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RESUMO

Buscando atingir novos consumidores no setor téxtil, diversos processos
vém sendo estudados visando dar novas funcionalidades aos tecidos,
como por exemplo, o encapsulamento de substancias ativas. Este
trabalho tem por objetivo avaliar a utilizacdo da enzima papaina
imobilizada em microcapsulas, de gelatina e goma arabica, aplicadas em
tecido de algodao, para liberagdo controlada do éleo de horteld ou éleo
de jojoba. A imobilizacdo da papaina nas microcapsulas possibilita a
liberacdo do 6leo, uma vez que, sob determinadas condicdes, a enzima é
ativada e hidrolisa as microcapsulas liberando o encapsulado. As
microcépsulas foram obtidas por coacervacdo complexa, sendo que na
etapa de reticulagdo ocorreu a imobilizacdo da enzima papaina. Foram
avaliadas as aplicacfes das microcdpsulas em tecido 100% algod&o por
impregnacdo utilizando o equipamento Foulard. Foi avaliada também a
influéncia da temperatura de secagem do tecido tratado através da
secagem em forno termofixador-rama e pela secagem natural. A
liberacdo do 6leo encapsulado foi avaliada por cromatografia gasosa por
dez dias consecutivos. A ativacdo da enzima ocorre pelo contato com o
suor humano a 37 °C e pH 5,5 ou 8,0, resultando na hidrélise da
microcapsula e na liberacdo da substéncia ativa. As microcépsulas
contendo 6leo de horteld mostraram-se resistentes a ambos os tipos de
secagem, enquanto que ndo ocorreu 0 mesmo para as microcapsulas
contendo Oleo de jojoba, as quais nao resistiram ao processo de
aplicacdo e secagem do tecido. A liberagdo do 6leo de horteld ocorreu
com uma taxa maior no periodo inicial tornando-se praticamente
constante nos demais dias monitorados. O tempo de liberagdo do 6leo de
horteld, microencapsulado, foi superior quando comparado a aplicacéo
do mesmo na forma livre no tecido de algod&o. Foi testada a ativacdo da
enzima por onze vezes consecutivas, até que houvesse a perda da
fragrancia de 95 a 98%, durante o periodo avaliado. O principio de
liberacdo utilizando a enzima papaina mostrou-se efetivo para a
liberacdo do 6leo de horteld encapsulado no sistema estudado.

Palavras-chave: Microencapsulagdo, enzima papaina, liberacéo
controlada.






ABSTRACT

Seeking to reach new customers in the textile sector, several processes
have been studied aiming to give new features to the fabrics, such as the
encapsulation of active substances. This study aims to evaluate the use
of the enzyme papain supported in microcapsules of gelatin and gum
Avrabic, applied to cotton fabric, to the controlled release of spearmint or
jojoba oil. The immobilized papain in the microcapsules provides the
release of oil, since under certain conditions, the enzyme is active and
hydrolyzes the microcapsules and releasing the encapsulated.
Microcapsules were obtained by complex coacervation, and in step of
crosslinking occurred the immobilization of the enzyme papain.
Different application methods have been tested, impregnation versus
bath exhaustion. Was also evaluated the influence of drying temperature
of the fabrics treated by drying in an oven term linker and natural
drying. The release of the encapsulated oil was evaluated by gas
chromatography for ten consecutive days. The activation of the enzyme
occurs by contact with human sweat, ie at 37 °C and pH 5,5 or 8,0
resulting in the microcapsule hydrolysis and the release of active
substance. Microcapsules containing spearmint oil were resistant to both
types of drying, while the same did not occur for the microcapsules
containing jojoba oil, which did not resist the drying process of the
fabric. The release of peppermint oil occurred at a higher rate in the
initial period became almost constant in the remaining days monitored.
The release time of the microencapsulated peppermint oil was higher
when compared to the application of free oil in the cotton fabric. The
activation of the enzyme for eleven consecutive times, until there was
loss of fragrance 95-98% was tested in the period of study.

Keywords: Microencapsulation. Papain. Controlled release.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura da CEIUIOSE. .........ooei e 32
Figura 2 - Corte transversal da fibra de algodao ...........c.ccocvvvenivnininniiniiinninninnn, 33
Figura 3 - Esquema representativo de uma fibra de Algod&o ..........cccccovvereene. 33
Figura 4 - Representagdo esquematica da clivagem de uma ligagdo peptidica
catalisada por uma enzima proteolitiCa. .........c.cvcvveiviiviiiiieir s 37

Figura 5 - Configuragao tridimensional da papaina, na qual esta representada a
Cisteina 25 (Cys-25), do sitio ativo da papaina e dois dominios da cadeia

PIINCIPAL .ttt re s 40
Figura 6 - Principais tipos de imobilizacdo de enzimas..........cc.cccovvveivrecenne. 42
Figura 7 - Representacdo esquematica das etapas do processo de encapsulacdo
POF COBACEIVAGAD ...ttt sttt ste sttt s bbbt e st et et e sbeebesbesbesbesbearenneas 47
Figura 8 - Estrutura do colageno: (a) forma de triplete presente nas matrizes
colagénicas; (b) tropocolageno; () hélice tripla........c.ccoovivviviiviiviincirinceins 48
Figura 9 - Esquema de aminoacidos em diferentes pH. (a): pH > pl, forma
anionica; (b): pH < pl, forma catidniCa..........cccvevviiviiiirir e 49
Figura 10 - Principal unidade repetitiva da Goma Arabica............cc.ccoevrevrvnnnn 50
Figura 11 - (a) Mentha spicata L. (b) Mentha x piperita L.........cc.cccccoovrvrnnnnnn 51
Figura 12 - Estrutura quimica (a) do mentol e, (b) da Carvona............cc.cccveene. 51
Figura 13 - Estrutura quimica do 6leo de jojoba..........cccceevveivivinie i 52
Figura 14 - Jojoba (a) Flor feminina; (b) Sementes e 6le0..........cc.ccccvvvvrivrnnnnn 52
Figura 15 - Produtos da ligagdo cruzada de GDA baseada em ions piridinio
o[ L =T 4 T T SRR UR PSRRI 54
Figura 16 - ReacOes do glutaraldeido com proteinas, base de schiff (1) e Adicéo
de MICHAEI (2) ... 55
Figura 17 - Possibilidade de ligagdo cruzada entre a celulose, enzima e
GIULAFAIATAO ... 55
Figura 18 - Micrografia das microcdpsulas de gelatina e goma arabica contendo
(o] LoTo o I o Ly (o] - OSSPSR 57
Figura 19 - Microfotografias Opticas das microcépsulas contendo dleo essencial
de CItronela XL00.........cciiiiiiii e 58
Figura 20 - Micrografias do tecido ndo tratado (a) e do tecido tratado com as
MICIOCAPSUIAS (D). ..veveieieiee et 58
Figura 21 - Micrografias dos tecidos tratados (a)500X; (0)1500X........c..ccccvee.e. 59
Figura 22 - Fluxograma do processo de obtencéo das microcépsulas contendo a
enzima imobilizada na parede polimérica da capsula. ..........c..ccocvevviiviivninininnns 68
Figura 23 - Etapa de lavagem das microcapsulas contendo 6leo de horteld com a
enzima imobilizada na parede pOliIMErICa. ........c..ccoviiviiiiiviiniiir e 69
Figura 24 - Influéncia do amaciante e dos 6leos de jojoba e horteld sobre a agéo
da enzima livre na hidrolise da caseina..........ccocooeeeiriiiieiiiensiee e 73

Figura 25 - Microcapsulas (a) contendo 6leo de horteld sem a enzima
imobilizada; (b) contendo 6leo de horteld com a enzima papaina imobilizada
(0,25mg/mL); e (c) contendo 6leo de jojoba com a enzima papaina imobilizada
(0,05mg/mL). Lente com aumento de L00X........ccecerrereseresesnsresesresesenennens 75



Figura 26 - Hidrdlise das microcapsulas contendo 6leo de jojoba ao fim do
tempo de 60 min a 37°C em tampéo fosfato 50 mM pH 7,5, (a) microcapsulas
contendo a enzima imobilizada (0,05 mg/mL) (b) microcapsulas sem a enzima.

Figura 27 - Microcasulas contendo 6leo de jojoba com a enzima imobilizada (a)
liofilizadas; (b) imagens por MEV (c) solubilizadas apds liofilizagdo. ............. 77
Figura 28 - Microcasulas de 6leo de hortelda com a enzima imobilizada (a)
liofilizadas, (b) imagens por MEV (c) solubilizadas ap6s liofilizacéo. ............. 77
Figura 29 - Imagens de MEV das microcapsulas sem a enzima imobilizada. ...78
Figura 30 — Curva de frequéncia para a distribuicdo de tamanho das

MICTOCAPSUIAS. ....vevvviieti ettt e e nae s 79
Figura 31 - Variacéo da atividade enzimatica para a enzima livre em diferentes
PH € TEBMPEIALUIAS. ..ottt ettt ettt nee s 81

Figura 32 - Variacdo da atividade enzimética para a enzima imobilizada (1
mg/mL) em microcépsulas contendo Oleo de jojoba em diferentes pH e
TEIMPEIALUIAS. ..ot es 82
Figura 33 - (a) Hidrolise da caseina pela papaina a 37°C por 60 min em tampao
fosfato 50 mM pH 7,5 (b) Determinacéo da Atividade enzimética para 1 mg/mL
A8 ENZIMA. ..ttt bbbt 83
Figura 34 - (a) Hidrolise da caseina pela papaina (1 mg/mL) imobilizada em
microcapsulas contendo 6leo de jojoba, a 37°C por 60 min em tampéo fosfato
50 mM pH 7,5 (b) Determinacdo da Atividade enzimtica para a enzima
IMODIIZAA. ..o 84
Figura 35 - (a) Hidrélise da caseina pela papaina (1 mg/mL) imobilizada em
microcapsulas de 6leo de horteld a 37°C por 60 min em tampédo fosfato 50 mM
pH 7,5 (b) Determinagdo da Atividade enzimética para a enzima imobilizada. 84
Figura 36 — Avaliagdo do ty, para a temperatura de 37°C. (a) Imobilizacdo em
microcépsulas contendo 6leo de jojoba. (b) Imobilizagdo em microcapsulas

contendo Gleo de horteld. ....... ..o 86
Figura 37 - Imagem do equipamento Foulard, (a) vista frontal e (b) aplicacéo ao
teCido de algOdAD ..........ccviieiiie e 90
Figura 38 - Forno termofixador utilizado para a secagem das amostras tratadas
........................................................................................................................... 90
Figura 39 - Espaco de COr CIELAB..........c.ccviiiiiiiieiese st 92

Figura 40 - Imagem de MEV do tecido de algoddo contendo microcépsulas de
6leo de horteld com a enzima imobilizada (0,25 mg/mL), aplicadas no Foulard e
a secagem realizada (a) na Rama e (b) naturalmente (a sombra)............cc.cc...... 94
Figura 41 - MEV realizado do tecido de algoddo contendo microcapsulas de
6leo de jojoba com a enzima imobilizada (0,05 mg/mL), aplicadas no Foulard e
com secagem (a) na Rama e (b) natural (a SOMbBra)........ccccccevvivrivrininninnninnnnnns 94
Figura 42 - Imagem de MEV do tecido com as microcapsulas com a enzima
(0,25 mg/mL) imobilizada contendo 6leo de horteld, impregnado pelo Foulard.



Figura 43 - Imagem de MEV do tecido com as microcépsulas contendo éleo de
horteld com a enzima imobilizada (0,25mg/mL), impregnado em banho
TEIMOSEALICO. .veetceiisee ettt 96
Figura 44 - (a) Tecido de algodéo tratado com as microcapsulas impregnadas
pelo Foulard. (b) Tecido contendo microcapsulas aplicadas juntamente com
glutaraldeido pelo Foulard. (c) Tecido previamente tratado com glutaraldeido,
contendo as microcapsulas aplicadas em banho termostatico. Em todos os casos
as microcépsulas contém o6leo de horteld e a enzima imobilizada (0,25mg/mL).

Figura 45 - Tecido previamente tratado com glutaraldeido, contendo as
microcapsulas (6leo de horteld) com a enzima imobilizada (0,25 mg/mL) em
aplicadas em banho termostatico por 1h a 10°C. ......ccccovveirenieieneenee e 99
Figura 46 - MEV do tecido contendo as microcapsulas com a enzima
imobilizada (0,25 mg/mL) aplicadas juntamente com o amaciante (150 mg/mL)
PEIO FOUIAIT. ...ttt 99
Figura 47 - (a) Amostra 1-Tecido sem tratamento, (b) Amostra 2, (¢) Amostra 3,
(d) Amostra 4, (e) Amostra 5,(f) AMOSLra 6 ........ccocevvrierieniinienieniesesnsnsesens 101
Figura 48 - Esquema representativo do processo de liberagdo da fragrancia pela
acdo da enzima em condicOes eSPECITiCaS. .....c.vviviiiiiviiiiiiiiiii s 107
Figura 49 — Micrografia da microcépsula contendo 6leo de horteld, sendo
hidrolisada pela acdo da enzima papaina (0,25mg/mL). Aplica¢do pelo Foulard
(microcépsulas em solucdo tampéo fosfato 50 mM pH 7,5), secagem na rama
(100°C/5min). Imagem apo6s 24h da aplicagdo, em condicdes ambientes. ...... 107
Figura 50 - Imagens das microcapsulas a 37°C no tampdo suor acido pH 5,5 (a)
no inicio do processo de liberacdo e (b) ao final do tempo de 10 min. Lente com
AUMENTO € LOOX. ...uveivierireiesieesieeiesee s e esee e e eeste e e sraeseeenaesreesneeneeasaesreeneeaneas 108
Figura 51 - Imagens das microcapsulas a 37°C no tampao suor basico pH 8,0 (a)
no inicio do processo de liberacéo e (b) ao final do tempo de 10 min. Lente com
AUMENTO & LO0X. ...ueteueteietiieete sttt ettt 108
Figura 52 - Cromatograma do 6leo de horteld puro. ...........ccccovvveiniicnnnn, 110
Figura 53 - Cromatograma obtido apds a aplicagdo das microcapsulas contendo
6leo de horteld com a enzima imobilizada (0,05 mg/mL) no tecido de algod&o, a
secagem na rama (L00°C/SMIN)........ooviiriireireene e 110
Figura 54 - Comportamento da perda dos trés componentes avaliados para o
tecido tratado com as microcapsulas em pH 7,0. ..o 111
Figura 55 - Comportamento da perda dos trés componentes avaliados para o
tecido tratado com o dleo de horteld livre em pH 7,0. ....ooooveiniiiciniieen 112
Figura 56 - Comparativo do comportamento da perda do componente referente
ao pico 2 avaliado para ambos os tecidos (com e sem fragrancia encapsulada).

Figura 57 - Avaliagdo da perda dos trés componentes monitorados, quando ha a
ativacdo da enzima e liberagdo do encapsulado. ...........ccooevvriviiviiniiniiniiniinnnnnn, 113






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicao seca do algoddo bruto...........ccccceeevreiieniiencciene, 32
Tabela 2 - Divisao das seis Classes eNZIMALICAS...........ceveerrrererinirereinneieees 35
Tabela 3 - Familia de inibidores de proteases de plantas............cccccovvvrerinene. 38
Tabela 4 - Principais reagentes quimicos e equipamentos utilizados................. 62
Tabela 5 - Distribuicdo granulométrica para as microcapsulas contendo 6leo de
NOMTEIA. ... e 79
Tabela 6 - Diferencas de cor obtidas para as amostras tratadas com
microcapsulas contendo 6leo de hortela. ...........ccoevvveivveie e 100

Tabela 7 - Pardmetros estabelecidos para a quantificagdo de 6leo de horteld por
CromMatografia GASOSA .. ..vivviviiriiiiiieiiise st sie st 105






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABDI - Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial
ABNT - Associacao Brasileira de Normas Técnicas
BAEE - N-benzil-L-arginina éster etilico

BSA - Albumina Serica Bovina

CG - Cromatografia Gasosa

CPs - Cisteino Proteases

Cys-25 - Cisteina-25

E.C. - Comisséo de Enzimas

GDA - Glutaraldeido

Gly - Glicina

Hypro - Hidroxiprolina

ISO - Organizagio Internacional para Padronizacao
LABMASSA - Laboratério de Transferéncia de Massa

LCME - Laboratério Central de Microscopia Eletrénica
LCP - Laboratorio de Controle de Processos

MEV - Microscopia Eletronica de Varredura

NBR - Norma Brasileira

P(3HB) - Poli(3-hidroxibutirato)

P(3HV) - Poli(3- hidroxivalerato)

PCL - Poli(e-caprolactona)

PDLA - Poli(D, L-acido lactico)

pH - Potencial Hidrogenidnico

pl - Ponto Isoelétrico

Pro - Prolina

PROFI - Laboratorio de Propriedades Fisicas de Alimentos

UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina






LISTA DE SIMBOLOS

Representa a atividade da enzima inicial.

Atividade da enzima residual da imobilizacdo e da dgua
de lavagem apés o procedimento de imobilizacéo.
Diametro médio das particulas (um).

Didmetro em que 10% da distribui¢cdo de tamanho das
microcéapsulas é inferior a este diametro (um).

Diametro o qual 50% das microcépsulas estdo a cima e
50% estdo abaixo deste diametro (um).

Didmetro em que 90% da distribui¢cdo de tamanho das
microcapsulas ¢ inferior a este diametro (um).

Medida da dispersao granulométrica.

Luminancia.

Correspondem a crominancia de uma cor.

Representa a diferenca total de cor entre a amostra
padrdo e o tratado.






SUMARIO

CAPITULO I 27
1 INTRODUGAO 27
1.1 OBJETIVOS 28
1.1.1 Objetivo Geral 28
1.1.2 Objetivos Especificos 28
CAPITULO Il 31
2 FUNDAMENTACAO TEORICA 31
2.1 FIBRAS DE ALGODAO 31
2.2 ENZIMAS 34
2.2.1 Classificagdo das enzimas 34
2.2.2 Enzimas Proteoliticas 36
2.2.3 Imobilizagao de enzimas 41
2.3 MICROENCAPSULAGAO 44
2.3.1 Coacervagao complexa 45
2.3.2 Material de Parede 47
2.3.3 Substancias ativas encapsuladas 50
2.3.4 Glutaraldeido 53
2.3.5 Aplicagdes de Microcapsulas e avaliagdo da liberagdo controlada. 56
CAPITULO I 61
3.1 MATERIAIS E METODOS 61
3.1.1 REAGENTES E MATERIAIS 61
3.1.2 PROCEDIMENTQOS 63
3.1.2.1 Preparo das Solucdes 63
3.1.2.2 Determinacéo de Proteina 64
3.1.2.3 Quantifica¢do da atividade enzimatica 65
3.1.2.4 Cinética de Hidrolise da caseina pela agdo da enzima livre e pela

enzima imobilizada 66
3.1.2.5 Avaliagdo do éleo de horteld, 6leo de jojoba e amaciante sobre a

acdo da enzima livre 66
3.1.2.6 Formacao das microcapsulas e Imobiliza¢do da enzima 67
3.1.2.7 Avaliagéo da agdo da enzima na hidrolise das microcéapsulas 69
3.1.2.8 Rendimento da imobilizagéo 69
3.1.2.9 Liofilizagcdo das microcapsulas 70

3.1.2.10 Determinagédo da distribuicao de tamanho das microcapsulas 70
3.1.2.11 Determinagdo do pH e da temperatura 6timos para a enzima

livre e para a enzima imobilizada 71
3.1.2.12 Avaliagdo do tempo de meia vida da enzima imobilizada 71
3.2 RESULTADOS E DISCUSSOES 72

3.2.1 DETERMINAGCAO DE PROTEINA 72



3.2.2 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO OLEO DE JOJOBA, OLEO DE
HORTELA E DO AMACIANTE SOBRE A AGAO DA ENZIMA LIVRE 73
3.2.3 OBTENCAO DAS MICROCAPSULAS CONTENDO A ENZIMA

IMOBILIZADA _ 74
3.2.4 RENDIMENTO DA IMOBILIZACAO 78
3.25 DISTRIBUIQAONDE TAMANHO DAS MICROCAP$ULAS 78
3.2.6 DETERMINACAO DO pH E TEMPERATURA OTIMOS PARA A
ENZIMA LIVRE E IMQBILIZADA i 80
3.2.7 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA ENZIMA
LIVRE E DA ENZIMA IMOBILIZADA 83
3.2.8 VERIFICACAO DO TEMPO DE MEIA-VIDA PARA A ENZIMA
IMOBILIZADA 85
3.3 CONCLUSOES 86
CAPITULO IV 89
4.1 MATERIAIS E METODOS 89
4.1.1 PROCEDIMENTOS 89
4.1.1.1 Preparo das solugdes 89
4.1.1.2 Tratamento do tecido de algod&do com Glutaraldeido 89
4.1.1.3 Aplicagdo das microcapsulas em tecido de algodéo 90
4.1.1.4 Determinacdo da gramatura do tecido 100% algodéo 91
4.1.1.5 Avaliacdo da variacdo da cor do tecido apds aplicacdo das
microcéapsulas 92
4.1.1.6 Microscopia eletrénica de varredura das microcapsulas no
tecido de algodé&o 92
4.2 RESULTADOS E DISCUSSOES 93
4.2.1 INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE SECAGEM DO TECIDO
CONTENDO AS MICROCAPSULAS 93
4.2.2 APLICACAO DAS MICROCAPSULAS NO TECIDO DE ALGODAO
95
4.2.2.1 Aplicacdo das microcépsulas no tecido de algoddo com a
presenca do glutaraldeido e do amaciante ) _ 97
423 VARIAQAO DA COR DO TECIDO APOS APLICACAO DAS
MICROCAPSULAS 99
4.3 CONCLUSOES 102
CAPITULO V 103
5.1 MATERIAIS E METODOS 103
5.1.1 PROCEDIMENTOS 103
5.1.1.1 Preparo das solugdes 103
5.1.1.2 Avaliacdo da acgéo da enzima nos tampdes suor acido pH 5,5 e
suor bésico pH 8,0 104

5.1.1.3 Avaliacéo da liberacéo controlada por cromatografia gasosa 104



5.2 RESULTADOS E DISCUSSOES 106

5.2.1 AVALIACAO DA LIBERAGAO CONTROLADA 106
5.2.1.1 Verificagdo da agdo da enzima nos tampdes suor &cido e suor

basico 108
5.2.1.2 Acompanhamento da liberagdo controlada por Cromatografia

Gasosa (CG) das microcapsulas contendo éleo de hortela 109
5.3 CONCLUSOES 113
CAPITULO VI 115
6.1 CONCLUSOES 115
6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS 116

REFERENCIAS 117






27

CAPITULO |
1 INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial,
ABDI (2008), o Brasil possui em torno de 53 mil empresas téxtil e de
confeccdo (T&C), sendo que 80% delas estdo localizadas nas regifes
Sul e Sudeste. O predominio é da confeccdo de artigos de vestuario
(75%).

