo processo (processo 2) em aparelho de
ultrasom, ndo houve melhoria significativa dos resultados.

A utilizagdo desta enzima ainda contribui com outras vantagens,
como a ndo degradacdo das fibras, ndo cooperacio para a poluicdo dos
efluentes, além da economia de energia devido a menor temperatura de
processo.

Apesar de os tecidos biopurgados ndo terem alcancado o grau
de branqueamento e a quantidade de pectina removida obtidos na purga
convencional alcalina, os testes de hidrofilidade apresentaram-se com
diferencas insignificantes, o que garante que o tecido se tornou
hidrofilico e apto a seguir para as proximas etapas do beneficiamento.

Portanto, a pectato liase Bioprep 3000L se mostrou uma enzima
potencial para ser empregada em um processo de biopurga industrial, e
que sua utilizacdo pode ser tdo eficaz quanto o processo alcalino
convencional



PERSPECTIVAS

A fim de melhorar os resultados da biopurga de tecidos de
malha de algodao pretende-se:

Testar a enzima pectinase alcalina em adicdo conjunta das enzimas
celulase e lipase, e avaliar seus efeitos também individualmente,
avaliando a melhor sequéncia de adi¢do destas enzimas no processo de
biopurga de amostras de tecidos.

Avaliar a influéncia do tempo de processo na biopurga.

A partir dos melhores resultados obtidos, serdo realizados experimentos
de biopurga diminuindo-se a concentracdo das diversas enzimas
estudadas e verificando-se como esta concentracdo influencia nos
objetivos da biopurga. Pretende-se com isto melhorar o processo do
ponto de vista econdmico.

Testar o reuso do caldo enzimdtico do processo de biopurga
desenvolvido.

Ampliar a escala do processo de biopurga desenvolvido para a escala
piloto.

Analisar as caracteristicas do efluente gerado apds o processo de
biopurga e investigar seu efeito no meio ambiente.
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ANEXO1

Método de Lowry para determinacio da quantidade de proteina na
pectinase

Parte experimental

Reativo A: 2g de Na,CO; seco + 0,02g de tartarato duplo de
sodio e potdssio em 100 mL de NaOH 0,1M

Reativo B: 0,5g de CuSO, + 2 gotas de H,SO, concentrado em
100 mL de H,O

Solugdo AB: 50 mL de reativo A com ImL de reativo B.
Preparar imediatamente antes da dosagem.

Reativo de Folin: Solucdo 1N, conservar ao abrigo da luz.

Solu¢do padrido de soro albumina bovina (BSA) 100mg/L: 10
mg de BSA em 100mL de NaOH O0,IM. Adicionar
cuidadosamente a solu¢cdo de BSA p/ evitar formacao de bolhas.
Conservar sobre refrigeracdo.

Dosagem:

1. 1mL de solugdo de proteina (tabela)

2. 3mL de solucdo AB. Cobrir com parafilme. Agitar por 5 min.
Em banho de ultrasom e deixar em repouso durante 10 minutos
precisos ao abrigo da luz.

3. Adicionar 0,3 mL de reativo de Folin IN. Cobrir com

parafilme. Agitar por mais 5 min no ultrasom e deixar em
repouso por 30 min ao abrigo da luz, e entdo medir a
absorbancia num comprimento de onda de 760nm.
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Tabela A.1 — Concentracdes de BSA em solugdo de NaOH.

BSA mg/L Volume BSA Volume NaOH 0,1M
0 0 4,0
10 0,4 3,6
30 1,2 2,8
50 2,0 2,0
80 32 0,8
100 4,0 0

Volume total de 4 mL para triplicata.



ANEXO II

Metodologia de eletroforese em condicoes desnaturantes (sds-page)

Preparo dos reagentes

® Solucio de Acrilamida / Bis-(Acrilamida)

A cada 100 ml de solucdo, foi dissolver 29,10 g de acrilamida e
0,90 g de Bis-(acrilamida), completando o volume com dgua miliQ a
quente até completar o volume. Isto para garantir que a solugfo final
contenha uma concentragdo de 291 (g acrilamida)/l de solucdo e 9 (g
bis-(acrilamida))/l de solu¢do. a solucdo foi armazenada em um fraco
ambar a 4°C.

¢ Solucao de Perssulfato de Aménio (APS 10%)

A solucdo de perssulfato de amdnio foi preparada no momento
do uso, para que a mesma ndo perca sua eficiéncia enquanto
armazenada. Deve conter uma concentracdo de 10%, desta forma para
um volume de 1 ml de solucdo, o qual foi necessdrio para o
experimento, foi dissolvido 0,1 g de APS e o volume foi completo com
dgua miliQ.