Em Santa Catarina, a atividade téxtil é um dos principais ramos
da economia. O principal polo téxtil do Estado esta situado nas regides
de Blumenau, Brusque, Joinville e Jaragua do Sul, onde empresas como,
Coteminas, Hering, Buettner, Teka, Marisol, Malwee, entre outras,
respondem por grande parte do percentual da producdo nacional,
segundo Lange (2004).

O setor T&C brasileiro passa por um momento de transi¢do que
enfatiza a cada dia sua necessidade de buscar novos modelos para
adequar-se aos desafios da economia global e da globalizagdo da
sociedade de consumo (ABDI, 2008). Atualmente, 0s avancos
cientificos vém sendo usados para inovagdes nos produtos téxteis.

Téxteis funcionais so téxteis modificados pela presenca de uma
substancia quimica ou produto. Estes produtos, quando estimulados,
geram um efeito especifico. As aplicacdes mais frequentes incluem
repelentes de insetos, corantes, atividade antimicrobiana, materiais de
mudanca de fase, os retardadores de fogo, policromia e efeitos
termocrémico e substancias que produzem efeitos sensoriais agradaveis
ao consumidor (SPECOS et al., 2010).

Varios processos com aromas vém sendo utilizados para o
acabamento do produto téxtil, dentre eles, o uso de aplicacdo direta no
tecido e processos utilizando microcapsulas e nanocapsulas, que
merecem atencdo especial, pois atuam como um pequeno
compartimento contendo um liquido a ser liberado do interior, sob
condi¢des controladas (RODRIGUES et al., 2009).

Segundo Rodrigues et al. (2009) as microcapsulas podem ser
aplicadas durante o acabamento do processo de fabricacdo do tecido
usando um foulard no qual o tecido pode ser tratado sendo impregnado
por meio de um banho contendo microcépsulas, um amaciante e um
agente reticulante.

A microcapsula é constituida por um nlcleo e por uma casca, que
pode ter caracteristicas variadas em funcdo dos materiais utilizados e do
processo empregado para sua formacdo. Biopolimeros em geral como
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gomas, amidos, proteinas e lipidios, podem ser usados como material de
parede. (ALVIM, 2005)

Os 6leos essenciais, como por exemplo 6leo de horteld, podem
volatilizar-se ou simplesmente oxidar-se com o tempo. Neste caso, a
microencapsulacdo proporciona uma maior estabilidade destes
compostos e permite sua liberagcdo controlada, uma vez que a protecdo
proporcionada pela parede polimérica evita que durante o
armazenamento  prolongado, ocorram alteragbes quimicas e
organolépticas.

A microencapsulacdo de Oleos essenciais tem sido muito
utilizada, porém nas aplicacGes em téxteis a liberacdo do encapsulado
ocorre geralmente por difusdo pela parede ou friccdo (quebra). Por este
motivo, no presente trabalho foi estudado um processo capaz de tornar
possivel a liberacdo do composto encapsulado através da hidrolise da
microcépsula pela agdo de uma enzima.

O processo compreendeu a elaboracdo das microcapsulas
contendo a enzima papaina imobilizada, através da reticulagdo por
glutaraldeido, na parede da mesma. Com isso, ao entrar em contato com
a umidade ou suor humano, em 37°C a enzima agird sobre a
microcapsula, hidrolisando-a e liberando o éleo encapsulado.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Utilizar a enzima papaina imobilizada na superficie de
microcépsulas de gelatina e goma ardbica para promover a liberagdo
controlada do dleo de hortela e do éleo de jojoba encapsulado, aplicados
em tecido de algodao.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Analisar a influéncia inibitoria de compostos, presentes no
processo de sintese, encapsulamento, e ancoragem das microcapsulas no
tecido, na atividade enzimatica;

b) Determinar as condi¢des 6timas de pH e temperatura, bem
como a atividade enzimatica para a enzima livre e para a enzima
imobilizada;

c) Avaliar diferentes métodos de aplicacdo das microcépsulas,
contendo a enzima imobilizada, ao tecido de algodao;
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d) Analisar a influéncia do glutaraldeido e do amaciante na
aplicacdo das microcapsulas ao tecido de algodao;

e) Avaliar a temperatura de secagem do tecido ap6s aplicacdo
das microcapsulas na estabilidade da mesma;

f)  Avaliar a liberacdo controlada das microcapsulas de 6leo de
horteld impregnadas ao tecido de algoddo através de cromatografia
gasosa.
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CAPITULO 11

Neste capitulo serd apresentada a fundamentacao tedrica, a qual
visa abordar os principais conceitos adotados para o desenvolvimento
deste trabalho. Inicialmente serdo apresentados alguns aspectos sobre a
composicdo e caracteristicas estruturais do tecido de algoddo. Em
seguida, sera tratado sobre as enzimas e suas classificacGes, bem como
sobre as enzimas proteoliticas e a enzima papaina. Sendo explorados
também os diferentes métodos de imobilizacdo de enzimas.

A microencapsulacdo serd abordada inicialmente de forma geral
e, de forma mais especifica posteriormente, em relagdo ao método de
coacervagdo complexa, os materias poliméricos utilizados, o reticulante
adotado e as substancias ativas encapsuladas. Por fim, uma exploragdo
referente & liberagdo controlada do encapsulado e algumas aplicagdes
das microcapsulas na industria.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 FIBRAS DE ALGODAO

Segundo estatistica da Agéncia Brasileira de Desenvolvimento
Industrial (ABDI-2008), em 2006 a fiacdo com fibras quimicas
representava uma parcela de 15% da producdo de fios com destaque
para os fios de poliéster (9%). Os fios de juta, sisal e outras fibras
naturais contribuem com 3% da producéo. Considerando-se a producéo
de fios, utilizando apenas o algoddo puro, o percentual de uso dessa
fibra na fiag&o € cerca de 75%.

O algoddo é a fibra natural mais utilizada em tecidos, sua
composicdo é basicamente celulose, cerca de 3 a 15% é material ndo
celulésico.

Segundo Trotman (1984), o algoddo bruto tem na sua
composicdo, além de celulose, os componentes comuns das células
vegetais, estes componentes sdo gorduras, ceras, 0leos, pectoses,
pectinas, proteinas e compostos relativos azotados, &cidos organicos e
material corante natural. Os fios e tecidos de algoddo podem ter,
adicionalmente, sujidade, encolantes e 6leos de maquinas, resultantes
dos processos de fabrica. A composicdo seca do algoddo bruto esta
apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicao seca do algoddo bruto

Componente Quantidade (%0)
Celulose 85,5
Oleos e ceras 0,5
Proteinas, pectoses e gorduras 50
Minerais 1,0
Umidade 8,0

Fonte: Trotman (1984).

A celulose é um polimero de B-D-glucose insollvel em agua. As
propriedades fisicas deste material resultam do peso molecular muito
alto e do fato de ndo ter ramificagbes. O aspecto estrutural mais
importante da celulose é a ligacdo 1,4-B das unidades de glucose. O
arranjo linear das unidades de glucose com a ligacdo B na celulose faz
com que haja uma distribuicdo uniforme de grupos OH nas
extremidades de cada cadeia. Quando duas ou mais cadeias de celulose
entram em contato, os grupos hidroxilas estdo em posigéo ideal para unir
integralmente as cadeias, formando pontes de hidrogénio (Figura 1). A
ligacdo de muitas cadeias de celulose, por esta razdo, constitui um
polimero rigido, fibroso e insoltvel (SOLOMONS 1996; SILVA 2006).

Assim, a estrutura quimica da celulose deve ser descrita como
1,4-B-D-glucano, sendo um polimero de condensacio de B-D-
glucopiranose com ligacdes 1,4-glucosidicas.

Figura 1 - Estrutura da celulose.

OH -

CH,OH OH i CH,OH

Fonte: Revello (2002).

A estrutura molecular do algodédo é do tipo fibrilar. Este possui
um alto grau de polimerizacdo, n (Figura 1). Segundo Revello (2002),
este valor geralmente oscila entre 2.000 e 3.000.

As fibras de algoddo sdo constituidas por uma cuticula externa,
chamada skin (pele), por uma parede primaria, uma parede secundaria e
um canal central chamado Iimen, como pode ser visto na Figura 2.
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Figura 2 - Corte transversal da fibra de algoddo
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Fonte: Lange (2004).

As fibras sofrem tor¢do pela tensdo superficial de forma
helicoidal, sendo distribuidas de maneira irregular sobre o seu
comprimento e assumindo as formas de “S” e “Z”, como é mostrado na
Figura 3.

Figura 3 - Esquema representativo de uma fibra de Algodao

Limen

Fonte: Adaptado de Trotman (1984).

A parede secundaria, essencialmente celulésica, é a mais espessa
e cristalina de todas e é composta pela camada S1, exterior e pela S2,
interior. Em S1 os feixes de fibrilas estdo dispostos helicoidalmente em
redor de fibra, formando com o seu eixo um angulo de 20-30°. A
camada S2 constitui cerca de 95% do peso da fibra. A seccéo transversal
de uma fibra de algoddo inchada com soda caustica mostra uma série de
anéis conceéntricos, devido ao aumento de volume de S2. O nUmero
destes anéis pode ser correlacionado com o numero de dias de
crescimento da fibra de algoddo. Tal como em S1, em S2 os feixes de
fibrilas estdo dispostos helicoidalmente ao redor do eixo da fibra, mas
formando com este um angulo de 20-35°. Em S2 observa-se ainda que
os feixes de fibrilas tém inversfes no sentido do enrolamento. A parede
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terciaria, S3, ou parede do limen, praticamente s6 se observa em fibras
de algoddo muito maduras. Nesta camada a disposicdo do feixe de
fibrilas é similar a S1, sendo assim distinto da camada S2. O limen, que
constitui a parte mais interior das fibras de algoddo, é composto por
ceras, pectina e restos de protoplasma (CAVACO-PAULO, 1995).

2.2 ENZIMAS

Atualmente mais de 3.000 enzimas diferentes tém sido isoladas e
caracterizadas, principalmente a partir de organismos mesofilos. Apenas
um ndmero limitado de todas as enzimas conhecidas s&o
comercialmente disponiveis e uma quantidade menor ainda é usada em
grandes quantidades. Pelo menos 75% de todas as enzimas industriais
sdo hidroliticas em agdo. Enzimas que degradam proteinas dominam o
mercado, respondendo por aproximadamente 40% de todas as vendas de
enzimas (SILVA, 2005).

As peptidases sdo uma classe Unica de enzimas que ocupam uma
posicdo central, devido as suas aplicages em ambos 0s campos
fisiolégico e comercial.

O uso de proteases como aditivos em detergentes na década de
1960 estimulou o seu desenvolvimento comercial e levou a uma
consideravel expansdo na investigagdo sobre estas enzimas
(GERMANO et al., 2003).

2.2.1 Classificacao das enzimas

Classificagdo é a organizacdo de enzimas em grupos com
atividades e caracteristicas cataliticas semelhantes, enquanto que
Nomenclatura ¢ a nomeacdo de enzimas de acordo com um cédigo
internacional de principios, regras e recomendacdes (GARCIA-
CARRENO; DEL TORO, 1997).

De acordo com a Comissdo de Enzimas (E.C.), foi estabelecido
gue a classificacdo possuisse um cédigo numérico, formado por um
conjunto de 4 numeros separados por pontos. Neste sistema, a
classificacdo das enzimas foi estabelicida em seis classes principais, de
acordo com a reacdo catalisada. O primeiro dos quatro digitos mostra
qual a classe principal que a enzima pertence (CABRAL, 2005). A
Tabela 2 apresenta as seis classes.
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Tabela 2 - Divisdo das seis classes enzimaticas

NUmero Classe Descri¢do Funcional

1 Oxidorredutases Enzimas que catalisam reacBes
envolvendo transferéncia de elétrons.

2 Transferases Enzimas que transferem um grupo de
um composto para outro.

3 Hidrolases Enzimas que clivam liga¢des quimicas
por adigdo de agua.

4 Liases Enzimas que adicionam grupos a

duplas ligagbes ou produzem duplas
ligagOes por remogdo de grupos.

5 Isomerases Enzimas que transferem grupos dentro
de uma molécula produzindo isdbmeros.
6 Ligases Enzimas que ligam duas moléculas

através de uma reagdo, usando
eventualmente ATP como fonte
energia.

Fonte: Cabral (2005).

Para hidrolases, ao qual pertencem as proteases, 0 segundo digito
indica o tipo de ligacdo afetada pela hidrélise: 1- para hidrolise de
ligagdo éster, 2- para ligacdo glicosidica, 3- para ligacdo éter, 4- para
ligagdo peptidica, e 5- para hidrdlise de ligacdo C-N que ndo constitui
ligacdo peptidica. O terceiro digito de proteases pode se encontrar em
uma de trés faixas: 11 ao 19, 21 ao 24, e 99. O primeiro grupo, 11 ao 19,
sdo aquelas enzimas que hidrolisam ligagdes peptidicas nas
extremidades amina e carboxila de proteinas; essas enzimas sdo
chamadas de exopeptidases. O segundo conjunto, 21 ao 24, sdo enzimas
gue hidrolisam ligacBes peptidicas internas nas proteinas, essas enzimas
sdo chamadas de endopeptidases. O ultimo grupo é reservado as
enzimas cujo mecanismo de acdo é desconhecido (GARCIA-
CARRENO; DEL TORO, 1997). Assim, as proteases possuem E.C.
3.4.x.X, com o terceiro nimero obedecendo a classificacdo anterior. O
guarto nimero é sequencial , na ordem da catalogacdo da enzima.

Proteases também sdo classificadas de acordo com seu sitio
catalitico em quatro classes principais: serino proteases, cisteina
proteases, aspartico proteases e metalo proteases (GRZONKA et al.,
2001).

Como é conhecido, a atividade das cisteino-peptidases depende
da presenca, no sitio catalitico, de um residuo de cisteina e outro de
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histidina. A ordem desses residuos (Cys/His ou His/Cys) na sequéncia
linear difere entre as familias. As Cisteino proteases (CPs) sdo proteinas
com massa molecular de 21-30 kDa e mostram a maior atividade
hidrolitica em pH 4 - 6,5 (GRZONKA et al., 2001).

Baseando-se no mecanismo quimico da catalise, as peptidases
pertencem a dois grupos (GARCIA-CARRENO; DEL TORO, 1997):

a) Aquelas que formam complexo covalente durante o estado de
transicdo, que sdo as serino e cisteino-peptidases;

b) Aquelas que ndo formam o complexo covalente, que sdo as
metalo peptidases e peptidases-asparticas.

Estas propriedades sdo da maior importancia, pois 0 mecanismo
de controle da atividade pelos inibidores é muito diferente. A formacédo
do complexo covalente nas peptidases é devido a presenca de
aminoacidos que agem como agentes nucleofilicos, no seu sitio
catalitico (VOET; VOET, 1995).

O sitio catalitico de uma enzima realiza duas fungdes: primeiro,
ligar o substrato e segundo, catalisar a reacdo. A eficiéncia destas agdes
determina a atividade da enzima para um substrato particular, ou seja, a
especificidade da enzima. Portanto, 0s estudos cinéticos das enzimas
fornecem informacdes importantes sobre o centro catalitico através de
reacbes com diferentes substratos. Uma importante caracteristica do
sitio ativo é seu tamanho, sendo possivel medi-lo considerando a
utilizacdo de substratos ou inibidores (SCHECHTER; BERGER, 1967).

2.2.2 Enzimas Proteoliticas

Algumas enzimas sdo extraidas de tecidos animais ou vegetais.
Enzimas comerciais derivadas de plantas incluem as enzimas
proteoliticas papaina, bromelina e ficina e algumas outras enzimas
especiais como lipoxigenase extraida da soja. Enzimas derivadas de
animais incluem proteinases como pepsina e renina. A maioria das
enzimas sdo, no entanto, produzidas por microorganismos em culturas
submersas em fermentadores (SILVA, 2005).

Proteases sdo fisiologicamente necessarias para 0s organismos
vivos, elas sdo onipresentes, sendo encontradas em uma ampla
diversidade de fontes, tais como plantas, animais e micro-organismos
(RAO et al., 2006).

Segundo Tauber (1950) todas as enzimas proteoliticas hidrolisam
ligacGes peptidicas (Figura 4). Apesar de todas terem essa caracteristica
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funcional comum, elas diferem acentuadamente no seu grau de
especificidade.

Figura 4 - Representacdo esquemaética da clivagem de uma ligacéo peptidica
catalisada por uma enzima proteolitica.
Ligacdo peptidica

R, O R, O R, 0 R, O
e > Nl Broteace oy 20
C—C—N—C

X=N—C—C—=N—C—C—Y + H;0 X—N—C—C  + *H3N—C‘:—C—Y
H H H H H H o H
Peptideo Comporltlente Comp’or)ente
carboxilico aminico

Fonte: Adaptado de Vieira (2007).

As enzimas em geral sdo afetadas pela variacdo de pH e
temperatura. Cada enzima é cataliticamente ativa em um intervalo de pH
restrito, possuindo um pH 6timo caracteristico. A medida que o pH se
afasta desse valor 6timo a velocidade da reacdo diminui (BELITZ;
GROSCH, 1997).

Tal como para o pH, existe uma zona de temperatura, as vezes
estreita, para a qual a atividade enziméatica é maxima. Esta variacdo da
atividade enzimatica resulta de dois efeitos antagénicos: de um lado, o
aumento da agitagdo das moléculas com a elevagdo da temperatura que
aumenta a velocidade de reacdo; de outro, a desnaturacdo da proteina
enzimatica. Ao contrario, para as temperaturas baixas, que geralmente
ndo tem efeito desnaturante, a repeticdo de transicdo sélido-liquido,
congelamento-descongelamento provoca notaveis perdas da atividade
enzimatica (SCRIBAN, 1985).

Critérios utilizados na selecdo de uma enzima industrial incluem
especificidade, taxa de reacdo, pH e temperatura 6tima, estabilidade,
efeito de inibidores e afinidade a substratos. Enzimas usadas em
aplicagdes industriais normalmente devem ser tolerante contra Vvarios
metais pesados e ndo tém necessidade de cofatores (SILVA, 2005).

De modo geral, a regulacdo da atividade das enzimas proteoliticas
ocorre por meio de proteinas inibidoras de proteases. Os inibidores de
protease sdo proteinas ou peptideos que compreendem um grupo
especifico de moléculas que tém a propriedade de formar um complexo
estavel com proteases alvo, blogueando ou alterando o acesso ao sitio
ativo da proteina (VALUEVA; MOSOLV, 1999; MACEDO et al.,
2007). Eles estdo presentes na maior parte dos organismos vivos e
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desempenham diversas funcdes, como a regulacdo da protedlise de
enzimas endogenas e exdgenas (GAMBOA, 2010).

Os inibidores de proteases sdo particularmente abundantes (1-
10% das proteinas totais) e podem atuar, por exemplo, reduzindo os
danos causados por insetos, no armazenamento proteico em sementes e
tubérculos, na regulagdo da atividade proteolitica endbgena e nos
mecanismos de apoptose. Além disso, inibidores de proteases estdo
envolvidos na resposta ao estresse causado por fatores abidticos e nos
processos de defesa de plantas e ataque de insetos (GAMBOA, 2010).

Segundo Lopes (2006), basicamente os inibidores de proteases
sdo categorizados de acordo com a protease que eles inibem: serino,
cisteino, aspastico ou metalo protease, Tabela 3.

Tabela 3 - Familia de inibidores de proteases de plantas

Proteases Classe Familia de inibidores
Serinicas Inibidores de proteases | Bowman-Birk
serinicas Kunitz
Batata |
Batata Il
Superfamilia de cereais
Taumatina
Ragi I-2/milho
Cisteinicas Inibidores de proteases | Cistatinas  (Fitocistatinas
cisteinicas em plantas)
Aspasticas Inibidores de proteases | Inibidores de proteases
asparticas asparticas
Metalo- Inibidores de Metalo- | Inibidores de
proteinases proteinases carboxipeptidades A eB

Fonte: Gdmboa (2010).

Cistatina é o nome dado as proteinas inibidoras de proteases
cisteinicas. O nome cistatina foi originalmente dado por Barrett (1987) a
um inibidor de proteases cisteinicas do tipo papaina, isolado da clara do
ovo de galinha. Desde entdo, esta tem sido a nomenclatura usada para as
proteinas relacionadas a tal inibidor. Os inibidores de protease
cisteinicas foram agrupados numa superfamilia denominada cistatina,
uma vez que a determinacdo da sequéncia de aminoacidos e das
propriedades bioquimicas desses inibidores tem mostrado relacdes, a
niveis de estrutura e fungdo, com o inibidor isolado da clara de ovo de
galinha. A maioria das proteases que é inibida pelas cistatinas pertence a
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familia da papaina. Essas proteases apresentam um peso molecular de
aproximadamente 25 kDa e grande homologia com a papaina (VIDAL,
2003).

As cistatinas sdo inibidores reversiveis de cisteino proteases e seu
mecanismo de acdo é baseado na inibicdo competitiva através do
blogueio da atividade proteolitica. A manutencdo do equilibrio entre
cisteino proteases livres e em complexo com seus inibidores é critico
para o perfeito funcionamento de um sistema bioldgico (GAMBOA,
2010).

As enzimas em geral sdo inibidas por trés grupos de inibidores:
(a) substratos que reduzem a concentragdo necesséria de coenzimas,
grupos proteicos ou metais ativadores; (b) substancias que competem
com o substrato pela enzima; (c) substancias que destroem o grupo ativo
das enzimas (TAUBER, 1950). Entre as substancias que desativam ou
inibem as enzimas estdo solventes organicos misciveis em agua (etanol e
acetona, por exemplo), solutos como uréia e detergentes.

2.2.2.1 Enzima Papaina (E.C 3.4.22.2)

Entre as principais enzimas proteoliticas estdo a papaina, a
bromelina e a tripsina. A mais conhecida das cisteino-peptidases de
plantas é a papaina.

A papaina é originaria do latex das folhas e dos frutos do maméao
verde adulto (Carica papaya Linn.). Ap6s seu preparo, é um pé de cor
leitosa, com odor forte e caracteristico, lembrando enxofre. E solGvel em
agua e glicerol, mas praticamente insollvel em alcool, éter e
cloroférmio. Além disso, pode ser inativada ao reagir com agentes
oxidantes como ferro, oxigénio, derivados de iodo, agua oxigenada,
nitrato de prata, e também pela acdo da luz e calor. Por ser uma enzima
de facil deterioracdo deve ser mantida em ambiente fresco e seco e
protegida da luz (FERREIRA et al., 2005).

A papaina é constituida de uma cadeia simples, com 212 residuos
de aminoacidos, e uma massa molecular de 23406 Da, dobrada
formando dois dominios (um no lado direito e outro no esquerdo)
delimitando uma fenda dentro da qual o substrato pode se ligar. A
molécula da papaina (Figura 5) contém ao todo 7 residuos de cisteina,
sendo que 6 destes realizam 3 liga¢des dissulfeto, enquanto a cisteina-25
(Cys-25) esté envolvida no sitio catalitico, de acordo com Lowe (1976).

A papaina cliva, preferencialmente, ligacdes peptidicas
envolvendo aminoacidos béasicos e, também, possui atividade esterasica
(CAPUCHO, 2006). Segundo Smith (1959), a papaina € classificada
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como endopeptidase, cliva ligacBes peptidicas centrais bem como
ligacGes terminais. Pode catalisar hidrdlises, sinteses e transferir
ligagdes peptidicas ou aminas, também pode atacar ésteres, hidrazidas,
anilidas, tiol ésteres, etc.

Figura 5 - Configuracdo tridimensional da papaina, na qual esta representada a
Cisteina 25 (Cys-25), do sitio ativo da papaina e dois dominios da cadeia
principal.

Fonte: Capucho (2006).

As enzimas do grupo Cisteina possuem a zona de atividade muito
ampla e se encontram, dependendo do substrato, na faixa de pH 4,5 - 10
com 0 maximo em pH 6 - 7,5 (BELITZ; GROSCH, 1997). Um estudo
realizado por Rao e colaboradores (2006) determinou o pH 6timo da
papaina como sendo entre 8 e 8,5 e a temperatura 6tima entre 50 e 60°C.

Devido a sua atividade, a papaina, tem aplicacdo em diversas
industrias, na medicina, na odontologia e como ferramenta em
pesquisas. Na industria de alimentos € utilizada na fabricacdo de queijos
e biscoitos, como amaciante de carne e clareador de cervejas. Na
producdo de detergentes a papaina é adicionada para aumentar o poder
de limpeza pela degradacdo hidrolitica de proteinas presentes em
manchas de sangue, ovo, chocolate, entre outras (CAPUCHO, 2006). Na
industrializacdo do couro, a papaina é empregada no processo de
remocdo dos pélos e amaciamento do couro, agindo na degradagdo do
colageno (DAMRONGSAKKUL et al., 2008).

O estudo realizado por Li, Xing e Ding (2007) avaliou a
viabilidade de imobilizacdo papaina pelo método sol-gel em tecido de
algoddo. Os autores concluiram que a papaina imobilizada é menos
sensivel ao pH, em comparacdo a papaina livre, j& em relacdo a
termoestabilidade a papaina imobilizada ndo mostra uma melhora
significativa em comparacao a papaina livre.
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Estudo realizado por Lopes e colaboradores (2008) avaliou a
seguranca da utilizacdo da papaina na pele humana. A pele humana foi
exposta a papaina in vitro em diferentes tempos: 4, 24 e 48 horas. Ap6s
24 horas, ocorreu mudangas na corneosomes. No entanto, as amostras de
48 horas ndo mostrou grandes alteracfes de acordo com o controle.
Estes resultados indicaram que a papaina poderia ser usado com
seguranca sobre a pele.

Reque (2006) estudou o uso da papaina como potencializadora da
penetracdo cutanea de diclofenaco dietilamonio em pomada. Nao foi
observada nos voluntarios humanos, nenhuma reacdo adversa como
eritema, pépulas ou vesiculas durante o periodo de avaliacdo da
alergenicidade cutanea da papaina, sendo a enzima aprovada para uso
topico. O teste de permeabilidade in vivo mostrou que a papaina
aumentou a penetracdo de diclofenaco na pele quando a mesma foi
tratada anteriormente com pomada contendo papaina e ndo quando a
enzima foi administrada juntamente com o diclofenaco.

2.2.3 Imobilizacdo de enzimas

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos,
fisicos ou biologicos. Como por exemplo, elevadas temperaturas, pH
alcalino ou &cido, ou por acéo de agentes desnaturantes, entre outros. As
enzimas sdo de um modo geral estaveis a temperatura ambiente dos
organismos de que sdo obtidas, e perdem a sua atividade quando a
temperatura aumenta significativamente. Na inddstria téxtil, a
desativacdo deve-se ao fato da industria operar a temperaturas muito
elevadas e valores de pH nédo neutros, de acordo com Carneiro (2003).

A imobilizacdo de enzimas trouxe como vantagens imediatas, de
acordo com Silva et al. (2008), a possibilidade de reaproveitamento do
catalisador, 0 uso em processos continuos, 0 aumento da estabilidade da
enzima, a regeneracdo e o reuso do catalisador, e a reducdo dos custos.
Porém, as desvantagens significativas seriam a aleatoriedade da
interacdo suporte-enzima, a dessor¢do das enzimas com o uso, a redugdo
da atividade catalitica devido aos efeitos difusionais, de microambiente
e estéreo conformacionais.

As técnicas de imobilizacdo de enzimas ficaram mais conhecidas
a partir dos anos 60, e desde entdo vém sendo estudadas. Alguns
exemplos incluem a imobilizagdo de celulase por glutaraldeido
(TODOROVA et al., 2007), Lipase imobilizada em gel de pectina
(SANTOS, 2003) e Amilase imobilizada utilizando alginato de sédio
(SILVA et al.,, 2008). Além das enzimas, imobilizam-se, também,
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células, como, por exemplo, para a producdo de cerveja (CARVALHO
et al., 2006).

Segundo Santos (2003), os principais métodos de imobilizagéo
(Figura 6) sdo: método de adesdo ao suporte; método de ligacdo
covalente cruzada e o método de imobilizacdo por aprisionamento ou
ocluséo.

Figura 6 - Principais tipos de imobilizacdo de enzimas
( Métodos de imobilizag&o de enzimas )

L|gagao em suporte) ( Ligacdo cruzada > ( Confinamento >

Encapsulaqao

1

)\

Ligacéo cruzada

oce®
 ———

Adsor(;ao fisicae

Ligacdo Covalente iénica

Fonte: Adaptado de Gulrajani; Gupta (2011) e Santos (2003).

Matriz polimerica

A) Método de adesdo ao suporte: Consiste na fixagdo do
biocatalisador a um suporte insollvel em agua, por adsorcdo
fisica, por ligacdo ibnica ou covalente. Os materiais utilizados
como suporte podem ser organicos ou inorganicos sendo que 0s
mais comuns sdo a silica, alumina, carvdo ativado, e varios
polissacarideos, além de polimeros que podem ser naturais, como
agar, ou sintéticos, como o poli- 6xido de etileno (SANTQOS,
2003).

B) Método de ligacdo covalente cruzada: Neste método, os suportes
sdo especialmente funcionalizados para conter um grupamento
guimico, que serd responsavel pela imobilizacdo da célula ao
suporte (PRADELLA, 2001). Segundo Santos (2003), uma das
técnicas mais utilizadas é a reagcdo com glutaraldeido. Onde os
dois grupos aldeidicos do glutaraldeido formam bases de Schiff
com residuos de aminodacidos livres da enzima formando uma
rede de ligacéo cruzada. Este processo é também conhecido como
reticulagéo.

C) Meétodo de imobilizacdo por aprisionamento ou oclusdo: Baseia-
se fundamentalmente na retengdo de enzimas no interior de uma
matriz polimérica de modo a impedir a sua liberagéo para o meio,
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permitindo apenas difusdo do substrato e produtos. Neste método,
nenhuma reacdo ocorre sendo um processo de retencao fisica da
enzima. Este procedimento tem a vantagem de que O
biocatalisador ndo é submetido a uma modificacdo estrutural, e é
protegido por substancias de alto peso molecular (SANTOS,
2003).

Geralmente a imobilizacdo covalente é mais eficaz do que os
outros métodos de imobilizacdo de enzimas, em melhorar a resisténcia
ao calor, perturbacdo quimica e variacdes de pH. Este método também é
Gtil para evitar uma das causas principais de inativacdo de proteases, que
€ a auto-degradacdo proteolitica (autolise). Ligando-se covalentemente
ao suporte, as proteases sdo impedidas de atacarem umas as outras,
embora alguma perda de atividade enzimatica possa ocorrer (SILVA,
2005).

Para a imobilizacdo da papaina em microcépsulas de gelatina e

goma arébica ndo foram encontrados resultados na literatura. Contudo,
tem sido relatada na literatura a imobilizacdo da enzima papaina, em:
Membrana de copolimero de alcool vinilico/butiral vinilico (ZHUANG;
BUTTERFIELDAS, 1992), esferas porosas de quitosana (ITOYAMA et
al., 1994), microesferas magnéticas (LEI et al., 2004), tecido de algodao
pelo método sol-gel (LI; XING; DING, 2007), esferas de silica (WANG
et al., 2008), esferas de alginato (BHATTACHARYYA et al., 2010),
carboxil-modificado SBA-15 (BIAN et al., 2011), microparticulas de
guitosana (VASCONCELLOS; GOULART; BEPPU, 2011), entre
outros, sendo que nestes casos o objetivo da imobilizacdo foi a
reutilizacdo da enzima.

Alguns trabalhos relatam a imobilizagdo de outras enzimas
utilizando como suporte gelatina, como por exemplo: imobilizacdo da
urease em gelatina por ligacdo cruzada (SUNGUR; ELCIN, 1992), -
galactosidade  imobilizada em suporte de celulose-gelatina
(NUMANOGLU; SUNGUR, 2004), imobilizacdo de uma invertase em
gel de gelatina (VUJCIC et al., 2011), imobilizacdo da a-amilase em
nanoparticulas de prata dopadas com gelatina - goma arabica - silica
nanohibrida (SINGH; AHMED, 2012), imobilizacdo de uma invertase
em hidrogéis de gelatina e em goma guar (BAGAL-KESTWAL et al.,
2011), entre outros. Observa-se que nestes trabalhos ndo houve a
imobilizacdo de uma protease.



44

2.3 MICROENCAPSULAGAO

Microencapsulagdo é um processo de envelopamento de
guantidades microscopicas de matéria em uma fina pelicula de polimero,
gue forma uma parede sélida. Esta estrutura ndcleo/casca permite o
isolamento da substancia encapsulada do entorno e, assim, protegé-lo de
quaisquer fatores degradantes como a agua. A substancia encapsulada
pode ser liberada por fusdo ou dissolucdo da casca impermeavel ou por
difusdo através de uma casca porosa (GIRAUD et al., 2002).

Além da funcdo de protecdo, outras vantagens podem ser
associadas a encapsulacéo de substancias (ALVIM, 2005):

e Conversao de substancias liquidas ou gasosas em pds, permitindo
sua melhor utilizacdo em sistemas desidratados;

e Mascarar propriedades indesejaveis do material encapsulado
como sabor, odor, pH, propriedades cataliticas, dentre outras;

e Permitir mecanismos de liberacdo controlada das substancias
encapsuladas para fins especificos nos produtos onde esta
veiculada.

Segundo Suave et al. (2006) o material encapsulante (ou de
parede) ¢ selecionado em funcéo das propriedades fisicas e quimicas do
agente ativo, da aplicacdo pretendida e do método utilizado para formar
as microparticulas. Os materiais mais utilizados como encapsulantes,
ainda conforme Suave e colaboradores (2006), incluem:

e Carboidratos: amido, dextrinas, acUcar, xarope de milho,
celuloses;

e Gomas: goma arabica, alginato de sodio, carragena;

e Lipideos: cera, parafina, triestearina, acido estearico,
monoglicerideos e diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas;

e Poliésteres naturais: poli(hidroxialcanoatos), tais como poli(3-
hidroxibutirato) P(3HB), poli(3- hidroxivalerato) P(3HV) e seus
copolimeros;

e Polimeros sintéticos: poli(D, L-acido lactico) (PDLA),
poliacrilatos, copolimeros de polietileno-co-propileno, poli(e-
caprolactona) (PCL);

e Proteinas: glaten, caseina, gelatina, albumina;

¢ Quitosana: fonte alternativa extraida da casca de crustaceos.
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O uso de polimeros biodegradaveis naturais continua a ser uma
drea de pesquisa ativa, apesar do advento de polimeros sintéticos
biodegradaveis. Polimeros naturais permanecem atraentes porque Sdo
encontrados facilmente, relativamente barato e capazes de modificagdes
guimicas (BOGDANSKY, 1990).

A maioria das pesquisas de polimeros naturais tem se
concentrado em proteinas, como colageno, gelatina e albumina, e
polissacarideos, como amido, dextrana, inulina, goma arabica, celulose e
acido hialurénico. A maioria dos sistemas & base de proteinas produz
microesferas sélidas reticuladas em que a substancia ativa esta dispersa
por toda a matriz do polimero. A formulacdo de proteinas em
microesferas foi ditada em grande parte por consideracdes relacionadas
com a sua resisténcia mecénica, estabilidade dimensional e
conformacional e as condi¢des em que a transformacdo é possivel
(BOGDANSKY, 1990).

O encapsulamento pode ser realizado por uma variedade de
métodos. Os dois principais processos industriais sdo a secagem por
pulverizacdo (spray drying) e extrusdo. Liofilizagdo, coacervacdo e
técnicas de adsorcdo sdo também utilizadas industrialmente (MADENE
et al., 2006).

2.3.1 Coacervagdo complexa

A escolha do método de encapsulacdo mais adequado depende do
tipo do material ativo, da aplicacdo e do mecanismo de liberagdo
desejado para a sua acdo. A diferenca basica entre os métodos existentes
estd no tipo de envolvimento ou aprisionamento do material ativo pelo
agente encapsulante, visto que a combinacgdo entre o material e o agente
ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (SUAVE et
al., 2006).

Coacervacdo é a separacdo entre duas fases liquidas em um
sistema coloidal. A fase mais concentrada em componentes coloidais é a
fase coacervada e a outra fase é a solucdo de equilibrio. A separagdo de
fase associativa de dois polimeros em &gua ocorre se existir uma atracao
eletrostatica. Coacervacdo complexa é a coacervacdo causada por
interacdo de duas cargas coloidais opostas (KRUIF, 2004).

Coacervacdo complexa é a separacdo de uma mistura aquosa de
poli-ions binadrios em duas fases distintas de liquidos; uma fase
coacervada densa, rica em poli-ion e uma fase diluida de equilibrio. A
coacervagdo ocorre entre os fons de carga oposta sob condicOes
especificas de pH, forca idnica, peso molecular e proporcao de ions, e 0s
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resultados da competicdo entre as forcas de atracdo elétrica, que tendem
a acumular-se opostamente ions carregados e os efeitos da entropia, que
tendem a dispersa-los (STOTT et al., 1996).

A coacervacao pode ser realizada em meio aquoso ou organico,
dependendo das propriedades fisico-quimicas do polimero que serad
empregado e do material a ser encapsulado (SUAVE et al., 2006).

Ainda segundo Suave et al. (2008), de forma geral, o processo de
microencapsulacdo segue as seguintes etapas:

e Dispersdo do agente ativo a ser encapsulado em uma solucdo do
polimero;

e Inducdo da coacervagdo por algum método descrito
anteriormente, formando goticulas de coacervado;

e Deposicdo das goticulas de coacervado em torno dos nucleos
contendo o principio ativo;

e Coalescéncia das goticulas de coacervado para formar uma
camada polimérica;

e Endurecimento da camada polimérica por meio da difusdo do
solvente, adicdo de um agente reticulante, mudanca de
temperatura etc.

Finalmente, as microcapsulas ou microesferas obtidas sdo
separadas do sistema por centrifugacdo ou filtragdo. A Figura 7
representa as etapas do processo de microencapsulagdo por coacervacao.

A coacervagdo complexa baseia-se na formacdo de um complexo
(coacervato) entre polimeros com cargas opostas, normalmente
proteinas e polissacaridos. Para esse fim, a gelatina é usada em
combinagdo com a goma ardbica em numerosos estudos (CHANG et al.,
2006; FUGUET; PLATERINK; JANSSEN, 2007; ALVIM; GROSSO,
2010; DONG et al., 2011).

Entre os reticulantes utilizados para o enrijecimento da parede
polimérica estdo o glutaraldeido e o formaldeido, como citado por
Fuguet, Platerink e Janssen (2007) e a transglutaminase, citado por
Alvim e Grosso (2010).
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Figura 7 - Representacdo esquematica das etapas do processo de encapsulagdo
por coacervagao

(a) (b) (c)

(d) (e)
Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica
Camada polimérica endurecida

Fonte: Suave et al. (2006).

No presente trabalho, foram utilizados como materiais
poliméricos gelatina associada a goma arabica; como reticulante o
glutaraldeido; e como agentes ativos encapsulados o 6leo de jojoba e o

6leo de hortela.
2.3.2 Material de Parede
2.3.2.1 Gelatina

A gelatina ¢ uma proteina derivada de coldgeno, a principal
proteina estrutural no tecido conjuntivo da pele de animais e 6ssea. A
gelatina € um componente importante em um nimero de produtos de
diferentes inddstrias, como a alimenticia, farmacéutica, indUstrias
fotografica e cosméticos, e ganhou uso generalizado, principalmente
devido a suas propriedades multifuncionais. A propriedade mais valiosa
da gelatina é provavelmente a sua capacidade de formar géis termo-
reversiveis.A temperatura de fusdo de géis de gelatina normalmente fica
a cerca de 35-37 °C (SEGTNAN et al., 2003).

Segundo Segtnan et al. (2003) o processo de obtencdo da gelatina
é dado por procedimentos que tém o objetivo de separar as ligacoes do
colageno, as quais influenciam diretamente as propriedades fisicas e
qguimicas da gelatina. Com isso, as gelatinas comerciais podem ser
agrupadas de acordo com a sua origem, e principalmente pelo processo
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de fabricagdo, sendo as mais comuns entre elas, a do tipo A e a do tipo
B. A gelatina do tipo A € obtida, principalmente, a partir de peles suinas
as quais passam por um tratamento em meio &cido (com pH 5,5); de
acordo com Mascarenhas (2010) possuem ponto isoelétrico entre 7,0 e
9,5. J4 a gelatina do tipo B é obtida a partir de ossos ou pele bovina, que
passa por um tratamento em meio alcalino com pH préximo de 9 e de
acordo com Mascarenhas (2010) possuem ponto isoelétrico em torno de
4,5 a 5,3. Em seguida, os dois tipos de gelatinas passam por varios
processos até a obtencdo de pds. Estas quando secas, para fins de
comercializacdo, usualmente contém em torno de 88% de proteina, 10%
de agua e 2% de sais. Para Meneses (2007) outros tipos de fontes de
colagenos, tais como o0s peixes, também sdo adequados para obtengéo de
gelatina, mas raramente sdo usados na producdo de gelatina, sendo a
pele bovina e pedagos de 0ssos as principais matérias primas utilizadas.

Como a gelatina é produzida diretamente a partir de matérias
primas ricas em colageno, suas estruturas sdo semelhantes. Por isso, a
gelatina é formada por trés cadeias polipeptidicas denominadas de
cadeias a, duas iguais (al) e uma diferenciada (a2), contendo cada uma
1055 e 1029 residuos de aminoacidos, respectivamente. A estrutura
primaria destas unidades é caracterizada pela repeticdo do triplete
Glicina (Gly), com conteido de 33%, Prolina (Pro), 12% e
Hidroxiprolina (Hypro) 11%. No conjunto, sua estrutura é helicoidal na
forma de uma tripla hélice estabilizada por ligacfes de hidrogénio e
interacdes eletrostaticas (Figura 8) (VULCANI, 2004).

Figura 8 - Estrutura do colageno: (a) forma de triplete presente nas matrizes
colagénicas; (b) tropocolageno; (c) hélice tripla

(a) ' (b) ()
Fonte: Vulcani (2004).
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Para Mascarenhas (2010) as proteinas dissociadas em &agua
possuem cargas elétricas dependentes do pH da solu¢do e do seu ponto
isoelétrico (pl). No caso da gelatina ela pode estar na forma anibnica ou
catidnica, conforme apresentado na Figura 9.

Figura 9 - Esquema de aminoéacidos em diferentes pH. (a): pH > pl, forma
anionica; (b): pH < pl, forma catibnica
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Fonte: Mascarenhas (2010).

2.3.2.2 Goma Arabica

Goma ardbica ou goma acacia é um produto obtido pela
dessecacdo espontanea do exsudato dos troncos e dos ramos da Acacia
Senegal (Linne) (GABAS; CAVALCANTI, 2003). E um polissacarideo
complexo, ramificado, neutro ou ligeiramente acido obtido como uma
mistura de calcio, magnésio e sal de potassio (VERBEKEN et al.,
2003).

A Goma Arabica ndo apresenta unidade repetitiva de maneira
regular, porém, o hexassacarideo ramificado, conforme esquematizado
na Figura 10, pode representar a principal subunidade para esta
macromolécula altamente ramificada (FAVARO et al., 2006).

Este polissacarideo tem larga utilizacdo industrial, como um
agente espessante, estabilizante e emulsificante, principalmente na
indGstria de alimentos, mas também na industria téxtil, ceradmica,
litografia, cosméticos e industrias farmacéuticas (VERBEKEN et al.,
2003).
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Figura 10 - Principal unidade repetitiva da Goma Arabica
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2.3.3 Substéancias ativas encapsuladas

Segundo Sacchetti et al. (2005) vem crescendo o interesse pelos
6leos essenciais e seus componentes nas suas varias aplicagbes como
produtos farmacéuticos, alimenticios, cosméticos, entre outros. Isto em
virtude da sua relativa seguranga por serem produtos naturais, pela
grande aceitacdo pelos consumidores e por possuirem propriedades
importantes como atividades antioxidante, antimicrobiana e antiflngica.

Para Ferreira (1991) os 6leos essenciais conferem caracteristicas
de sabores e aromas e apresentam o0s seguintes atributos: néo
influenciam na cor do produto final, sdo livres de enzimas e taninos,
oxidam rapidamente devido as fragcdes de terpenos e sesquiterpenos.