* Solucio tampao para a formacio do gel de fracionamento
ou separacao (tris-hcl 1,5 m, ph 8,8)

Foi preparada para um volume de 500 ml, para tanto, 90,84¢g de
Tris-base foram dissolvidos em 300 ml de dgua miliQ. Apds este
procedimento o pH da solucdo foi ajustado com &cido cloridrico (HCI)
para que chegue a 8,8 e em seguida o volume ajustado com dgua miliQ
até 500 ml e homogeneizado. Este tampao foi armazenado a 4°C.
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¢ Solucao tampiao para a formacio do gel de concentraciao ou
empilhamento (Tris-HCl 1 M, pH 6,8)

Foi preparado 500 mL de solucdo. Para isso, 60,56 g de Tris-
base foram dissolvidos em 350 mL de 4dgua miliQ. O pH foi ajustado
para 6,8, com HCI. O volume foi completado com dgua miliQ. A
armazenagem também foi feita a 4°C.

e Solucao tampao para a “corrida” eletroforética (pH 8,3)

No preparo de um litro de solugdo, foi dissolvido 15,00 g de
Tris-base, 72,00 g de glicina e 5,00 g de SDS em 700 mL de dgua miliQ.
Apés a dissolugdo dos reagentes foi realizado o ajuste do pH para 8,3
com HCI e em seguida o volume foi completado com dgua miliQ e a
solucdo homogeneizada. A solucdo tampao foi armazenada a 4°C.

¢ Solucao tampao da amostra (mistura de incubacao)

Na Tabela A.2 estdo listadas as solugdes-reagentes,
juntamente com suas propor¢des, utilizados na preparagdo do tampao da
amostra para um volume de 25 ml, que foi armazenado a uma
temperatura de 4°C.

Tabela A.2 - Solugdes-reagentes utilizados na preparacdo da solucio
tampdo da amostra.

Volume (mL) Solucdo
5,0 SDS 10%
5,0 Glicerol
0,5 [J-mercaptoetanol
2,5 Azul de bromo fenol (ABF) 0,05%
2,5 Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8

Completar o volume com dgua miliQ
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¢ Solucao corante — coomassie blue (CBR-250) 1%

Para tanto 5g de CBR-250 foi dissolvido numa mistura de 45%
de metanol, 10% de 4cido acético e 45% de dgua miliQ. Foi preparado
500 mL de solugdo. Este corante pode ser armazenado e nio necessita
de refrigeracio.

¢  Solucao descorante

Esta solucdo é composta por 45% de metanol 10% de 4cido
acético glacial e 45% de agua miliQ. Para o preparo de 500 ml de
solucdo, 225 ml de metanol, 50 ml de acido acético glacial e 225 de
dgua miliQ.

Preparo dos géis

A partir das solucdes-reagentes, foram preparados os géis a
serem utilizados na eletroforese, de acordo com a Tabela A.3.

Tabela A.3 - Reagentes para a preparacio do gel de Poliacrilamida.

Gel de Poliacrilamida* Conc. Migracao
5% 12,5%
Acrilamida/Bis-Acrilamida (30%T,3%C) 1660 10500
Solu¢do Tampao Tris HC1 1 M, pH 6,8 2500 -
Solu¢do Tampdo Tris HC1 1,5 M, pH 8,8 - 6250
SDS 10% 2000 2500
Agua Deionizada Bidestilada ou MiliQ 3720 5750
TEMED 20 25
APS 10% 100 125
VOLUME TOTAL (L) 10000 25150

* Produz um gel de (20 x 20) cm”



Antes de preparar as amostras foi necessdrio realizar a
quantificacdo de proteinas totais ali contidas, de modo a se escolher o
melhor método de revelacdo. As amostras analisadas foram preparadas a
fim de obter-se uma concentragéo final de 50 mg de proteina para cada 1
ml de amostra, para tal as mesmas foram diluidas com a solu¢ao tampao
de amostra apresentada na Tabela A.2. Posteriormente a adi¢do do
tampdo de amostra fez-se a desnaturac@o a 95°C por 5 minutos.

Metodologia utilizada

A limpeza das pegas da cuba eletroforética foi feita com etanol
70%, para remover quaisquer substincias organicas ali presentes, de
modo a ndo interferirem na andlise. Apds a limpeza o médulo central de
corrida foi posicionado no “casting base” e fixado.