Como os 0Gleos essenciais sdo volateis e também podem ser
oxidados, a microencapsulagdo torna-se uma importante alternativa de
estabilizacdo destes 6leos e também permite agregar valor aos produtos
onde sdo inseridos, aumentando sua eficacia e prolongando sua acéo
(LEIMANN, 2008).

No presente trabalho foram escolhidos os éleos de horteld e de
jojoba para serem encapsulados, devido as suas propriedades.

2.3.3.1 Oleo essencial de Hortela

As plantas do género Mentha, conhecidas popularmente como
hortelds ou mentas, compreendem cerca de 30 espécies diferentes,
pertencentes & ordem Tubiflorae (Lamiales) e familia Lamiaceae. As
hortelds de uso popular mais frequente sdo a hortela-verde (Mentha
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spicata L., Figura 11 (a)); o mentrasto (Mentha rotundifolia Huds);
menta-do-levante (Mentha citrata Ehrhart); Mentha crispa L., Mentha
arvensis L. e a horteld-pimenta (Mentha x piperita L., Figura 11 (b)) a
mais famosa das hortelas, sendo as duas Gltimas as mais ricas em mentol
(Figura 12a) (PEGORARO, 2007). J& o 6leo da Mentha spicata L. é rico
em carvona (Figura 12b) responsavel pelo odor caracteristico de hortela
(JIROVETZ et al., 2002).

A composicdo quimica das espécies e sub-espécies da Mentha
ndo varia muito em termos de grupos quimicos, ocorrendo variacdo
maior nos compostos especificos (MENTZ; BORGIGNON, 2001).

Figura 11 - (a) Mentha spicata L. (b) Mentha x piperita L

(@) (b)
Fonte: Lorenzi; Matos (2008).

Figura 12 - Estrutura quimica (a) do mentol e, (b) da Carvona
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Fonte: Freire (2006).

O género Mentha vem sendo muito utilizado na industria de
farmacos, perfumes, bebidas, alimenticias, higiénicas e tabaco. Também
¢ usado como antifangico (MATOS et al., 2009) e antibacteriano
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52

(SARTORATTO et al., 2004), antiviral (SCHUMACHER et al., 2003),
repelente de insetos (ANSARI et al., 2000), entre outros.

As acbes terapéuticas atribuidas ao 6leo essencial de Mentha
arvensis sdo: antiespasmadica, expectorante, anti-histaminica, colagoga,
carminativa, antiséptica, tonica e estimulante sobre o aparelho
digestorio, antivomitiva e antitérmica (BRITO, 2007).

3.2.3.2 Oleo de Jojoba

O 06leo proveniente da semente da Simmondsia chinensis é um
éster de cera liquida pura e ndo um tipico triglicéride da maioria dos
lipidios presentes nas sementes. Esta cera liquida é composta por ésteres
derivados do C1g, Cyg, C2 € Cyy de acidos e alcodis monoinsaturados. A
estrutura quimica do 6leo de jojoba (Figura 13) atribui a0 mesmo uma
alta estabilidade e resisténcia & oxidacdo e degradacéo, possibilitando
sua estocagem por anos em recipientes devidamente fechados, em
contraste aos 6leos que se tornam rangosos com o tempo (WISNIAK,
1994).

O o6leo de jojoba (Simmondsia chinensis (Link) Schneider)
(Figura 14) e seus derivados tém encontrado uma ampla e crescente
aplicacdo em produtos destinados aos cuidados da pele e dos cabelos
(ZAGUE et al., 2005).

Figura 13 - Estrutura quimica do dleo de jojoba.

/\/W*:/\N\/\/ﬁ.ﬁ =

Fonte: Gunstone, 1990.

Figura 14 - Jojoba (a) Flor feminina; (b) Sementes e éleo.

:\\ [

Fote: Gunstone, 1990.
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Segundo Gunstone (1990), o 6leo de jojoba tem sido utilizado
principalmente pela inddstria cosmética, em xampus, condicionadores e
hidratantes para a pele, devido a sua caracteristica emoliente e
restauradora. E uma boa base cosmética e mesmo depois da utilizacio
durante cerca de dez anos, ndo ha evidéncia de toxicidade. O dleo tem
uma estabilidade oxidativa elevada por isso é cada vez mais utilizado
como um produto farmacéutico para o tratamento de acne, psoriase, e
eczema e também para queimaduras solares e maos rachadas. Ele
controla a oleosidade natural da pele e ndo permite o crescimento
microbiano na pele.

Em 2005, Habashy e colaboradores realizaram um estudo em
ratos do efeito anti-inflamatério do 6leo de jojoba liquido e concluiram
que é eficaz no combate a inflamacdo em diversos modelos
experimentais.

Outras utilizagBes incluem produtos lubrificantes (BISHT et al.,
1993), alimentos (LIMA; NASSU, 1996), entre outros.

2.3.4 Glutaraldeido

Entre os muitos agentes de reticulagdo de proteina disponiveis, 0
glutaraldeido possui caracteristicas Unicas que o tornam um dos
reagentes mais eficazes para formar ligacGes covalentes (reticulacfes ou
“crosslinking™) com varios grupos funcionais de proteinas, como a
amino, tiol, fenol e imidazol, de acordo com Migneault et al. (2004).

O glutaraldeido (GDA) foi introduzido inicialmente na é&rea
biologica, como agente de fixacdo de tecidos, para a sua observacdo
através de microscopia eletronica de transmissdo. Sua funcéo é reagir
com grupos g-amino de residuos de lisina, presentes nas proteinas, para
formar ligagcOes cruzadas por meio de bases de Schiff (-CH=N-) (Figura
16 (1)). Sua aplicacdo estendeu-se posteriormente a outras areas, que
incluem técnicas de imobilizacdo de enzimas e a estabilizacdo de
matrizes colagénicas para varios tipos de aplicacdes, tais como a
confeccdo de valvulas cardiacas ou géis de colageno injetaveis
(YOSHIOKA et al., 1995).

Este agente reticulante é um dialdeido de 5 carbonos, claro,
incolor a amarelo-palido, liquido oleoso penetrante, é solivel em todas
as proporcdes em agua e alcool, bem como em solventes organicos. Em
solucdo pode apresentar-se em pelo menos 13 formas diferentes
dependendo das condicGes, tais como pH, concentracdo, temperatura,
etc (MIGNEAULT et al., 2004).
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Na microencapsulagdo por coacervagdo complexa, as
propriedades dos coacervatos, inicialmente determinada pela natureza
dos polimeros utilizados para elaborar o material de parede da cépsula,
podem ser modificadas por reagBes quimicas com reagentes especificos.
A adicdo de glutaraldeido para microcapsulas de gelatina baseada em
coacervagdo complexa, por exemplo, resulta em uma reticulagéo parcial
tornando as microcapsulas mais resistentes ao calor e a umidade
(FUGUET; PLATERINK; JANSSEN, 2007).

O glutaraldeido pode polimerizar facilmente para formar
estruturas complexas que, por sua vez podem reagir com 0S
biopolimeros do coacervato complexo (FUGUET; PLATERINK;
JANSSEN, 2007).

Hardy et al. (1979) estudaram a reacdo de GDA com a proteina
ovoalbumina e concluiram que existem dois principais produtos de
reacdo. Ambos os compostos sdo com base numa estrutura de piridinio
quaternario (Figura 15), além de outras estruturas nao identificadas.

Figura 15 - Produtos da ligacdo cruzada de GDA baseada em ions piridinio
quaternario
(a) (b)
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Fonte: Hardy et al. (1979).

Além do uso na reticulagdo da parede polimérica de
microcapsulas de gelatina e goma arabica, o glutaraldeido também é
utilizado para imobilizacdo de enzimas, sendo muito citado na literatura
existente, mas ainda ndo ha acordo sobre as principais espécies reativas
gue participam no processo de reticulacdo, porque as formas
monoméricas e poliméricas estdo em equilibrio (MIGNEAULT et al.,
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2004). Ele pode reagir com proteinas por varios meios, tais como base
de Schiff ou adicdo de Michael, como mostra a Figura 16.

Figura 16 - Reagdes do glutaraldeido com proteinas, base de schiff (1) e Adigéo
de Michael (2)
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Fonte: Migneault et al. (2004).

Um estudo realizado por Todorova et al. (2007), avaliou a
possibilidade da utilizacdo de algoddo como matriz para a liberagédo
controlada de corante reativo como composto modelo. O tecido tingido
com corante reativo foi revestido com uma enzima celulase imobilizada
com glutaraldeido. A liberagdo do composto modelo foi realizada
através da hidrdlise das fibras de algoddo pela ativacdo da enzima em
tampé&o suor, onde o aumento da concentragdo de corante foi observado.
Os resultados confirmaram a viabilidade do algoddo como matriz
natural para sistemas controlados mostrando este método como uma
técnica promissora para liberar substancias em roupas de algodao, como
fragrancias. A Figura 17 mostra uma possivel ligacdo cruzada entre a
celulose, a enzima e o glutaraldeido citados no trabalho.

Figura 17 - Possibilidade de ligacdo cruzada entre a celulose, enzima e
glutaraldeido
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Fonte: Todorova et al. (2007).

Para 0 processo de imobilizacdo podem ser utilizados varios tipos
de agentes reticulantes para ligar a molécula desejada ao suporte. Estes
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reticulantes sdo moléculas de massa molecular muito menor que a massa
molecular da cadeia principal entre duas ligacbes cruzadas consecutivas
e normalmente apresentam, no minimo, dois grupos funcionais reativos
gue permitam a formacdo de ponte entre cadeias poliméricas
(OREFICE, 2006).

2.3.5 Aplicagbes de Microcapsulas e avaliacdo da liberagéo
controlada.

Na microencapsulagdo, em geral, o numero de aplicacBes
comerciais na industria téxtil continua a crescer particularmente nas
industrias téxteis da Europa Ocidental, Japdo e América do Norte. O
movimento pelos paises mais desenvolvidos em tecidos com
propriedades novas e valor agregado, em téxteis técnicos e para a area
médica, por exemplo, tem incentivado a indUstria a utilizar processos de
microencapsulacdo como um meio de transmitir acabamentos e
propriedades em produtos téxteis que ndo eram possiveis ou custo-
beneficio favorecia outra tecnologia. Vém crescendo o interesse dos
fabricantes de téxteis em aplicativo de fragrancias duraveis, bem como
hidratantes de pele (NELSON, 2002).

Outras aplicagcBes potenciais incluem repelentes de insetos
(SPECOS et al., 2010), corantes (CHANG et al., 2003), vitaminas (SHI;
TAN, 2002), enzimas (NARITA et al., 2009), em aplicacdes médicas
especificas (VERGARO et al., 2011), antibiéticos (PETITTI;
BARRESI; VANNI, 2009), horménios (TAKADA et al., 2003), entre
outros.

Chang et al. (2006) encapsularam éleo de cnfora com adicéo de
poliestireno, em microcapsulas de gelatina e goma arabica obtidas pelo
método de coacervacdo, utilizando glutaraldeido como reticulante. Foi
avaliada a liberacdo do 6leo e o comportamento das capsulas preparadas
em diferentes condi¢Ges. Obtiveram uma eficiéncia de encapsulacdo em
torno de 99,6% e a liberacdo do 6leo ocorre de forma exponencial,
normalmente a uma taxa mais elevada no inicio. A Figura 18 apresenta
as microcapsulas produzidas pelos autores.
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Figura 18 - Micrografia das microcapsulas de gelatina e goma arabica contendo
6leo de canfora

Fonte: Chang et al. (2006)

Dong et al., (2011) analisaram a morfologia e o perfil de
liberacdo para microcapsulas obtidas por coacervacdo complexa
contendo 6leo de hortela-pimenta, utilizando como reticulante
transglutaminase. Os autores observaram que as microcapsulas em
solucdo possuiam formato esférico, transparentes e multinucleadas.
Verificaram que quanto menor a espessura da microcapsula maior era a
taxa de liberacdo em agua quente. J& em agua fria a liberacdo foi mais
lenta. Sendo assim, as microcdpsulas possuiam uma excelente
estabilidade de armazenamento em agua fria.

Alvim e Grosso (2010) analisaram o tipo de reticulacdo e o
processo de secagem na liberacdo do encapsulado para microcapsulas
obtidas por coacervagdo complexa. Partl'culas Umidas reticuladas com
glutaraldeido na concentracdo de 1,0 mM.g™* de protel'na foram mais
eficientes na retencdo do recheio comparadas a 0,1 mM.g* de proteina
ou reticuladas com transglutaminase (10 U.g™* de proteina). A secagem
influiu fortemente no perfil de liberagdo do recheio, reduzindo a
quantidade liberada para todas as amostras secas.

No estudo realizado por Specos e colaboradores (2010) foram
elaboradas microcapsulas pelo método de coacervacdo complexa
contendo Oleo essencial de citronela. Estas foram posteriormente
aplicadas em tecidos de algoddo, por meio de banho de revestimento
aquoso, a fim de avaliar a eficiéncia da repeléncia do tecido. A Figura
19 apresenta as microcapsulas elaboradas pelos autores e a Figura 20
apresenta o tecido sem e com o tratamento.
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Figura 19 - Microfotografias 6pticas das microcapsulas contendo 6leo essencial
de C|tronela x100

Fonte Specos et al. (2010)

Figura 20 - Micrografias do tecido ndo tratado (a) e do tecido tratado com as
microcapsulas (b).

Fonte: Specos et al. (2010).

O tecido tratado com as microcapsulas de citronela apresentou
uma protegdo maior quando comparados com outros métodos, o efeito
repelente foi superior a 90% por trés semanas.

Rodrigues et al. (2009) verificaram a aplicacdo de microcapsulas
de poliuretano/uréia contendo fragrancia em substrato téxtil. A aplicacéo
foi realizada pelo Foulard, sendo que a solucdo de aplicagdo continha as
microcapsulas, um amaciante e poliéter poliuretano como agente de
auto-reticulacdo. Apds a aplicacéo o tecido foi seco por 3 min a 100°C e
termofixado a 140°C durante 3 min. A Figura 21 apresenta as
microcapsulas impregnadas no tecido.
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Figura 21 - Micrografias dos tecidos tratados (a)500x; (b)1500x
T 4
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(a) (b)
Fonte: Rodrigues et al. (2009).

As microcépsulas utilizadas neste trabalho sdo formadas por
materiais biopoliméricos e os 6leos encapsulados sdo naturais. As
microcapsulas podem ser aplicadas ao tecido de algoddo no processo de
acabamento do mesmo, ndo necessitando de maiores desprendimentos
de energia. Visto o exposto, este trabalho vem a contribuir para a
introducdo de tecnologias emergentes no setor téxtil, especificamente na
microencapsulacdo de fragrancias e sua aplicacdo em tecidos de
algodao, visando agregar maior valor ao produto final.
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CAPITULO 111

Neste capitulo estdo apresentados os materiais e métodos,
resultados e discussbes e as conclusdes, relacionados a avaliagdo da
enzima livre e imobilizada e a formacdo das microcapsulas e
imobilizagdo da enzima na parede polimérica.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Transferéncia de Massa — LABMASSA em parceria com o Laboratorio
de Controle de Processos — LCP, ambos do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina. A pesquisa foi realizada com apoio do
Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica-LCME-UFSC.

3.1 MATERIAIS E METODOS

Esta secdo apresenta os materiais, bem como a descri¢do dos
procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental desta
etapa do trabalho.

No item “Reagentes e materiais” estdo descritos 0s principais
reagentes e materiais utilizados durante toda a fase experimental,
incluindo os procedimentos descritos nos préximos capitulos.

No item “Preparo de solugdes” estdo apresentadas as solugdes
utilizadas durante toda a fase experimental, incluindo os procedimentos
descritos nos proximos capitulos.

3.1.1 REAGENTES E MATERIAIS

O tecido 100% algoddo, pré-alvejado e sem branqueamento
optico e o amaciante foram gentilmente doados pela empresa
Coteminas®.

A gelatina farmacéutica tipo A e o 6leo essencial de horteld foram
doados gentilmente pelas empresas Gelita do Brasil e Duas Rodas,
respectivamente.

O 6leo de jojoba utilizado € da marca Ferquimica.

A enzima utilizada neste estudo foi a enzima papaina originaria
da Carica papaya em pé com atividade enzimatica, fornecida pelo
fabricante, de 3,1 U/mg da marca Sigma. Esta enzima foi escolhida
devido sua caracteristica de hidrolisar proteinas como a gelatina,
clivando ligacGes peptidicas e devido sua faixa de acdo em relacdo ao
pH e temperatura serem as desejadas neste estudo.
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Os reagentes utilizados durante o desenvolvimento do trabalho,

bem como os equipamentos, estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Principais reagentes quimicos e equipamentos utilizados.

Reagente Marca

Acetato de sddio Anidro P.A. Nuclear
Acido acético glacial P.A. Biotec
Acido o-fosférico 85% P.A. Lafan
Acido Tricloroacético P.A. ACS Vetec
Alcool etilico absoluto Nuclear
Amaciante -
Azul de Coomassie Brilhante G 250 Vetec
Caseina pura Synth
Cloreto de ambnia Lafan
Cloreto de sédio Synth/Vetec
EDTA Sal Dissodico P.A Vetec
Enzima papaina Sigma
Fosfato de potassio monobasico P.A. Lafan
Fosfato de sddio dibasico dihidratato Sigma-Aldrich
Gelatina farmacéutica tipo A Gelita
Glutaraldeido (sol. 25% em agua) Vetec
Goma arébica Vetec
Hidroxido de amonio Neon
Hidréxido de sédio Nuclear
L-Cisteina Cloridrato P.A Vetec
L-Cisteina Cloridrato P.A. Vetec
L-Tirosina P.A. Synth
Oleo de jojoba Ferquimica
Oleo essencial de hortela Duas Rodas
Uréia Vetec

Equipamento MarCamodelo
Agitador magnético Dist
Balanca analitica Mettler Toledo
Banho termostatico Dist
Cromatografo Gasoso Shimadzu gc.2010aF
Espectrofotdmetro UV-VIS mini 1240 Shimadzu
Foulard Mathis vy
Liofilizador Liotop 1101
Mastersizer Malvern Instruments 5qq0
Microscopio eletrdnico de varredura Jeol JSM-6390LV




63

Continuagdo

Microscépio 6tico trinocular Bioval |_og00a
MiniScan EZ HunterLab 45001
Peneira 400Mesh, 38Mic Endecotts
pHmetro Quimis

Rama Mathis | Te.s
Ultra-Turrax IKA® T25 digital IKA

3.1.2 PROCEDIMENTOS
3.1.2.1 Preparo das Solucdes
3.1.2.1.1 Solucdo tampdo fosfato e Solugédo tampdo acetato

A solucdo de tampdo fosfato foi inicialmente preparada duas
soluces, uma de fosfato de sodio dibasico dihidratado 50 mM e a outra
de fosfato de potassio monobasico 50 mM. Sob agitacdo magnética, foi
dosando-se um pouco de cada fosfato até que se alcancasse o pH
desejado.

A solugdo de tampdo acetato, inicialmente foi preparado uma
solucdo de acetato de sddio 50 mM e a esta foi adicionado aos poucos a
solucdo de &cido acético glacial 50 mM, até que se alcancgasse o pH
desejado.

Estas solugbes foram utilizadas na avaliagdo do pH e da
temperatura de operacdo 6tima. A solugdo tampdo fosfato também foi
utilizada ao longo dos experimentos.

3.1.2.1.2 Solucéo de enzima papaina

A solucdo de enzima foi preparada diluindo a quantidade
necessaria de enzima, para a concentracao final de 1 mg/mL, na solugédo
de tampdo fosfato ou acetato no pH desejado.

Esta solucdo foi utilizada na avaliagdo do pH e da temperatura de
operacdo 6tima da enzima.

3.1.2.1.3 Solucéo de caseina

A solucdo de caseina foi preparada diluindo a quantidade de
caseina necessaria para concentracdo de 2,5% (m/v), em 20 mL da
solucéo de fosfato de sddio dibasico dihidratado 50mM contendo 3 mL
de NaOH 1 M, sob agitagdo magnética constante. Apds completa
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dissolucdo da caseina, foi ajustado o pH desejado com as solucdes de
fosfato de sodio dibasico dihidratado 50mM e a de fosfato de potassio
monobasico 50 mM, para um volume final de 100 mL.

Esta solucdo foi utilizada na avaliagdo do pH e da temperatura de
operacdo Otima, na determinacdo de atividade enzimatica e em todos 0s
experimentos que avaliaram a a¢éo da enzima.

3.1.2.1.4 Solucao ativadora

Preparou-se a solucdo de L-cisteina 50 mM diluindo a quantidade
necesséria em tampéo fosfato 50 mM pH 7,5. Para a solucdo de EDTA
seguiu-se 0 mesmo procedimento, para uma concentracdo final de 20
mM. A solucgdo ativadora foi preparada colocando 50% de cada solugéo.

Esta solucdo foi utilizada em todos o0s experimentos que
avaliaram a acdo da enzima.

3.1.2.1.5 Solucdo de L-Tirosina e de Albumina Serica Bovina (BSA)

As solugBes de L-Tirosina e de BSA foram preparadas para
construir as curvas de calibracdo, para leituras em espectrofotdmetro. A
curva padréo de L-Tirosina foi utilizada para determinacao de atividade
enzimatica e a curva de BSA utilizada para a determinagdo de proteina.
A solucgdo de L-Tirosina foi prepara em tampéo fosfato 50 mM pH 7,5,
variando as concentracdes de 0 a 1 mg/mL (0 a 5,52 pmol/mL). J& a
solucBdo de BSA foi preparada em &agua destilada, variando a
concentracdo de 0 a 1 mg/mL.

3.1.2.2 Determinagdo de Proteina

Para a determinacdo de proteina foi utilizado o Método de
Bradford (1976), o qual se baseia da ligagdo do corante Azul de
Coomassie BG-250 com grupos funcionais basicos ou aromaticos das
proteinas. Para isso ocorrer, a proteina deve ter estrutura
macromolecular. A ligacdo ocorre muito rapidamente cerca de dois
minutos e permanece por até uma hora (BRADFORD, 1976). Segundo
Zaia, D.; Zaia, C. e Lichtig (1998), no pH de reacdo, a interacdo entre a
proteina de alto peso molecular e o corante provoca o deslocamento do
equilibrio deste para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595
nm.

O Reagente de Bradford foi preparado com 100 mg do corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 dissolvido em 50 mL de etanol e 100
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mL de acido o-fosférico (85%). Apds homogeneizacdo da mistura foi
adicionado &gua destilada até completar o volume de 1000 mL. A
solucdo foi filtrada, em sistema a vacuo e armazenada em frasco ambar.

A concentracdo de proteina total foi determinada pela adicdo de
100 pL da amostra em 5 mL do Reagente de Bradford. Agitou-se e apds
5 min foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. A curva de
calibracdo foi realizada utilizando Albumina Sérica de Bovino (BSA)
como padrdo na faixa de 0 a 1 mg/mL.

3.1.2.3 Quantificacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Arnon (1970), também utilizada por
Nitsawang (2006), com algumas modificacBes. Este método utiliza
caseina como substrato.

A hidrélise da caseina pela enzima papaina fornece como produto
L-Tirosina, o qual é medido por espectrofotdmetro e quantificado por
meio da curva de calibrago pré estabelecida entre as concentractes de 0
e 1 mg/mL.

A mistura de reacdo contendo 2 mL de solucdo da enzima
papaina 1 mg/mL, 0,5 mL da solugdo ativadora e 2 mL da solucdo de
caseina 2,5% (m/v), foi incubada a 37°C por 5 min. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%
(m/v), permanecendo em repouso até entrar em equilibrio com a
temperatura ambiente. Em seguida foi centrifugada a 6484,4 xg, durante
5 min e a leitura de absorbéancia do sobrenadante foi realizada, com o
branco sendo a enzima acrescentada ap6s a adi¢do do TCA 10% (m/v),
em espectrofotbmetro a 275 nm.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir 1umol de L-
Tirosina por minuto, nas condi¢cBes experimentais. A atividade
especifica foi calculada dividindo-se a atividade total (U/mL) pela
concentracdo de proteina contida na enzima e expressa como U/mg de
proteina. A atividade para a enzima imobilizada foi calculada dividindo-
se a atividade total (U/mL) pela concentracdo de microcapsulas
inseridas no meio, expressa como U/mg de suporte.
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3.1.2.4 Cinética de Hidrdlise da caseina pela a¢do da enzima livre e
pela enzima imobilizada

Os ensaios da cinética de hidrolise da caseina pela enzima livre
foram realizados em reator, contendo 50 mL da solucdo de caseina 2,5%
(m/v), 10 mL da solucdo ativadora e 40 mL da solugdo da enzima
papaina 1 mg/mL. A reacdo aconteceu em banho termostatico a
temperatura de 37°C, sob agitacdo de 100 rpm/min. Periodicamente
foram retiradas aliquotas de 1,5 mL, as quais foram acrescentadas 1 mL
de &cido tricloroacético (TCA) 10% (m/v) para interromper a rea¢do. A
amostra foi centrifugada a 6484,4 xg, durante 5 min e o sobrenadante foi
analisado em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 275 nm.
Para a enzima imobilizada, a cinética de hidrélise da caseina para
determinacdo da atividade enzimatica foi determinada seguindo o
mesmo procedimento anterior, porém acrescentando 5 g de
microcapsulas em 50 mL da solucdo de caseina 2,5% (m/v), 10 mL da
solucdo ativadora e 40 mL da solucéo tampdo 50 mM pH 7,5. Aliquotas
de 1,5 mL foram retiradas periodicamente e acrescentado 1 mL de TCA
10% (m/v). Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 6484,4 xg,
durante 5 min e o sobrenadante analisado em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 275 nm.

3.1.2.5 Avaliagdo do 6leo de horteld, 6leo de jojoba e amaciante
sobre a agdo da enzima livre

A inibicdo causada pelo 6leo de horteld, 6leo de jojoba e pelo
amaciante sobre a agdo da enzima foi avaliada. A concentracdo de
amaciante adotada para o ensaio foi a mesma praticada na indUstria para
aplicacdo no tecido, ja as concentragdes dos 6leos, desejou-se que fosse
superior a aplicada para a encapsulacdo (8,33 mg/mL) e com isso
garantir o excesso e a maxima interferéncia.

Em 15 mL da solu¢do do composto desejado (amaciante (150
mg/mL) ou 6leo de horteld (50 mg/mL) ou 6leo de jojoba (50mg/mL)),
foi adicionado 10 mL da solucdo de enzima 1 mg/mL e 5 mL da solucéo
ativadora. Esta solucdo permaneceu em temperatura ambiente por 5min
e em seguida foi adicionado 15 mL da solucéo de caseina 2,5% (m/v).
Todas as solugdes possuem o pH 7,5. A reacdo aconteceu em banho
termostatico com agitacdo de 100 rpm/min, a 37°C por 1 h.
Periodicamente foram retiradas aliquotas de 1 mL nas quais foram
adicionados 1 mL de TCA 10% (m/v) para interromper a reagdo,
permanecendo em repouso até entrar em equilibrio com a temperatura
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ambiente. Apo6s, centrifugou-se a 6484,4 xg, durante 5 min e o
sobrenadante analisado em 275nm. O ensaio para o controle foi
realizado adicionando 15 mL de tampéo fosfato 50 mM pH 7,5 no lugar
dos compostos estudados. O branco foi preparado acrescentando a
enzima apo6s a adicdo do TCA 10% (m/v).

3.1.2.6 Formagcao das microcapsulas e Imobilizacdo da enzima

As microcapsulas foram formadas seguindo a metodologia
proposta por Alvim (2005) e adaptada por Venturelli (2012), porém com
algumas modifica¢fes, como por exemplo, o acréscimo da enzima na
etapa de reticulagéo.

O Fluxograma apresentado na Figura 22 ilustra o procedimento
seguido. Preparou-se 50 mL de solugdo de gelatina 2,5% (m/v), a qual
permaneceu sob agitacdo em agitador magnético com chapa de
aquecimento até atingir a temperatura de 45°C. A esta solucdo
acrescentou-se 2,5 mL de 6leo (jojoba ou horteld) e agitou-se em ultra-
turrax a 16000 rpm por 1 min, formando uma emulsdo. Paralelamente
foram preparados 50 mL de solugdo de goma arabica 2,5% (m/v) sob
agitacdo em agitador magnético com chapa de aquecimento até atingir
45°C.

A emulsdo formada anteriormente foi acrescentada na solucéo de
goma arabica, a qual permaneceu sob agitacdo magnética por 10 min.
Em seguida, acrescentou-se 200 mL de agua deionizada a 45°C, agitou-
se por mais 10 min e foi realizada a correcdo do pH para 4, com adicao
da solucdo de acido acético 0,5 M, permanecendo sob agitacdo por 10
min. Posteriormente, submeteu-se a solugdo ao resfriamento até 10°C
ainda sob agitacdo. Ap0s, acrescentou-se 3 mL de Glutaraldeido e a
guantidade desejada de enzima. Nessa etapa de reticulacdo foi
acrescentada a enzima para que fosse imobilizada na parede polimérica
das microcépsulas. A solucdo permaneceu sob agitacdo magnética a
10°C por 16 h.
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Figura 22 - Fluxograma do processo de obtencdo das microcépsulas contendo a
enzima imobilizada na parede polimérica da capsula.

50 mL solugéo
gelatina 2,5% (m/v),
45°C

) 50 mL solugéo
Oleo 2,5mL goma arabica 2,5%
A (mlv), 45°C

Emulsificacdo
Ultra Turrax >
16000rpm/min. Y

Agitagdo magnética
10 min

Agua deionizada
200 mL, 45°C

A

Agitagéo magnética
10 min

Corregdo pH 4,0
(Ac. acético 0,5M)

’

Agitagéo magnética
10 min

A

Resfriamento 10°C

Glutaraldeido 3mL.
Enzima em p6.

:

A

Agitagéo magnética
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G/Iicrocépsulas com a enzima papaina imobilizada

na superficie externa.

Ap0s o preparo das microcapsulas, as mesmas foram peneiradas
em peneira de 400 Mesh e lavadas com 200 mL de &gua destilada
gelada, como mostra a Figura 23. As amostras foram armazenadas em
refrigeracdo a 4°C. A agua residual e de lavagem foram submetidas a
determinacdo de atividade (seguindo o método descrito no item 3.3.3).

Avaliou-se qual a melhor concentragdo de enzima para a
imobilizacdo. As concentracfes analisadas foram de 1; 0,5; 0,25; 0,1 e
0,05 mg/mL, para ambos os 6leos. A melhor concentracdo foi aquela
gue possibilitou a peneiracéo, a liofilizacdo e a solubilizacdo novamente
da microcapsula, para entdo ocorrer a hidrélise pela ativacdo da enzima
a 37°C e a liberagdo do dleo encapsulado.

Para visualizacdo das microcépsulas foi utilizado o microscéopio
6tico que se encontra no Laboratdrio de Controle de Processos — LCP,
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do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos —
UFSC.

Figura 23 - Etapa de lavagem das microcdpsulas contendo éleo de horteld com a
enzima imobilizada na parede polimérica.

" S - &

3.1.2.7 Avaliacdo da acdo da enzima na hidrélise das microcapsulas

Com o intuito de verificar se a enzima realmente hidrolisava as
microcapsulas na temperatura desejada, adicionou-se em 2 mL de
tampdo fosfato 50 mM pH 7,5, 0,5 g de microcépsulas contendo a
enzima imobilizada, a solugdo foi mantida sob agitacdo (100 rpm/min)
por 60 min a 37°C. O controle foi realizado nas mesmas condi¢oes,
porém foram utilizadas as microcépsulas sem a enzima imobilizada. Ao
fim, foi analisada em microscépio Gtico a presenca de microcépsulas no
meio, para ambos 0s casos.

3.1.2.8 Rendimento da imobilizagdo

Calculou-se o rendimento de imobilizacdo ao final da reacdo de
encapsulacdo, considerando-se assim a presenga do 6leo de jojoba e 0s
interferentes inerentes do processo.

O rendimento de imobilizagcdo foi determinado seguindo o
proposto por Arnon (1970) e Lei (2004), pela Equacéo a seguir.

.100

A-B) (01)
A

Rendimento de imobilizagdo (%) =

Onde:
A = Representa a atividade da enzima inicial.



70

B = Atividade da &gua residual e da agua de lavagem ap6s o
procedimento de imobilizag&o.

As atividades foram determinadas conforme descrito no item
3.1.2.3.

3.1.2.9 Liofilizag&o das microcapsulas

A liofilizacdo foi realizada no Laboratério de Propriedades
Fisicas de Alimentos — PROFI, do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos - UFSC, utilizando o Liofilizador
L101. As amostras foram congeladas em contato com o condensador a
-60 £2°C (em media 12h) e em seguida submetidas a liofilizacdo (em
média 24h).

3.1.2.10 Determinagdo da distribuicho de tamanho das
microcapsulas

A distribuicdo de tamanho das microcapsulas foi avaliada apenas
para as microcapsulas contendo 6leo de horteld. A técnica de analise foi
a de difratometria a laser utilizando o equipamento Mastersizer 2000 no
Laboratério de Farmacotécnica, do Departamento de Farméacia — UFSC.
Este equipamento tem como principio a difracdo a laser para determinar
a distribuicdo do tamanho das particulas na faixa de didmetro entre 20
nm a 2000 pum.

As microcépsulas ap06s a reacdo de obtencdo foram peneiradas em
peneiras de 400Mesh, lavadas com agua destilada e armazenadas para
posterior analise. A agua foi utilizada como meio nao-solvente.

A anélise fornece o didmetro médio (D43) das particulas e
medidas do didmetro da microcdpsula denotadas do s, dos € dog, bem
como 0 SPAN. dp; indica que 10% da distribuicdo de tamanho da
microcapsula é inferior valor de do; e 0 pardmetro dg o indica que 90%
da distribui¢do de tamanho da microcépsula é inferior ao valor de dgo. J&
do s € 0 parametro que divide a distribuicdo percentual de volume obtida
exatamente na metade, ou seja, 50% do volume total das microcapsulas
da fase dispersa encontram-se abaixo do valor de dys € 50% encontram-
se acima dele. O SPAN ¢ indicativo de polidispersdo ou monodisperséo
das particulas. Pode ser calculado pela equacéo a seguir.

doo—dos (02)

SPAN =
dos
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3.1.2.11 Determinagdo do pH e da temperatura 6timos para a
enzima livre e para a enzima imobilizada

A determinacdo do pH e da temperatura 6timos foram obtidos
realizando-se ensaios de hidrolise da caseina para diferentes pH e
diferentes temperaturas. Os pH avaliados foram de 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5
e 8, ja as temperaturas foram de 25, 37, 45, 50, 55 e 60°C. Para a enzima
livre, em 2 mL da solugdo de caseina (2,5% (m/v)) preparada no pH
desejado, adicionou-se 2 mL da solucdo de enzima (1 mg/mL)
(preparada no pH desejado) e 0,5 mL da solugéo ativadora. Esta mistura
permaneceu em banho termostatico, sob agitacdo, na temperatura
desejada e ap6s 5 min foi acrescentado 2 mL de TCA 10% (m/v) para
interromper a reagdo. Em seguida centrifugou-se a 6484,4 xg, durante 5
min e o sobrenadante analisado em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 275nm.

Para a enzima imobilizada seguiu-se 0 mesmo procedimento,
acrescentou-se 0,5 g de enzima imobilizada em 2 mL da solugdo de
caseina (2,5% (m/v) preparada no pH desejado) e 0,5 mL da solucéo
ativadora, permanecendo na temperatura desejada por 10 min. Em
seguida acrescentou-se 2 mL de TCA 10% (m/v). Apds a centrifugacéo
o0 sobrenadante foi filtrado em papel filtro qualitativo e analisado em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 275 nm.

3.1.2.12 Avaliagdo do tempo de meia vida da enzima imobilizada

A avaliagdo do tempo de meia vida da enzima imobilizada foi
realizada para a temperatura de 37°C. Para tanto, foi submetido 0,150 g
de microcapsulas liofilizadas em 2 mL de tampéo fosfato 50 mM pH
7,5, as quais permaneceram incubadas na temperatura desejada e sob
agitacdo por diferentes tempos: 5, 10, 20, 25, 30, 60, 120 min. Ao fim de
cada tempo foi adicionado 2 mL da solucdo de caseina 2,5% (m/v), a
mistura reagiu por 10 min na temperatura desejada, sob agitacdo e entdo
acrescentou-se 2 mL TCA 10% (m/v) para interromper a rea¢do. Apos
entrar em equilibrio com a temperatura ambiente foi submetida a
centrifugacdo a 6484,4 xg, durante 5 min e o sobrenadante foi filtrado
em papel filtro e analisado em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 275 nm.

O tempo de meia vida é o tempo necessario para que a enzima
diminua em 50% sua atividade.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

Serdo apresentados neste item os resultados obtidos para a
microencapsulacéo do 6leo essencial de horteld e para o 6leo de jojoba,
e a avaliagdo da enzima livre e imobilizada. Sendo que o objetivo
principal foi obter microcapsulas com a enzima imobilizada. Desta
forma, serdo apresentadas as seguintes se¢des:

a- Determinacéo de proteina;

b- Avaliacdo da influéncia do 6leo de jojoba, dleo de horteld e do

amaciante sobre a acdo da enzima livre;

c- Obtencao das microcapsulas contendo a enzima imobilizada;

d- Rendimento da imobilizagdo;

e- Distribui¢do de tamanho das microcéapsulas;

f- Determinacdo do pH e temperatura 6timos para a enzima livre

e imobilizada;

g- Determinacdo da atividade enzimatica da enzima livre e da

enzima imobilizada;

h- Verificagdo do tempo de meia-vida para a enzima

imobilizada.

3.2.1 DETERMINACAO DE PROTEINA

A determinacdo de proteina permite avaliar o grau de pureza da
enzima, uma vez que pode conter impurezas oriundas do processo de
obtencdo e purificacdo da mesma. Esta analise foi realizada utilizando a
metodologia de Bradford (1976). A concentracdo encontrada em 1
mg/mL da solucdo de enzima foi de 0,402 mg/mL + 0,03 de proteina.
Isto é, ha 0,402 mg de proteina/mg do pé enzimatico. Indicando que a
enzima contém aproximadamente 60% de outros componentes e apenas
40% de proteina. Esta concentracdo pode variar de acordo com o tipo de
enzima e sua origem.

Capucho (2006) em seu estudo avaliou a enzima papaina de
origem Carica papaya fornecida por dois fabricantes e a concentragdo
de proteina encontra foi de 0,119 mg de proteina/mg de matéria prima
para o fabricante A, e 0,847 mg de proteina/mg de matéria prima para o
fabricante B.



73

3.2.2 AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO OLEO DE JOJOBA,
OLEO DE HORTELA E DO AMACIANTE SOBRE A AGAO DA
ENZIMA LIVRE

A atividade da enzima pode ser influenciada por varios fatores,
como temperatura, pH, inibidores presentes no meio reacional, entre
outros. Em virtude disso, avaliou-se a acdo da enzima sob a influéncia
dos 6leos a serem encapsulados, jojoba e horteld, uma vez que a enzima
permanece em contato com estes 6leos durante o processo de formacéao
das microcapsulas; e do amaciante, pois as microcapsulas podem ser
aplicadas direto com 0 amaciante ao tecido de algodéo.

A Figura 24 apresenta o perfil de hidrélise da caseina 2,5% (m/v)
pela acdo da enzima livre 1 mg/mL sob diferentes possiveis inibidores.
Pode-se observar que no tempo de 60 min todos 0s componentes
analisados influenciaram na acéo da enzima quando comparados com a
hidrélise controle. O 6leo de jojoba foi 0 que interferiu em menor escala,
cerca de 8%, o amaciante em torno de 17,5%, sendo o 6leo de horteld o
maior inibidor da papaina, cerca de 85%, o desvio médio para todos o0s
ensaios foi de £0,03.

A inibigdo sofrida pela enzima, neste caso, torna-se interessante,
pois pode ajudar na sua estabilidade, porém uma inibi¢do muito alta
aumenta o custo de producdo, j& que seria preciso utilizar uma
guantidade maior de enzima.

Figura 24 - Influéncia do amaciante e dos 6leos de jojoba e horteld sobre a agéo
da enzima livre na hidrolise da caseina.
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O Oleo de jojoba é constituido principalmente de ésteres
derivados do Cig, Cyg, Cyy € Cos de acidos e alcodis monoinsaturados,
como descrito anteriormente, e estes constituintes provavelmente néo
interferem significativamente na acdo enzimatica.
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O amaciante possui surfactante na sua composigdo, alguns
surfactantes podem inibir a aclo enzimatica. Porém, enzimas
apropriadas (principalmente proteases, amilases, celulases ou lipases)
tém sido testadas e utilizadas como componentes em detergentes.
Proteases sdo frequentemente utilizadas para este propésito (SAFARIK;
SAFARICOVA, 1994).

Ja o dleo de horteld afeta consideravelmente a agdo catalitica da
papaina, provavelmente em virtude do mentol presente na sua
composic¢do. O 6leo essencial de Mentha possui a¢do contra varias cepas
bacterianas, tais como: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterobacter aerogenos, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus falcium, entre outras, bem como
no combate a levedura Candida albicans (BRITO, 2007).

3.2.3 FORMACAO DAS MICROCAPSULAS CONTENDO A
ENZIMA IMOBILIZADA

Seguindo a metodologia proposta por Alvim (2005) e adaptada
por Venturelli (2012), foram obtidas as microcapsulas contendo o
encapsulado (6leo de horteld ou de jojoba) e a enzima imobilizada na
superficie externa das mesmas.

A imobilizac8o da enzima aconteceu na etapa de reticulacéo das
microcapsulas com glutaraldeido. Nesta etapa, os dois sitios reativos do
glutaraldeido podem reagir com os grupos amino livres das proteinas,
gelatina e papaina, e deste modo criar intra e inter-ligagdes cruzadas.

Uma vez imobilizada na microcapsula a enzima deve agir, sob
condi¢des desejadas, hidrolisando as microcapsulas e liberando o 6leo
ou fragrancia encapsulado. Pode-se observar na Figura 25 que as
microcapsulas obtidas possuem formato proximo ao esférico, na maior
parte multinucleada e com parede transparente. A morfologia das
mesmas ndo é alterada com a presenca da enzima, conforme
comparativo entre as figuras (a) e (b) na Figura 25, para as microcapsulas
contendo 6leo de horteld. As caracteristicas apresentadas sdo as mesmas
para as microcpsulas contendo 6leo de jojoba, como se observa entre as
figuras (b) e (c) na Figura 25.
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Figura 25 - Microcapsulas (a) contendo 6leo de horteld sem a enzima
imobilizada; (b) contendo 6leo de horteld com a enzima papaina imobilizada
(0,25mg/mL); e (c) contendo 6leo de jojoba com a enzima papaina imobilizada

(0,05mg/mL). Lente com aumento de 100x.
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Yeo e colaboradores (2005) encapsularam em microcapsulas de
gelatina e goma arébica pelo método de coacervacdo complexa, 6leo
natural para alimentos cozidos, com o objetivo de manter o sabor do
alimento apds o congelamento. As microcapsulas obtidas por estes
autores sdo multinucleadas, esféricas e com parede transparente,
caracteristicas semelhantes as microcapsulas do presente trabalho.
Porém, ndo houve a reticulagio com algum tipo de enzima nas
microcapsulas, sendo este processo um diferencial do presente trabalho.

Apos verificar que a metodologia de formagdo das microcépsulas
foi satisfatéria, seguiu-se com a otimizacdo da imobilizacdo, sendo
entdo determinada qual a melhor concentracdo de enzima para essa
etapa.

A concentracdo de imobilizacdo da enzima foi considerada 6tima
qguando possibilitou a peneiracdo, a liofilizacdo e a solubilizacéo
novamente da microcépsula, para entdo ser hidrolisada na temperatura
de 37°C pela acdo da enzima. Caso a concentracdo fosse maior que a
desejada, as microcapsulas seriam hidrolisadas durante alguma dessas
etapas. J& para uma concentracdo muito baixa, ndo ocorreria a hidrdlise
guando desejado, pois a quantidade de enzima imobilizada seria
insuficiente. Sendo essas duas condi¢des desfavoraveis ao processo.