As solugdes, de resolucio e de [E
concentracdo  foram  preparadas, sem
adicionar o TEMED, de acordo com as
quantidades indicadas. Em seguida foi
adicionado a solucdo do gel de resolugdo, o
agente polimerizante TEMED. A solugdo foi
agitada vigorosamente e colocada
imediatamente, com o auxilio de uma micropipeta, entre as placas de
vidro, com o cuidado de evitar a formag¢do de bolhas de ar. A solugdo foi
colocada até a marca tragada previamente. Foi adicionada um pouco de
agua miliQ sobre a superficie do gel de resolucdo (a dgua miliQ evita
que a superficie de polimerizacdo fique irregular e ressecada). Foi
deixado um pouco da solucio do gel no béquer para verificar a
polimerizacdo (aproximadamente 30 minutos). Quando o gel estiver
polimerizado, remover a dgua da superficie do gel foi removida.

O TEMED foi adicionado a solugdo do gel concentrador que
em seguida foi introduzida entre as placas logo acima do gel de
separacdo. Encaixau-se o pente com o tamanho de poco desejado entre
as placas e até o gel concentrador foi deixado em repouso até
polimerizar (aproximadamente 30 minutos). %
Apbs o gel ter polimerizado, o pente foi
retirado posicionando-o de forma que nio
danifique os pogos do gel concentrador.
Com o auxilio de uma micropipeta, os
pocos que ficaram deformados foram
lavados com tampdo de eletroforese para
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arruma-los.

Liberou-se o médulo do “casting base” e encaixou-o no tanque.
Colocou-se as amostras e os padroes moleculares nos pocos do gel de
concentracdo, em seguida a solu¢do tampao e encaixou-se a tampa. Com
o auxilio de uma seringa, as bolhas de ar que se formaram entre as
placas de vidro foram removidas no limite inferior do gel. (Por
convengdo, o preto é o pdlo negativo e o vermelho € o pélo positivo - as
proteinas vdao migrar para o pélo positivo).

A fonte entdo foi ligada para a
corrida. Iniciau-se a eletroforese aplicando
uma voltagem menor (80 V) até a frente
de corrida atingir o gel de migracdo, e
entdo, aumentou-se a voltagem para 125V.
Quando a migra¢do da pirronina atingiu o
fim do gel de resolugdo, a fonte foi
desligada. Retirou-se a tampa da cimara,
despejou-se a solugcdo de eletroforese e removeu-se o gel, para ser
corado.

O gel foi colocar cuidadosamente num recipiente contendo
solucdo corante Coomassie, o qual ficou corando por uma noite,
aproximadamente 16 horas, e logo apds, mergulhado em uma solugdo
para descorar onde permaneceu por cerca de 3 horas até se observar
nitidamente as bandas correspondentes as varias proteinas. Apds estas
etapas de revelagdo, o gel foi acondicionado entre duas folhas de papel
celofane vedadas as extremidades, com objetivo de evitar que 0 mesmo
resseque. Em seguida, foi fotografado e escaneado.

Apés escanear, procedeu-se ao cdlculo das mobilidades
relativas (Rf) sendo que, com os padrdes de pesos moleculares, foi
possivel construir a curva-padrio (Figura A.1)
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Figura A.1 — Curva padrio de log MM em fungdo do Rf do padrio de
massa molecular construida ap6s corrida eletroforética.



ANEXO III
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Figura A.2 - Cinética de formacdo de AR apresentada como
absorbancia em fun¢do do tempo, utilizando uma solucdo de 1mL/L da
enzima pectinase incubada a 30°C na presenca de 0,25% (p/v) de
pectina citrica em 50 mM de tampao tris-HCI 30°C, pH 9,5. (Apix =
530nm)




98

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3
/ y=1,113x-0,1696

0,2 !
01 / R*=0,9999

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Absorbancia

Concentragdo de Glicose (umoL/mL)

Figura A.3 — Curva de calibracio de glicose. Construida com solu¢des
padrdes de glicose com concentragdes variando de 0,2 a 1,0 umol/mL
em solucdo tampdo tris-HCI pH 9,5. A absorbancia foi medida com
Améx = 530nm.




 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 25 to page 98; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 9.0 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 43.20 points, vertical 36.00 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TR
     
     25
     TR
     1
     0
     681
     331
     0
     9.0000
            
                
         Odd
         74
         25
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     43.2000
     36.0000
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     24
     98
     96
     37
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 26 to page 98; only even numbered pages
     Font: Times-Roman 9.0 point
     Origin: top left
     Offset: horizontal 43.20 points, vertical 36.00 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     
     TL
     
     26
     TR
     1
     0
     681
     331
     0
     9.0000
            
                
         Even
         73
         26
         SubDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     43.2000
     36.0000
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     25
     98
     97
     37
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     24
     98
     24
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     26
     98
     26
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     48
     98
     48
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     59
     98
     59
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     60
     98
     60
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     81
     98
     81
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     82
     98
     82
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     84
     98
     84
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     88
     98
     88
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     90
     98
     90
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     560
     315
    
            
                
         21
         CurrentPage
         103
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2 2.0
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     96
     98
     96
     1
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