A concentracdo 6tima de enzima imobilizada nas microcapsulas
contendo como encapsulado 6leo de jojoba foi de 0,05 mg/mL. J& para
as microcapsulas contendo 6leo horteld a melhor concentracdo foi de
0,25 mg/mL. No entanto, para as analises de rendimento de
imobilizacdo, atividade enzimética, pH e temperatura 6timos para a
enzima imobilizada, a concentracdo de enzima reticulada na
microcépsula foi de 1 mg/mL para ambos os dleos, ja que, com uma
concentracdo maior a diferenca entre os tratamentos torna-se mais
evidente.
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Uma vez obtidas as microcapsulas com a enzima imobilizada, foi
avaliada a influencia da enzima na hidrélise das mesmas. Para tanto,
foram submetidas a hidrdlise duas amostras: uma contendo as
microcapsulas com a enzima imobilizada e na outra, microcapsulas sem
a enzima. O ensaio ocorreu a 37°C por 1 h em tampéo fosfato 50 mM
pH 7,5. Ao fim do tempo pode-se perceber que na amostra que continha
as microcapsulas com a enzima imobilizada havia ocorrido a hidrélise
total das mesmas ao contrario do segundo ensaio, 0 qual ainda havia
muitas microcapsulas no meio, conforme apresentado na Figura 26.
Com isso, pdde-se concluir que a enzima é de fundamental importancia
para que ocorra a hidrélise das microcapsulas nas condi¢des desejadas,
uma vez que sem a enzima as mesmas permanecem inteiras.

Figura 26 - Hidrolise das microcapsulas contendo 6leo de jojoba ao fim do
tempo de 60 min a 37°C em tampé&o fosfato 50 mM pH 7,5, (a) microcapsulas
contendo a enzima imobilizada (0,05 mg/mL) (b) microcéapsulas sem a enzima.
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Apos ter estabelecido as concentracdes de imobilizacdo da
enzima (0,05 mg/mL para as microcépsulas contendo éleo de jojoba e
0,25 mg/mL para as microcdpsulas contendo dleo de horteld), as
microcapsulas foram submetidas a liofilizagdo. Na Figura 27 estdo
apresentadas as microcéapsulas contendo 6leo de jojoba e na Figura 28
estdo apresentadas as microscapsulas contendo dleo de hortela.
Apresenta-se em ambas as figuras as microcapsulas liofilizadas, as
imagens por microscopia eletronica de varredura e as microcapsulas em
solucdo novamente apds a liofilizag&o.

Pela Figura 27 e Figura 28, observa-se que as microcapsulas
secas apresentam caracteristica em forma de “p6” e ocorre a formagéo
de pequenos grumos. Observa-se ainda que as microcapsulas quando



solubilizadas novamente apds a liofilizacdo apresentam as mesmas
caracteristicas iniciais (apresentadas na Figura 25).

Figura 27 - Microcésulas contendo éleo de jojoba com a enzima imobilizada
(a) liofilizadas; (b) imagens por MEV (c) solubilizadas ap06s liofilizagao.
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Figura 28 - Microcasulas de 6leo de horteld com a enzima imaobilizada (a)
liofilizadas, (b) imagens por MEV (c) solubilizadas apds liofilizagéo.
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Com a liofilizacéo algumas cépsulas se deformam, porém ndo se
pode atribuir este fato unicamente a presenca da enzima, uma vez que
pela Figura 29, onde estd apresentada uma imagem de MEV das
microcépsulas sem a enzima imobilizada, também se observa a presenca
de algumas capsulas deformadas ou quebradas. Esta deformacdo pode
ser resultado de uma ma reticulacdo, de interferentes no processo como
mau ajuste de pH, além da acdo da enzima durante a liofilizagdo ou
mesmo pela friccdo na hora de formar o “pd” apds a liofilizagdo. No
entanto, a liofilizacdo mostrou-se satisfatéria para a secagem das
microcapsulas, uma vez que a quantidade de microcapsulas deformadas
é praticamente insignificante se compara com as restantes.
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Figura 29 - Imagens de MEV das mlcrocapsulas sem a en2|ma imobilizada.
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3.2.4 RENDIMENTO DA IMOBILIZACAO

Determinou-se o rendimento de imobilizagdo seguindo o proposto
por Arnon (1970) e Lei et al., (2004) por meio da Equagdo (01). A
determinacdo do rendimento foi realizada apenas para as microcapsulas
de jojoba, uma vez que o 6leo de horteld inibe significativamente a a¢do
da enzima e com isso o rendimento encontrado ndo seria o real. O
rendimento de imobilizacdo foi de 79,6% £0,04.

Zhuang e Butterfieldas (1992) imobilizaram papaina em
membrana polimérica de alcool vinilico/butiral vinilico e o rendimento
de imobilizacdo obtido foi entre 4,2 e 13,2%. Ja no estudo realizado por
Afaq e Ipbal (2001) o rendimento obtido foi entre 95 e 98% na
imobilizacdo de papaina em suporte de ion metalico. Wang et al. (2008)
imobilizaram a papaina em esferas de silica e o rendimento da
imobilizacdo foi em torno de 90%. Bayramoglu et al. (2011) obtiveram
rendimento de 83% na imobilizagdo da papaina em esferas de poli
(hidroxietil metacrilato-etilenoglicol dimetacrilato). Vujcic et al. (2011)
imobilizaram uma invertase em gel de gelatina e obtiveram rendimento
de 30% na imobilizacdo. O rendimento encontrado neste estudo esta
coerente com os encontrados pelos autores citados.

3.2.5 DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS MICROCAPSULAS

Com o intuito de estabelecer a faixa de tamanho das
microcapsulas obtidas, foi realizada a analise granulométrica, em
duplicata e apenas para as microcapsulas contendo 6leo de hortela com a
enzima imobilizada, uma vez que estas se mostraram favoraveis a
aplicacdo no tecido de algodao, sendo que 0 mesmo ndo aconteceu com
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as microcapsulas contendo Oleo de jojoba que ndo resistiram a
aplicacdo, como serd visto no proximo capitulo.

O resultado desta analise estd apresentado na Tabela 5 e
graficamente apresentado na Figura 30. Como pode ser observado, o
didmetro médio das microcapsulas (baseado no volume de distribuicao)
foi de 145,6 £ 1,3 um. O nimero de SPAN estd muito préximo a um,
indicando uma monodispersao.

Tabela 5 - Distribuicdo granulométrica para as microcapsulas contendo 6leo de
hortela.

Dy (UM) SPAN do (Um) dos (Um) dog (UM)

1456+ 1,3 1,13 + 0,002 75,5+0,6 137,7+14 230,8+1,9

Figura 30 — Curva de frequéncia para a distribui¢do de tamanho das
microcapsulas.
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A distribuicdo de tamanho das microcdpsulas é um fator
importante no desempenho e no controle na liberacdo e também na
protecdo do ativo encapsulado. Quanto maior a éarea superficial das
microcapsulas, ou seja quanto menores forem seus diametros, mais
rapidamente o ativo serd liberado (LEIMANN, 2008). O diametro das
microcapsulas é influenciado significativamente pela quantidade de 6leo
presente na fase dispersa e pela taxa de agitagao.

Leimann (2008) wverificou que um acréscimo na fracdo
volumétrica do 6leo da fase dispersa e menores taxas de agitacdo,
provocam um amortecimento do fluxo turbulento que promove a
formacéo de particulas de 6leo grandes e um quebramento erosivo que
forma particulas de 6leo menores e com isso, ha um espalhamento da
curva de distribuigdo. Avaliou ainda que com o aumento da taxa de
agitacdo, aumenta a energia cinética turbulenta, ocorrendo maior quebra
das gotas de 6leo e com isso obtém-se microcapsulas com diametros
menores.
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No trabalho realizado por Chang et al. (2006) foi encapsulado
6leo de canfora (20, 30, 40 e 50 mL) em microcépsulas de gelatina (3%)
e goma ardbica (3%) reticuladas com glutaraldeido e obtiveram
diametros de particula de 294,7+14,2 um, 167,2+11,2um e 85,7+8,7um,
para 10 min de agitacdo nas velocidades de 500, 1000 e 2000 rpm,
respectivamente. Percebe-se que com o aumento da agitagdo diminui o
diametro das particulas.

Alvim e Grosso (2010) determinaram didmetros de 43,7 + 3,4 a
96,4 + 10,3 um, para microcapsulas de gelatina (2,5%) e goma arabica
(2,5%) contendo 50g de 6leo resina de paprica e 6leo de soja (1:1), com
agitacdo de 14000 rpm por 3 min.

3.2.6 DETERMINACAO DO pH E TEMPERATURA OTIMOS PARA
A ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA

A curva de atividade em funcéo do pH representa a influéncia da
concentracdo de ion hidrogénio sobre a atividade enzimética relativa. O
pH otimo, entretanto, pode mudar de acordo com a condi¢cdo do
experimento, com o substrato utilizado, com a fonte do material
enzimatico e com o tampao empregado (TAUBER, 1950).

A atividade catalitica das enzimas é altamente dependente da
temperatura, em temperaturas mais altas ocorre a desnaturacdo da
enzima, ou seja, a perda da sua estrutura nativa, catalitica, por alterarem
as ligacbes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional.
Rompidas as pontes de hidrogénio, que sdo ligacGes bastante
termolabeis, desencadeia-se uma série de alteracdes estruturais, levando
a enzima a uma nova conformagdo ou a um estado sem estrutura
definida, a enzima é dita, entdo, desnaturada (BORZAN!I et al., 2001).

A influéncia do pH e da temperatura no desempenho catalitico da
papaina na reacdo de hidrdlise do substrato caseina 2,5% foi avaliada
variando-se o pH de incubacdo na faixa de 5.5 a 8, para cada
temperatura estudada. As temperaturas avaliadas foram 25, 37, 45, 50,
55, 60°C. Os pH de 5,5 e 8,0 foram escolhidos pois sdo os pH de
liberacdo, isto é os pH do suor humano. A temperatura de 25°C foi
escolhida por se tratar da temperatura ambiente onde permanecerdo as
amostras apds a finalizacdo. J& a temperatura de 37°C foi escolhida por
ser a temperatura de controle para a liberacdo, uma vez que sera
controlado pela formacdo de suor pelo corpo humano e é nesta
temperatura que se inicia 0 processo de transpiragao.

A Figura 31 apresenta o resultado obtido para a enzima livre 1
mg/mL. Percebe-se que o pH étimo é 7,5 na temperatura de 60°C. Nos
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pH de liberacdo 5,5 e 8 na temperatura de 37°C, a atividade é menor se
comparada com a condi¢do 6tima. No entanto, o objetivo da liberacéo é
que ela ocorra de forma lenta, e essa menor a¢do da enzima se torna um
fator favoravel.

Figura 31 - Variacdo da atividade enzimética para a enzima livre em diferentes
pH e temperaturas.
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Com o intuito de avaliar se ha alteracdo no comportamento da
enzima quando esta esta imobilizada nas microcépsulas, foi realizado o
mesmo procedimento aplicado para a analise da enzima livre, em
microcapsulas contendo 6leo de jojoba. Observa-se pela Figura 32 que
ndo hé alteracdo no valor de pH 6timo para a papaina imobilizada. No
entanto, a temperatura 6tima diminui para 45°C, a partir desta
temperatura a enzima perde atividade. Uma hip6tese atribuida a esta
guestdo, pode ser o fato de que a enzima, quando imobilizada, pode
perder parte de sua atividade, devido a interferentes do meio, como por
exemplo, a reticulacdo ou autolise, segundo Wang et al. (2008). Em
temperaturas elevadas as microcapsulas sdo hidrolisadas rapidamente e
com isso, ndo havera mais enzima imobilizada no meio.

Analogo a enzima livre, a acdo da enzima imobilizada em
condicdes de pH de 5,5 e 8 na temperatura de 37°C é mais baixa se
comparada aos outros pH nesta temperatura, sendo um fator positivo
para a liberacdo controlada uma vez que a enzima ndo agird
rapidamente.
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Figura 32 - Variagéo da atividade enzimatica para a enzima imobilizada (1
mg/mL) em microcépsulas contendo dleo de jojoba em diferentes pH e
temperaturas.
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Outros autores também avaliaram o pH e a temperatura de
enzimas livres e imobilizadas. Lei e colaboradores (2004) estudaram a
preparacdo e a caracterizacdo da acdo catalitica da papaina imobilizada
em microesferas magnéticas. Observaram que o pH étimo da enzima
livre de 8,0 passou para 6,5 quando imobilizada.

Itoyama e colaboradores, em 1994, avaliaram a estabilidade da
papaina imobilizada em esferas porosas de quitosana e concluiram que a
faixa de pH, entre 7,0 e 8,0, foi a mesma para a enzima livre e para a
imobilizada, j& a estabilidade térmica em 60°C foi maior para a enzima
imobilizada.

Dutta et al. (2009) estudaram a remog¢do de mercurio em solucéo
utilizando carvdo ativado com enzima a papaina imobilizada. A
temperatura 6tima encontrada para o imobilizado foi de 35°C e o pH de
7,0, ndo foi avaliada a enzima livre.

Vujcic et al. (2011) imobilizaram uma enzima invertase em
hidrogel de gelatina utilizando glutaraldeido como reticulante e
observaram que o efeito do pH sob a enzima livre e imobilizada foram
semelhantes, ambas apresentaram um atividade méxima no intervalo de
pH entre 4,0 a 5,0. A temperatura étima encontrada de 60°C também se
manteve a mesma para ambos 0s casos, porém a enzima imobilizada
apresentou maior estabilidade térmica.

Ressalta-se que no presente trabalho a imobilizacdo da enzima
nas microcapsulas ndo foi com o intuito de reutiliza-las posteriormente e
sim, que hidrolisassem as microcdpsulas em condigdes especificas. Em
virtude disso, ndo foi avaliada a estabilidade térmica da papaina
imobilizada.
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3.2.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA
ENZIMA LIVRE E DA ENZIMA IMOBILIZADA

A atividade enzimatica fornecida pelo fabricante foi determinada
por metodologia propria, portanto, fez-se necessario a determinacdo da
atividade enzimatica pela metodologia empregada na literatura para que
se torne universal e de facil comparacdo com outros trabalhos ja
realizados.

Inicialmente foi determinada a atividade da enzima livre
conforme descrito por Arnon (1970). Para tanto, foi determinado a
concentracdo de L-Tirosina formada da hidrolise do substrato caseina
2,5% (m/v) pela enzima papaina 1 mg/mL no decorrer do tempo. A
Figura 33 (a) apresenta o comportamento da hidrolise. A partir deste
gréfico, pode-se determinar o intervalo de velocidade inicial, isto ¢, a
faixa linear de formacéo de produto, e com isso a atividade enzimatica
nas condicdes de trabalho. O intervalo de linearidade do grafico ficou
entre 0 e 7 minutos, sendo o tempo 5 minutos o escolhido para 0s
demais ensaios de atividade. A atividade enzimética foi encontrada
tracando uma reta tangente na fase linear (Figura 33 (b)). Para a enzima
livre a atividade enzimética foi de 0,532 U/mL, sendo a atividade
especifica de 1,32 U/mg de proteina.

Figura 33 - (a) Hidroélise da caseina pela papaina a 37°C por 60 min em tampao

fosfato 50 mM pH 7,5 (b) Determinagdo da Atividade enzimatica para 1 mg/mL
de enzima
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A atividade enzima também foi determinada para a enzima
imobilizada seguindo a mesma metodologia adotada para a enzima livre,
porém utilizando microcapsulas contendo 6leo de jojoba com a enzima
imobilizada (1 mg/mL). A concentracdo de produto, L-Tirosina, foi
medida ao longo do tempo. Pode-se observar pela Figura 34 que o
comportamento foi andlogo ao observado para a enzima livre, e a
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atividade encontrada para a enzima imobilizada, nas condi¢es de
trabalho, foi de 0,477 U/mL, especificando em relacdo a massa (mg) de
microcapsulas adicionadas no meio reacional, 0,049 U/mg de suporte. O
intervalo de linearidade do gréafico ficou entre 0 e 15 minutos, sendo o
tempo 10 minutos o escolhido para os demais ensaios de atividade.

Figura 34 - (a) Hidrolise da caseina pela papaina (1 mg/mL) imobilizada em
microcapsulas contendo 6leo de jojoba, a 37°C por 60 min em tampao fosfato
50 mM pH 7,5 (b) Determinagdo da Atividade enzimatica para a enzima
imobilizada.
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Avaliou-se também a atividade da enzima imobilizada nas
microcépsulas contendo 6leo de horteld, que como visto anteriormente
afeta a atividade da enzima. Pode-se observar novamente um
comportamento analogo as hidrdlises anteriores, porém a atividade
diminuiu consideravelmente. A atividade encontrada foi de 0,132 U/mL,
ou 0,020 U/mg de suporte, como apresentado na Figura 35.

Figura 35 - (a) Hidrélise da caseina pela papaina (1 mg/mL) imobilizada em
microcapsulas de 6leo de horteld a 37°C por 60 min em tampdo fosfato 50 mM
pH 7,5 (b) Determinagdo da Atividade enzimatica para a enzima imobilizada.
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Itoyama et al. (1994) imobilizaram a papaina covalentemente em
esferas porosas de quitosana e observaram que para BAEE (N-benzil-L-
arginina éster etilico), substrato de peso molecular baixo, a atividade da
enzima aumentou com a imobilizacdo, mas com a caseina, substrato
com massa molar elevada, a atividade diminuiu. Isto devido a
dificuldade de um substrato de alto peso molecular encontrar o sitio
ativo da enzima por causa do impedimento causado pela imobilizacéo e
do grande tamanho do substrato.

Zhao; Shi e Ma (2005) obtiveram aumento da atividade
enzimatica da papaina com a imobilizacdo covalente em mesoporos
moleculares MCM-48. Este aumento se deu devido & determinagéo da
exata concentracdo de enzima para a imobilizagdo, pois conforme
aumentava a concentracdo de enzima a atividade diminuia, devido a
saturacdo dos poros.

Wang e colaboradores (2008) observaram que a atividade da
enzima papaina imobilizada foi menor que a atividade da enzima livre.
Segundo estes autores, quando ocorre a imobilizacdo por ligacdo
covalente da papaina, a atividade relativa da enzima é frequentemente
menor quando comparada a enzima livre, resultante da ligacdo covalente
e da autolise.

Neste estudo, observou-se uma leve diminuigdo da atividade para
as microcapsulas contendo 6leo de jojoba, porém um decréscimo
acentuado da atividade para microcapsulas de 6leo de horteld. Além dos
interferentes causados pela imobilizagdo covalente, hd a interferéncia do
6leo a ser encapsulado, uma vez que a enzima permanece em contato
com este por 16 h. Como ja explorado na secdo 4.1, o 6leo de horteld
possui em sua composicao inibidor da a¢do enzimatica.

3.2.8 VERIFICACAO DO TEMPO DE MEIA-VIDA PARA A
ENZIMA IMOBILIZADA

A analise do tempo de meia-vida foi realizada com as
microcépsulas liofilizadas e a concentragéo da enzima imobilizada foi a
estabelecida na otimizagdo da reticulacdo, sendo de 0,05 mg/mL para o
6leo de jojoba e 0,25 mg/mL para o 6leo de horteld. Foi avaliada a
temperatura de 37°C, a qual é a temperatura de liberacdo. Os tempos
avaliados foram de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 e 120 min.

Para as microcapsulas de 6leo de jojoba, observa-se pela Figura
36 (a) que a enzima comeca a agir desde o inicio dos 5 min e segue a
tendéncia esperada durante a hidrdlise da caseina. O tempo de meia vida
foi de 13,5 min. Para as microcapsulas contendo Gleo de horteld
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observa-se um comportamento analogo. O tempo de meia vida para a
temperatura de 37°C foi de 16,5 min, como pode ser observado na
Figura 36 (b). Sendo maior que o tempo encontrado para as
microcapsulas de dleo de jojoba, uma vez que o 6leo de horteld inibe a
acdo da enzima e com isso ela agira mais lentamente.

Figura 36 — Avaliagdo do ty, para a temperatura de 37°C. (a) Imobilizacdo em
microcépsulas contendo éleo de jojoba. (b) Imobilizagdo em microcépsulas
contendo dleo de horteld.
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Li et al. (2001) investigaram a termoestabilidade da papaina
imobilizada em fibras nitrilon e encontraram o tempo de meia vida de 6
h a 60°C. Zhao; Shi e Ma (2005) estimaram o tempo de meia vida para a
papaina, imobilizada em mesoporos moleculares MCM-48, de 2500 min
a 50°C. Nestes estudos as enzimas foram imobilizadas para posterior
reutilizagdo em suportes ndo proteicos, isto é, a enzima ndo hidrolisava
0 préprio suporte. No presente trabalho, o objetivo da imobilizacédo é a
hidrélise do suporte com a ativagdo da enzima, para assim liberar o
encapsulado desejado. Em virtude disso, o tempo de meia vida neste
caso é baixo, uma vez que a microcapsula é hidrolisada em poucos
minutos nas condi¢des desejadas.

3.3 CONCLUSOES

Com a metodologia proposta foi possivel obter as microcapsulas
contendo a enzima imobilizada na parede polimérica.

Verificou-se que a presenga da enzima na microcapsula é
fundamental para que ocorra a hidrélise da mesma em 37°C.

Observou-se que o 6leo de horteld inibe em aproximadamente
85% a atividade da enzima papaina, enquanto que o 6leo de jojoba e 0
amaciante ndo foram significativos na inibigéo.

Determinou-se a condicdo Otima de operagcdo para a papaina
imobilizada como sendo, pH 7,5 em 45°C. Nas condigdes de liberacéo,
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pH 55 e 8,0 em 37°C, a acdo da enzima foi mais lenta, favorecendo
assim, a liberacdo controlada.

A atividade enzimatica especifica para a enzima livre foi de 1,32
U/mg de proteina, ap6s a imobilizagdo nas microcapsulas contendo 6leo
de jojoba a atividade enzimética encontrada foi de 0,049 U/mg de
suporte e para as microcapsulas contendo 6leo de horteld a atividade
enzimatica foi de 0,020 U/mg de suporte.

Verificou-se que 0 ty, para a enzima imobilizada em
microcapsulas contendo dleo de jojoba foi de 13,5 min, ja para a
imobilizacdo nas microcépsulas contendo 6leo de horteld foi de 16,5
min.
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CAPITULO IV

No presente capitulo estdo descritos os materiais e métodos,
resultados e discussdes bem como as conclusdes, relacionados a
aplicacdo das microcapsulas no tecido de algodéo.

4.1 MATERIAIS E METODOS

Neste item estdo apresentados os procedimentos experimentais
utilizados durante o desenvolvimento desta segunda etapa do trabalho.
Os materiais, reagentes, equipamentos e as solugdes utilizadas, além das
citadas no item “Preparo das solugdes”, foram descritos no capitulo
anterior.

4.1.1 PROCEDIMENTOQOS
4.1.1.1 Preparo das solugbes
4.1.1.1.1 Solucao reticulante de glutaraldeido

A solucdo de glutaraldeido foi preparada mediante diluigdo em
tampdo fosfato 50 mM pH 7,5 para uma concentracdo de 1 mg/mL.
Sendo utilizada no tratamento prévio do tecido de algoddo e na
aplicacdo das microcapsulas.

4.1.1.1.2 Solugdo de amaciante

Preparou-se a solucdo de amaciante mediante diluicdo em tampéo
fosfato 50 mM pH 7,5 para uma concentracdo de 150 mg/mL. Sendo
utilizada na aplicacdo das microcapsulas no tecido de algodéao.

4.1.1.2 Tratamento do tecido de algoddo com Glutaraldeido

Para o pré tratamento do tecido de algoddo com glutaraldeido
(GDA), introduziu-se em 200 mL da solucdo de GDA, 9 g do tecido de
algoddo, o qual permaneceu reagindo por 1 h na temperatura de 25°C
em banho termostatico, sob agitacdo de 100 rpm/min.

Em seguida foi retirado o excesso de glutaraldeido do tecido com
100 mL de agua destilada. O tecido encharcado foi introduzido no
Foulard, para retirar o excesso de agua, o pick up estabelecido foi de
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100%. Posteriormente utilizou-se o tecido para aplicagdo das
microcapsulas em banho termostatico (item 4.1.1.3.2).

4.1.1.3 Aplicacéo das microcapsulas em tecido de algodéo

Realizou-se a aplicacdo das microcapsulas em tecido de algodao
por meio de duas técnicas diferentes, por impregnacdo em Foulard
(Figura 37) e por banho de exaustdo em banho termostatico. A secagem
do tecido tratado foi avaliada submetendo-o a secagem em forno
termofixador (rama) (Figura 38) e em condi¢Ges ambientes.

Figura 37 - Imagem do equipamento Foulard, (a) vista frontal e (b) aplicacdo ao
tecido de algodéo

Figura 38 - Forno termofixador utilizado para a secagem das amostras tratadas

|

4.1.1.3.1 Aplicacéo utilizando o equipamento Foulard

Para este método, o Foulard foi ajustado para uma presséo de 2
bar entre os rolos, o qual proporciona um pick up de 100%. As amostras
de tecido de algodao foram tratadas por trés vias diferentes:
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1. Para a primeira via, preparou-se 250 mL de solucdo contendo
10 g/L de microcapsulas em tampdo fosfato 50 mM pH 7,5. Esta
solucdo foi introduzida no equipamento e em seguida foi aplicada em 9g
de tecido 100% algoddo. Apds a aplicagdo, um dos tecidos foi
imediatamente seco em forno de termofixacdo - rama, a 100°C por 5
min, enquanto que a segunda amostra foi seca em condigdes ambientes.

2. Para a segunda metodologia, preparou-se 250 mL de solucéo
contendo 10 g/L de microcapsulas e 1 mg/mL de GDA em tampao
fosfato 50 mM pH 7,5. Esta solucdo foi introduzida no equipamento e
em seguida foi aplicada em 9 g de tecido 100% algod&o. Apds, o tecido
foi envolvido em plastico PVC e deixou-se reagir por 12 h sob
refrigeracdo a 4°C. A secagem realizou-se na rama a 100°C por 5 min.

3. Para a terceira aplicacdo, preparou-se 250 mL de solucdo
contendo 10 g/L de microcapsulas e 150 mg/mL de amaciante em
tampdo fosfato 50 mM pH 7,5. Esta solugdo foi introduzida no
equipamento e em seguida foi aplicada em 9 g de tecido 100% algodao.
O tecido foi seco na Rama nas mesmas condicdes citadas.

4.1.1.3.2 Aplicacdo em banho termostatico

O tecido previamente tratado com GDA foi inserido em 200 mL
de solucdo contendo 10 g/L de microcdpulas em tampéo fosfato 50 mM
pH 7,5 por 1h, sob agitacdo, na temperatura de 10°C. Apds, foi retirado
0 excesso com 50 mL de agua destilada e realizou-se a secagem na
Rama por 5 min a 100°C.

4.1.1.4 Determinacao da gramatura do tecido 100% algodé&o

Para avaliacdo da gramatura do tecido 100% algod&o, seguiu-se a
Norma ABNT NBR 10591:2008. Para tanto, foram pesados cinco
corpos de prova, com tamanho de (10x10) cm, apds pré-
condicionamento por 2h na temperatura de 23°C. A pesagem foi
realizada apos estabilizacdo da massa em balanca analitica.

A gramatura foi encontrada dividindo a massa (g) pela éarea do
tecido (m°). A tolerdncia admitida pela norma entre os resultados e a
gramatura nominal é de £5%.



92

4.1.1.5 Avaliacdo da variacao da cor do tecido apds aplicacéo das
microcapsulas

A avaliacdo da variacdo de cor no tecido apds a aplicagdo das
microcapsulas foi realizada com auxilio do Equipamento MiniScan EZ,
localizado no Laboratério de Propriedades Fisicas de Alimentos —
PROFI do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos - UFSC.

O equipamento utilizado segue o sistema L*a*b*, denominado
CIELAB, o qual é expresso por um sistema tridimensional L, a, b,
conforme apresentado na Figura 39. Sendo que o L*, Luminancia, pode
variar de 0 (preto) a 100 (branco); o eixo a* assume valores negativos
(verde) e positivos (vermelho) e o eixo b* varia entre valores negativos
(azul) e positivos (amarelo).

Figura 39 - Espaco de cor CIELAB

Fonte: http://dba.med.sc.edu/price/irf/Adobe_tg/models/cielab.html

Cada amostra de tecido foi analisada nos quatro quadrantes e a
partir destes valores, realizada a média para a obtencdo do AE seguindo
a Equacéo (03).

AEL, =Ly — L2 + (a; — a))? + (b; — b;)? (03)

4.1.1.6 Microscopia eletrdnica de varredura das microcapsulas no
tecido de algodéo

A Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada pelo
equipamento JEOL JSM-6390LV, localizado no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica — LCME — UFSC.


http://dba.med.sc.edu/price/irf/Adobe_tg/models/cielab.html

93

As amostras foram preparadas e dispostas sobre uma fita de
carbono, as quais estavam fixadas em stubs. Em seguida foram
recobertas com uma fina camada de ouro e enviadas para analise no
equipamento, conforme procedimento padréo.

Esta analise foi realizada para visualizar as microcapsulas no
tecido de algodao apo6s os diferentes tratamentos dados as amostras.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

Estdo apresentados aqui os resultados obtidos para a aplicagdo
das microcapsulas no tecido de algoddo. O principal objetivo foi
verificar a resisténcia das microcapsulas ao processo de impregnacao e
secagem do tecido. As se¢des apresentadas serdo:

a- Influéncia da temperatura de secagem do tecido contando as

microcapsulas;

b- Aplicacdo das microcapsulas no tecido de algodéo;

c- Variacdo da cor do tecido apés aplicacdo das microcapsulas.

4.2.1 INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE SECAGEM DO
TECIDO CONTENDO AS MICROCAPSULAS

Com o intuito de verificar se as microcépsulas resistiriam a
secagem, foi analisada a secagem na rama (condicGes: 100°C por 5min)
e a secagem na sombra em temperatura ambiente. A Figura 40 apresenta
as micrografias para as duas formas de secagem para as microcapsulas
contendo Oleo de horteld, observa-se que para ambas as formas de
secagem nao houve interferéncia significativa nas microcapsulas. Para a
secagem na Rama, verifica-se pela Figura 40 (a) que algumas
microcépsulas se desfazem devido & acdo da enzima, porém de forma
pouco significativa. Ja para a secagem natural a presenca de
microcapsulas hidrolisadas foi menor, porém, verificou-se por andlise
sensorial apenas, que a intensidade da fragrancia foi ligeiramente menor
quando comparada & amostra seca na rama.
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Figura 40 - Imagem de MEV do tecido de algoddo contendo microcapsulas de
6leo de horteld com a enzima imobilizada (0,25 mg/mL), aplicadas no Foulard e
a secagem realizada (a) na Rama e (b) naturalmente (a sombra).

- oI, ‘

10kV X150 100um LCME-UFSC 10KV X150 100pum LCME-UFSC

(a) (b)

Para as microcapsulas de dleo de jojoba a secagem foi realizada
nas mesmas condicfes, na Rama e naturalmente. Pode-se perceber pelas
imagens contidas na Figura 41 que para ambos os tipos de secagem
houve a hidrélise das microcapsulas. Isso porque a concentracdo de
enzima encontrada para imobilizacdo possibilita apenas a liofilizacdo
das microcapsulas, ndo resistindo ao processo de aplicacdo no tecido e
secagem. Torna-se necessario definir uma nova concentracdo de enzima
que possibilite a aplicacdo e secagem das mesmas no tecido. Outra
possibilidade é analisar o preparo de microcapsulas de éleo de jojoba
contendo uma fracdo do Gleo de horteld, uma vez que este 6leo inibe a
acdo da enzima (como mostrado na Figura 24), possibilitando assim a
aplicagéo.

Figura 41 - MEV realizado do tecido de algoddo contendo microcépsulas de
6leo de jojoba com a enzima imobilizada (0,05 mg/mL), aplicadas no Foulard e
_com secagem (&) na Rama e (b) natural (a sombra).

.
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422 AELICAQAO DAS MICROCAPSULAS NO TECIDO DE
ALGODAO

As microcapsulas foram aplicadas ao tecido 100% algoddo de
gramatura 276 + 4 g/m? por duas técnicas diferentes. Na primeira, as
microcapsulas contendo 6leo de horteld sdo impregnadas ao tecido por
meio do equipamento Foulard. Neste procedimento o tecido seco é
introduzido entre os rolos do equipamento programado para um pick up
de 100% e em seguida ocorre a secagem na Rama. A Figura 42
apresenta o MEV da amostra tratada.

Figura 42 - Imagem de MEV do tecido com as microcapsulas com a enzima
(0,25 mg/mL) imobilizada contendo 6leo de horteld, impregnado pelo
Foulard.

10kV X100 100pm LCME-UFSC

Pela segunda via o tecido foi introduzido em uma solucéo
contendo as microcapsulas, ao qual permaneceu por 1h, a 10°C sob
agitacdo. Em seguida o tecido foi seco na Rama. A Figura 43 apresenta
0 tecido tratado.
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Figura 43- Imagem de MEV do tecido com as microcapsulas contendo 6leo
de horteld com a enzima imobilizada (0,25mg/mL), impregnado em banho
termostético.

>\,‘ N \
LCME-UFSC <

Por meio das figuras anteriores percebe-se que a forma de
aplicacdo foi satisfatéria para ambos 0s casos, porém a impregnacao
pelo Foulard apresentou-se superior quando comparado com a aplicacdo
em banho termostatizado. Isso porque, na aplicacéo por banho, quando o
tecido foi retirado do meio foi também removido o excesso de
microcépsulas com 4gua destilada, sendo assim as microcapsulas que
permaneceram no tecido sdo as que reagiram com os fios, caso
contrario, seriam levadas pela agua de enxagiie. Como a reticulacdo da
parede polimérica é parcial, pode haver grupos reativos livres e com isso
as microcépsulas continuam reagindo com o tecido posteriormente.
Enquanto que na aplicacdo pelo Foulard as microcapsulas sdo
impregnadas no tecido.

Monllor, Bonet e Cases (2007) avaliaram a aplicagdo de
microcapsulas de melamina formalina contendo 6leo de horteld em
tecidos de algoddo. A aplicacdo foi realizada por impregnacéo,
utilizando o Foulard e por banho de exaustdo, utilizando banho
termostatico. Os autores concluiram que a aplicacdo pelo Foulard
apresentou melhor resultado. Neste caso, a aplicacdo foi melhor pelo
Foulard, pois as microcapsulas ndo possuiam afinidade com o tecido de
algodao.

Outros métodos de aplicacdo de microcdpsulas em tecidos
também tém sido estudados. Ma et al. (2009) aplicaram microcapsulas
de tamoxifeno em tecidos de algoddo por coating (revestimento) e
obtiveram bons resultados quando comparado com a aplicacdo por
padding (preenchimento). No estudo realizado por Specos e
colaboradores (2010) as microcépsulas de gelatina e goma arébica
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contendo 6leo essencial de citronela foram aplicadas em tecidos de
algoddo por meio de banho de revestimento aquoso, obtendo bons
resultados.

4.2.2.1 Aplicacdo das microcapsulas no tecido de algoddo com a
presenca do glutaraldeido e do amaciante

A impregnacdo das microcapsulas na presenca de glutaraldeido
realizou-se por duas vias distintas. Na primeira delas, uma solucéo de
microcapsulas e glutaraldeido foi aplicado ao tecido por meio do
Foulard, apds a aplicagdo o tecido foi envolvido em plastico PVC e
deixado reagir por 12h a 4°C, posteriormente foi realizada a secagem na
rama a 100°C por 5 min. Na segunda via, o tecido foi previamente
tratado com glutaraldeido e em seguida introduzido na solugdo de
microcapsulas, o qual permaneceu por 1h a 10°C, sob agitacdo, em
banho termostatico. Posteriormente foi realizada a secagem na rama nas
mesmas condicoes.

A Figura 44 apresenta as micrografias (a) para o tecido sem
tratamento com glutaraldeido, contendo as microcapsulas por
impregnacgdo em Foulard, em seguida o tecido tratado (b) pela primeira
via e (c) pela segunda. Pode-se perceber que ndo ha diferenca visual na
forma que a microcapsula reage com o tecido.

Era esperado que com a presenca do glutaraldeido ocorresse a
ligagdo dos grupos amino das microcapsulas com os grupos hidroxilas
da fibra celulésica, formando assim a ligacdo covalente entre o0s
mesmos. Para a amostra ndo tratada com glutaraldeido, esperava-se que
a microcapsula estivesse apenas sobreposta ao tecido, sem nenhum tipo
de ligacdo aparente. Porém, como a reticulacdo das microcapsulas (no
processo de obtencdo das mesmas) pelo glutaraldeido, é uma reticulacdo
parcial, pode haver grupos livres que reagem com a fibra
posteriormente, devido ao contato prolongado ou mesmo pela
temperatura de secagem.

Para resultados mais concretos a respeito do grau de reticulagio
das microcapsulas ao tecido de algodao, torna-se necessario um maior
estudo sob varias condigdes, como por exemplo, com variacGes de
concentracdes de glutaraldeido, testes de lavagens entre outros.
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Figura 44 - (a) Tecido de algoddo tratado com as microcapsulas impregnadas
pelo Foulard. (b) Tecido contendo microcapsulas aplicadas juntamente com
glutaraldeido pelo Foulard. (c) Tecido previamente tratado com glutaraldeido,
contendo as microcapsulas aplicadas em banho termostatico. Em todos os casos

10kV  X1,000 N ‘- 10kY  X1,000 10pym . LCME-UFSC

() (b)

Para a amostra tratada em banho termostatico (segunda via),
pode-se verificar também pela Figura 45, que as microcépsulas estdo
ligadas umas nas outras. Isto porque o glutaraldeido presente no meio
possibilitou, devido o contato prolongado (1 h), a reticulacdo das
microcapsulas entre si.

Venturelli (2012) observou em seu estudo que quando a
concentracdo de glutaraldeido na etapa de reticulagdo das microcapsulas
era elevada, elas tendiam a formar “cachos”, isto ¢, reticulavam entre si
e formavam aglomerados. Neste caso, na aplicagdo das microcépsulas
ao tecido, ha glutaraldeido no meio e como a parede das microcapsulas
ja foi reticulada ha a tendéncia, entdo, de acontecer a reticulagdo entre
elas.
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Figura 45 - Tecido previamente tratado com glutaraldeido, contendo as
microcapsulas (6leo de horteld) com a enzima imobilizada (0,25 mg/mL) em
aplicadas em banho termostatico por 1h a 10°C.

Avaliou-se também a aplicacdo das microcdpsulas juntamente
com a solucdo de amaciante, no tecido de algod&o, por impregnagao no
Foulard e posteriormente secagem na rama. A Figura 46 apresenta a
micrografia do tecido tratado. Percebe-se que o amaciante ndo interferiu
na impregnacdo, nem na morfologia das microcdpsulas. Este teste
comprova a possibilidade da aplicacdo das microcépsulas juntamente
com o0 amaciante.

Figura 46 - MEV do tecido contendo as microcapsulas com a enzima
imobilizada (0,25 mg/mL) aplicadas juntamente com o amaciante (150 mg/mL)
pelo Foulard.
G —

10kV X150  100pm

423 VARIA(;AO DA COR DO TECIDO APOS APLICAGAO DAS
MICROCAPSULAS

Para a andlise de diferenca de cor, as amostras avaliadas foram as
mesmas submetidas & analise de MEV. A Tabela 6 apresenta a diferenca
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de cor obtida para as amostras tratadas com microcapsulas contendo
6leo de horteld. As amostras tratadas foram:

Amostra 1: Tecido sem aplicagdo das microcéapsulas.

Amostra 2: Tecido com as microcdpsulas contendo 6leo de horteld,
preparadas na solucdo de glutaraldeido e aplicadas pelo Foulard. Logo
apos a aplicacdo o tecido foi envolvido com plastico PVC e permaneceu
reagindo por 12h a 4°C. A secagem ocorreu na rama a 100°C por 5min.
Amostra 3: Tecido previamente tratado com glutaraldeido e a aplicacdo
das microcapsulas aconteceu em banho termostatico. A secagem ocorreu
na rama.

Amostra 4: Tecido com as microcapsulas contendo 6leo de horteld,
aplicadas pelo Foulard e a secagem ocorreu na rama.

Amostra 5: Tecido com as microcapsulas contendo 6leo de horteld,
aplicadas pelo Foulard e a secagem ocorreu em condi¢fes ambientes.
Amostra 6: Tecido com as microcapsulas contendo 6leo de horteld,
aplicadas juntamente com a solugdo de amaciante pelo Foulard, a
secagem ocorreu na rama.

Tabela 6 - Diferencas de cor obtidas para as amostras tratadas com
microcapsulas contendo 6leo de horteld.

Amostras Dados

L* a* b* AE,*
1 97,14 1,39 -10,40 -
2 96,13 1,74 -6,21 4,32
3 96,72 2,38 -9,00 1,77
4 96,75 2,10 -8,96 1,65
5 95,59 2,69 -9,12 2,39
6 96,85 2,83 -10,18 1,48

O valor de AE representa a diferenca total de cor entre a amostra
padrdo e o tratado. Os valores de AE inferiores a 1, indicam que as
diferencas de cores dos tecidos ndo séo perceptiveis. Entretanto, todas as
amostras tratadas obtiveram um AE superior a 1, indicando que as
diferencas de cores entre as amostras sdo perceptiveis. Dentre as 4
amostras tratadas a que apresentou menor variacao da cor em relacdo ao
tecido sem tratamento foi a amostra 6. Esta diferenca foi menor, pois as
microcépsulas foram aplicadas juntamente com o amaciante, o qual
possui a cor branca e com isso da um tom “esbranqui¢ado” a solugdo de
aplicacdo, diminuindo assim, a variagdo da cor no tecido. Estas
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observacfes podem ser verificadas nas amostras apresentadas na Figura
47.

Figura 47 - (a) Amostra 1-Tecido sem tratamento, (b) Amostra 2, (c) Amostra 3,
(d) Amostra 4, (e) Amostra 5,(f) Amostra 6

Observa-se também pela figura anterior, que a aplicagdo ndo se
dé de forma homogenia, ocorrendo uma variagdo maior da cor onde ha
uma concentragdo maior de microcapsulas.
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4.3 CONCLUSOES

Observou-se que a aplicacdo das microcapsulas no tecido pelo
equipamento Foulard foi superior quando comparado a aplicagdo por
banho de exaust&o.

Verificou-se que as microcapsulas contendo Oleo de horteld
resistem ao processo de secagem do tecido, sendo que 0 mesmo néo
ocorreu para as microcapsulas contendo 6leo de jojoba, as quais nao
resistiram.

As microcapsulas contendo 6leo de horteld podem ser aplicadas
juntamente com o amaciante, sem interferir na sua morfologia ou
mesmo na ac¢ao da enzima.

Torna-se necessario um estudo detalhado da reticulacdo das
microcapsulas no tecido de algodao por glutaraldeido.

Verificou-se que a aplicagdo junto com o amaciante ameniza a
variacdo da cor causada pela aplicacdo das microcapsulas no tecido de
algodao.
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CAPITULO V

Neste capitulo estdo apresentados os materiais e métodos,
resultados e discussdes bem como as conclusdes, relacionados a
avaliacdo da liberacdo controlada das microcapsulas aplicadas no tecido
de algoddo.

5.1 MATERIAIS E METODOS

Esta secdo tratard dos materiais e métodos utilizados na fase
experimental para o desenvolvimento desta terceira e Gltima etapa do
trabalho. Os materiais, reagentes, equipamentos e as solugdes utilizadas,
além das citadas no item “Preparo das solugdes”, foram descritos no
Capitulo 111

5.1.1 PROCEDIMENTOS
5.1.1.1 Preparo das soluces
5.1.1.1.1 Solucdo tampdo de suor acido e solucéo tampédo de suor basico

Para ambas as soluges, seguiu-se a Norma ABNT NBR ISO 105
— EO04: 2009, onde consta a composi¢do do tampdo suor acido pH 5,5 e
do tampéo suor béasico pH 8,0. As concentracfes foram ajustadas para o
gue se pratica na industria.

Para 1 L da solucdo de suor acido, foi diluido em agua destilada
2,7 g de cloreto de sddio com 0,75 g de uréia. O pH foi ajustado para 5,5
com uma solucéo de acido acético 0,1 M.

Para 1 L da solucéo de suor basico, foi diluido em agua destilada
0,84 g de cloreto de aménio, 1,73 g de cloreto de sddio e 0,42 mL de
hidréxido de amdnio. O ajuste do pH para 8,0 foi realizado com adicdo
de hidréxido de sédio 0,1 M.

Estas solucdes foram utilizadas na avaliacdo da liberacdo do
encapsulado.

5.1.1.1.2 Avaliagdo da liberacao controlada do 6leo encapsulado
A liberacéo foi avaliada por duas técnicas diferentes: a primeira

avaliou a acdo da enzima nos tampdes suor acido e basico, e na segunda
foi analisada a liberagdo controlada por cromatografia gasosa. Ambas as
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analises foram realizadas para as microcdpsulas contendo 6leo de
horteld.

5.1.1.2 Avaliacdo da agdo da enzima nos tampdes suor acido pH 5,5
e suor basico pH 8,0

Inseriu-se em 2 mL de solucdo tampdo suor (acido ou basico)
0,100 g de microcépsulas liofilizadas, as quais permaneceram sob
agitacdo por 10 min a temperatura de 37°C. Ao fim desse tempo as
amostras foram resfriadas e analisadas em microscépio 6tico e
comparadas com as imagens realizadas no inicio da reagéo.

5.1.1.3 Avaliacéo da liberacéo controlada por cromatografia gasosa

Para a avaliacdo da liberacdo controlada da fragrancia de horteld,
foram preparadas trés amostras de tecido: dois contendo a fragrancia
encapsulada e um contendo a fragrancia livre.

Os dois tecidos contendo as microcapsulas foram impregnados
pelo Foulard. A solucdo de 10 g/L de microcapsulas, preparada em
tampédo fosfato 50 mM e pH 7,0, foi introduzida no equipamento e
aplicada em 41 g de tecido de algoddo com pick up de 100%. Em
seguida ocorreu a secagem na rama a 100°C por 5 min. A varia¢do do
pH da solucédo tampao fosfato de 7,5 para 7,0, foi necessaria para igualar
com 0 que se pratica na industria, uma vez que se deseja avaliar a
liberacdo controlada nas condices reais de operagéo.

Para o tecido contendo a fragrancia livre, preparou-se uma
solucdo em tampédo fosfato 50 mM pH 7,0 contendo apenas 6leo de
horteld 8,33 mg/mL, sendo que, essa concentragdo foi a mesma
adicionada para a microencapsulacdo. As condigdes de aplicacdo e
secagem do tecido foram exatamente as mesmas utilizadas na aplicacdo
das microcépsulas.

Ap0s o preparo dos corpos de prova, estes foram acondicionados
em embalagens plasticas fechadas e mantidos em condi¢des ambientes.
Sendo que, um dos tecidos contendo as microcapsulas e o tecido com a
fragréncia livre foram avaliados em condi¢fes ambientes.

O segundo tecido com microcapsulas foi avaliado sob as
condi¢des de liberagdo: 37°C e pH 8,0. Para tanto, o corpo de prova foi
borrifado com a solucéo tampé&o suor 50 mM pH 8,0, permanecendo por
5 min em estufa a 37°C. Este procedimento foi realizado antes de cada
avaliacéo.
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Para os trés casos avaliados, amostras de 0,200 g de tecido com a
fragrancia (encapsulado ou ndo) foram analisadas no cromatografo
gasoso. A andlise foi realizada em triplicata e as amostras retiradas
sempre do mesmo tecido.

A quantificacdo dos componentes volateis presentes nos tecidos
impregnados com o 6leo de horteld, foram realizadas analises com
evaporagdo total das amostras em um cromatégrafo gasoso (GC-
2010AF) acoplado a um headspace (AOC-5000 Shimadzu), equipado
com um detector por ionizacdo de chama e um sistema de injecdo
split/splitless.

Uma vez que a analise foi realizada pela evaporacdo total dos
componentes volateis contidos na amostra, foi necessario determinar 0s
pardmetros de operacdo do forno headspace que garantam a total
transferéncia do aroma para a fase vapor. Sendo assim, foram analisadas
no cromatografo amostras de tecidos contendo o mesmo teor de
fragrancia variando-se o tempo e a temperatura de incubagdo das
amostras no forno headspace. Com isso, podem-se obter os parametros a
serem adotados para as analises, apresentados na Tabela 7. A
guantificacdo dos componentes foi baseada na area dos picos
correspondentes.

Tabela 7 - Parametros estabelecidos para a quantificacdo de 6leo de hortela por
cromatografia gasosa

Parametros Descricdo
Coluna capilar Modelo RTX-5
Condicbes de operacdo da | 75°C (5 min.) até 220°C (5 min.)
coluna taxa de 20°/min.
Gas de arraste Nitrogénio
Fluxo do gas de arraste 1,39 mL.min™
Temperatura do detector 220°C
Temperatura de injecao 200°C
Condic6es do forno headspace | 130°C, 4 minutos
Razdo de split 10
Software utilizado GC Solution v.2.3, Shimadzu
Corporation
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

Estdo apresentados aqui os resultados obtidos para a avaliacdo da
liberacdo controlada das microcdpsulas no tecido de algoddo. O
principal objetivo foi verificar se as microcapsulas contribuiriam na
permanéncia prolongada e constante da fragrancia no tecido, bem como
se a enzima atuaria na liberacdo mais acentuada em condi¢bes
desejadas. A secdo e as subsec¢des apresentadas serdo:

a- Avaliagdo da liberacdo controlada

e Verificacdo da acdo da enzima nos tampdes, suor &cido e
suor bésico.

e Acompanhamento da liberagdo  controlada  por
Cromatografia Gasosa (CG) das microcapsulas contendo
6leo de hortela.

5.2.1 AVALIACAO DA LIBERACAO CONTROLADA

Sabendo-se que as microcapsulas de 6leo de horteld podem ser
aplicadas ao tecido resistindo a secagem na rama, foi analisada a
liberacdo controlada destas microcapsulas por cromatografia gasosa.

Havendo a inten¢do das microcépsulas serem hidrolisadas pela
enzima, quando esta for ativada pela temperatura do corpo (37°C) e pelo
suor humano, foram preparadas solugdes que imitam o suor humano
seguindo a Norma ABNT NBR ISO 105 — E04: 2009, a qual é utilizada
na industria téxtil para testes de solidez.

As microcapsulas foram submetidas as condicdes de liberacdo em
tampdo suor acido pH 55 e em tampdo suor basico pH 8,0, para
verificagdo da hidrdlise das mesmas, uma vez que até 0 momento esta
verificacdo foi realizada apenas em tampao fosfato pH 7,5.

O processo de liberagdo da fragrancia pode acontecer de forma
difusiva através da parede da microcépsula, pela friccdo das mesmas ou
pode acontecer pela acdo da enzima em condi¢bes desejadas, a qual
hidrolisard a microcapsula, liberando o encapsulado, conforme o
esquema representativo na Figura 48.
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Figura 48 - Esquema representativo do processo de liberacdo da fragréncia pela
acdo da enzima em condigoes especificas.

Microcapsula

Hidrdlise da microcapsula
pela agio da enzima
Hob as condigdes: 37°C

irmobilizada epH 5,5 ou 8,0

Oleo
encapsulado

Liberagio do oleo .
—

encapsulado ®

Hidrdlise da microcapsula

pela agéo da enzima

Na Figura 49 esti apresentada a imagem, ap6s 24h da aplicacéo
pelo Foulard e secagem na rama (100°C por 5 min), do tecido com uma
microcapsula contendo 6leo de horteld e a enzima imobilizada. O tecido
permaneceu em condigbes ambientes até a analise. A solucdo de
aplicacdo continha as microcépsulas em solucéo tampao fosfato 50 mM
pH 7,5. Observa-se pela figura o inicio da hidrélise da microcapsula
pela a acéo da enzima imobilizada (0,25 mg/mL).

Figura 49 — Micrografia da microcapsula contendo dleo de horteld, sendo
hidrolisada pela a¢do da enzima papaina (0,25mg/mL). Aplicacéo pelo Foulard
(microcépsulas em solugdo tampdo fosfato 50 mM pH 7,5), secagem na rama
(100°C/5min). Imagem apos 24h da aplicacdo, em condigdes ambientes.

-~
-

10kV X600 . 20um LCME-UFSC,

Inicialmente foi avaliado se a enzima ativaria nas condicfes
desejadas e a partir deste resultado, foi escolhido um dos tampd@es suor
para ser utilizado na etapa de avaliacdo da liberacdo por cromatografia
gasosa.
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5.2.1.1 Verificagdo da acéo da enzima nos tampdes suor acido e suor
basico

Com o intuito de avaliar a acdo da enzima na hidrolise das
microcapsulas nos tampdes suor &cido e basico nos pH de 5,5 e 8,0
respectivamente, as microcapsulas contendo 6leo de horteld com a
papaina imobilizada (0,25 mg/mL) foram submetidas a estes tampdes
por 10 min a 37°C. Foram fotografadas imagens no tempo inicial e final,
conforme mostra a Figura 50 e a Figura 51. Observa-se que o tempo de
10 min foi suficiente para ativar a enzima na temperatura de 37°C.
Destaca-se também, que a composi¢do de ambos os tampdes suor ndo
inibiu a acdo da enzima a ponto de ndo hidrolisar a microcapsula.

Figura 50 - Imagens das microcapsulas a 37°C no tampé&o suor acido pH 5,5 (a)
no inicio do processo de liberagdo e (b) ao final do tempo de 10 min. Lente com
aumento de 100x.

(b)

Figura 51 - Imagens das microcapsulas a 37°C no tampéo suor béasico pH 8,0 (a)
no inicio do processo de liberagdo e (b) ao final do tempo de 10 min. Lente com
aumento de 100x.
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5.2.1.2 Acompanhamento da liberacdo controlada por
Cromatografia Gasosa (CG) das microcapsulas contendo 6leo de
horteld

Na cromatografia gasosa, 0s componentes de uma amostra
vaporizada sdo separados em consequéncia de sua particdo entre uma
fase movel gasosa e uma fase estaciondria liquida ou sdlida contida
dentro da coluna. Ao realizar-se uma separagdo por cromatografia
gasosa, a amostra é vaporizada e injetada na cabeca da coluna
cromatogréfica. A eluicdo é feita por um fluxo de fase mével gasosa
inerte. Em contraste, com muitos outros tipos de cromatografia, a fase
movel ndo interage com as moléculas do analito; sua Unica funcdo é
transportar o analito através da coluna (SKOOG, 2006).

Com o objetivo de avaliar o efeito de liberacdo controlada da
fragrancia proporcionado pelas microcapsulas, trés tecidos foram
impregnados, dois contendo a fragrancia encapsulada, outro contendo a
fragrancia livre. Ap6s o preparo dos corpos de prova, estes foram
embalados em embalagem pléstica fechada e mantidos em condic6es
ambientes.

A evolugdo por CG da liberagcdo da fragréncia em fungéo do
tempo foi determinada quantificando alguns dos componentes presentes
nas amostras. Nao foi possivel determinar a composicdo do 6leo de
horteld, pois 0 equipamento ndo estava acoplado a um espectrémetro de
massa. A Figura 52 apresenta o cromatograma obtido para o leo puro e
a Figura 53 mostra o cromatograma do tecido tratado (Aplicacdo e
secagem) com as microcapsulas contendo 6leo de horteld. Percebe-se
pela Figura 52 e pela Figura 53 uma diferenca significativa entre os
picos cromatograficos, principalmente para 0s picos iniciais. Isso
porque, sdo compostos mais volateis e ndo resistiram a secagem na rama
(100°C por 5 min). Em virtude disso, os picos escolhidos para
monitoramento foram em relagdo a Figura 53. Sendo assim, trés picos
foram monitorados, chamados de pico 1, 2 e 3, com tempo de retengdo
de 6,925, 8,839 e 9,987 min, respectivamente, conforme mostrado na
Figura 53. Acredita-se que o pico 2 seja 0 pico relacionado ao mentol.
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Figura 52 - Cromatograma do 6leo de horteld puro.
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Figura 53 - Cromatograma obtido apds a aplicagdo das microcapsulas contendo
6leo de horteld com a enzima imobilizada (0,05 mg/mL) no tecido de algoddo, a
secagem na rama (100°C/5min).
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A andlise por CG ocorreu logo ap6s a impregnacdo e secagem
dos tecidos, a quantidade de fragrancia presente no tecido logo apés a
secagem foi considerada como 100% para o calculo da fracdo de perda
dos componentes ao longo do tempo.

A Figura 54 apresenta o comportamento obtido para os trés
componentes presentes na amostra tratada com microcapsulas, ja a
Figura 55 mostra 0 comportamento para a amostra tratada com o 6leo de
horteld livre. Em ambos 0s casos as amostras permaneceram na
temperatura ambiente.

Pode-se observar pela Figura 54 e pela Figura 55 que o 6leo de
horteld ndo encapsulado perdeu uma quantidade maior dos componentes
avaliados quando comparado ao microencapsulado. Este comportamento
é evidenciado na Figura 56, onde € apresentado um comparativo entre as
duas amostras, para 0 pico 2. Com base nestes resultados, é possivel
afirmar que a microencapsulacdo contribuiu para a protecdo do 6leo
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encapsulado, favorecendo a permanéncia da fragrancia ao tecido por
maior tempo quando comparado ao tecido com o 6leo livre.

Com base na Figura 55 percebe-se um decréscimo acentuado, dos
componentes referentes aos picos 2 e 3, nos trés primeiros dias
avaliados, ja o componente referente ao pico 1 perde consideravelmente
sua intensidade ap6s o primeiro dia, em virtude de ser mais volatil que
0s demais. Ao fim do periodo monitorado houve uma perda da
fragrancia para esta amostra entre 96 e 99%, aproximadamente.

Para o tecido tratado com as microcapsulas, Figura 54, o
decréscimo em relagcdo aos componentes referentes aos picos 2 e 3 foi
menos acentuado nos trés primeiros dias, quando comparado ao tecido
com a fragrancia livre (Figura 54). Este decréscimo inicial, visto na
Figura 54, pode ser atribuido a liberacdo do 6leo de horteld que pode
ndo ter sido efetivamente encapsulado na reacdo de formagdo das
microcépsulas. Pois, como se trata de um oleo, apds a formacdo das
microcapsulas as mesmas sdo lavadas apenas com agua e ndo com
algum tipo de solvente, que pudesse eventualmente remover 0 excesso
de 6leo presente ao redor da microcapsula.

Em relacdo ao componente referente ao pico 1, percebe-se uma
maior concentracdo ao longo dos dez dias acompanhados, quando
comparado ao tecido com o 6éleo livre, confirmando assim, a eficiéncia
da microencapsulagdo em preservar componentes mais volateis.

Pelo decréscimo na concentracdo dos compostos, pode-se dizer
que a liberacdo controlada comeca a partir do terceiro dia para o pico 1 e
a partir do quarto dia para os demais componentes, onde observa-se um
comportamento praticamente constante de liberacdo. A perda de
fragrancia para esta amostra, ao fim dos dez dias avaliados foi entre 74 e
85%, aproximadamente. Sendo que, para 0 componente referente ao
pico 2 (provavelmente mentol) a microencapsulacdo favoreceu em 24%
na sua permanéncia ao tecido.

Figura 54 - Comportamento da perda dos trés componentes avaliados para o
tecido tratado com as microcapsulas em pH 7,0.
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Figura 55 - Comportamento da perda dos trés componentes avaliados para o
tecido tratado com o 6leo de horteld livre em pH 7,0.
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Figura 56 - Comparativo do comportamento da perda do componente referente
ao pico 2 avaliado para ambos os tecidos (com e sem fragrancia encapsulada).
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Realizou-se uma nova avaliagdo do tecido contendo as
microcapsulas (referente a Figura 54) ap6s 52 dias da aplicacdo e
verificou-se que para os trés componentes avaliados ndo houve perda da
fragrancia, isto é, a liberacdo ainda estava acontecendo de forma
constante. Para o componente referente ao pico 2, apds os 52 dias a
perda ainda estava em 74%, indicando a estabilidade da liberacéo.

Chang et al. (2006) encapsularam 6leo de canfora com adicdo de
poliestireno, em microcapsulas de gelatina e goma arabica obtidas pelo
método de coacervacdo e avaliaram a liberacdo por 120 min,
observando que a liberacdo do 6leo ocorre normalmente a uma taxa
mais elevada nos primeiros 20 min. A adigdo de poliestireno teve o
objetivo de tornar a liberacdo do 6leo mais constante durante esse
tempo. Concluiram que quanto maior a concentracdo de poliestireno
adicionada no meio mais constante se tornava a liberagdo, isso
possivelmente devido a inter-reacdo entre as moléculas do 6leo de
canfora e as moléculas do poliestireno.

Avaliou-se também a liberacdo do Oleo encapsulado nas
condicdes de ativacdo da enzima (pH 8,0 e temperatura de 37°C), o
comportamento obtido para o0s trés componentes monitorados
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(referentes aos picos 1, 2 e 3) estd apresentado na Figura 57. Esta
amostra pOde ser ativada onze vezes até que houvesse a perda da
fragrancia de 95 a 98%, aproximadamente. O componente referente ao
pico 1 teve um comportamento um tanto diferente dos demais,
provavelmente por ser o mais volatil e com isso torna-se mais dificil seu
monitoramento.

Figura 57 - Avaliacdo da perda dos trés componentes monitorados, quando ha a
ativacdo da enzima e liberacéo do encapsulado.
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Através dos resultados obtidos, pode-se verificar que a
microencapsulacdo favoreceu na permanéncia da fragrancia no tecido,
indicando que essa metodologia é valida para aplicacdo em tecidos de
algoddo. Porém, é necessaria uma melhor investigacdo da reticulacdo
das microcapsulas do tecido, para que se tenha resisténcia a lavagem e
uma maior durabilidade.

Em relacdo as microcdpsulas com a enzima imobilizada, foi
possivel comprovar que a liberagdo acontece de forma mais intensa
guando o tecido é submetido as condicbes de pH 8,0 ou 75 e
temperatura de 37°C, observou-se ainda que o mesmo tecido pode ser
submetido a estas condi¢cdes por mais de uma vez até que a fragrancia
seja totalmente liberada.

5.3 CONCLUSOES

Verificou-se que a microencapsulacdo favoreceu na permanéncia
da fragrancia no tecido quando comparado a aplicacdo com o 6leo livre.
Em relagdo as microcdpsulas com a enzima imobilizada, houve a
ativacdo da enzima e com isso, a liberagdo mais acentuada do dleo
encapsulado.

A perda de intensidade para os trés componentes avaliados foi de
74 a 85% quando microencapsulado, enquanto que para a aplicagdo com
0 6leo livre a perda foi de 96 a 99% ao fim dos 10 dias monitorados.
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A microencapsulacdo favoreceu em aproximadamente 24% a
permanéncia da fragrancia (em relacio ao componente referente ao pico
2) no tecido.

A ativacdo da enzima foi realizada por onze vezes consecutivas,
até que houvesse a perda da fragrancia de 95 a 98%, durante o periodo
avaliado.
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CAPITULO VI

Neste capitulo estdo apresentadas as principais conclusfes e as
sugestdes para trabalhos futuros.

6.1 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um estudo da imobilizacdo da
enzima papaina em microcapsulas de gelatina e goma arabica para
auxiliar na liberagcdo controlada do 6leo de horteld e do éleo de jojoba
encapsulado, aplicados em tecido de algodéo.

Com base nos resultados obtidos, a metodologia empregada
mostrou-se satisfatdria para a obtencdo das microcapsulas contendo a
enzima papaina imobilizada. Contudo, foi possivel a avaliagdo da
liberacdo controlada apenas para as microcapsulas contendo 6leo de
hortela.

Comprovou-se que o 6leo de horteld afeta em aproximadamente
85% a atividade da enzima papaina, enquanto que o 6leo de jojoba e o
amaciante ndo interferiram significativamente na acdo da mesma.

Verificou-se através da determinacdo das condig¢fes Otimas de
operacdo da enzima, que em pH 5,5 e 8,0 na temperatura de 37°C, ha
uma acdo mais lenta da enzima favorecendo assim, a liberagédo
controlada do encapsulado.

A atividade enzimética especifica para a enzima livre foi de 1,32
U/mg de proteina, apds a imobilizacdo nas microcapsulas contendo 6leo
de jojoba a atividade enzimatica encontrada foi de 0,049 U/mg de
suporte. Ja para as microcapsulas contendo 6leo de horteld a atividade
enzimatica encontrada foi de 0,020 U/mg de suporte.

Avaliou-se a aplicacdo das microcapsulas ao tecido de algodao,
sendo que a aplicagdo pelo equipamento Foulard mostrou-se superior
guando comparado a aplicagdo por banho de exaustéo.

Verificou-se que as microcapsulas contendo 6leo de horteld
resistem ao processo de secagem do tecido.O mesmo ndo ocorreu para
as microcépsulas contendo 6leo de jojoba, uma vez que a concentragao
de enzima imobilizada foi maior que a necessaria.

A aplicacdo das microcapsulas contendo o6leo de horteld
juntamente com a solucdo de amaciante mostrou-se favoravel, néo
interferindo da sua morfologia.

Torna-se necessario um maior estudo da reticulacdo das
microcapsulas ao tecido de algoddo por glutaraldeido, ja que neste
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trabalho ndo foi possivel a realizacdo de testes para avaliar a reticulacdo
existente.

A microencapsulagcdo mostrou-se favoravel na protecdo do 6leo
de horteld encapsulado, uma vez que ao fim dos dez dias monitorados a
perda de intensidade para os trés componentes avaliados foi de 74 a
85%, enquanto que para a aplicacdo com o 6leo livre a perda foi de 96 a
99%. Sendo assim, a microencapsulacdo  favoreceu em
aproximadamente 24% a permanéncia da fragrancia (em relacdo ao
componente relacionado ao pico 2) no tecido.

A ativacdo da enzima foi realizada por onze vezes consecutivas,
até que houvesse a perda da fragrancia de 95 a 98%, durante o periodo
avaliado.

Conclui-se que a metodologia desenvolvida possibilita a
aplicacdo das microcapsulas contendo 6leo de horteld em tecidos de
algoddo e favorecendo assim, a permanéncia da fragrancia ao tecido,
bem como a liberacdo mais acentuada do O6leo nas condicbes
estabelecidas de ativacdo da enzima.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Auvaliar a influéncia do tempo de imobilizacdo das enzimas e
consequentemente o tempo de reticulagdo das microcapsulas;

e Realizar estudo da reticulagdo das microcdpsulas no tecido de
algoddo pela acdo do glutaraldeido, bem como de outros
reticulantes citados na literatura;

e Determinar as novas condi¢fes de processo, como concentracdo
da enzima imobilizada, para microcapsulas contendo fraces do
6leo de jojoba e do 6leo de horteld;

¢ Verificar a estabilidade de armazenamento das microcapsulas;

e Auvaliar a aplicacdo das microcapsulas liofilizadas no tecido de
algodéo;

e Auvaliar a microencapsulacdo e liberacdo de outros dleos, como
por exemplo, o dleo de cravo;

¢ Analisar a viabilidade de aplicacdo em diferentes tipos de tecidos.
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