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RESUMO

A presenca de impurezas ndo celuldsicas na fibra de algodao cru
acarreta ao substrato téxtil dificuldade na absor¢do de agua, o que
ocasiona problemas de qualidade nos processos de acabamento, como o
tingimento. A retirada destas impurezas é convencionalmente feita pela
purga alcalina, utilizando o hidréxido de sddio a altas temperaturas. As
condicdes severas do processo geram efluente com elevado pH e alto
nivel de DQO, além de ocasionar a degradacdo da celulose, resultando
na diminuicdo da resisténcia das fibras. A biopurga enzimatica, por sua
vez, permite elevada especificidade na remocdo das impurezas, nao
atacando a fibra celuldsica e utilizando condigBes de processo menos
severas de temperatura e pH. No presente trabalho foi investigada a
utilizacdo enzimas combinadas, celulase (E.C. 3.2.1.4), pectinase (E.C.
4.2.2.2) e lipase (E.C. 3.1.1.3) no processo de biopurga de malha 100%
algoddo. Para isto, as enzimas foram caracterizadas quanto as suas
atividades nas condigdes Otimas e nas condi¢des propostas para o
processo de biopurga, e na presenca de um agente quelante. A influéncia
do agente sequestrante no tratamento enzimatico também foi analisada
ao se estudar dois procedimentos distintos — com a adi¢cdo do agente
guimico no inicio do processo e com a adi¢cdo deste somente apds
30 min de reagdo enzimatica. O efeito de cada enzima e suas interagfes
foi avaliado com o auxilio de um planejamento experimental e a
caracterizacdo da malha tratada (perda de massa, grau de alvura, grau de
remogdo de pectina, resposta ao posterior tingimento e hidrofilidade).
Para fins comparativos, realizou-se uma purga alcalina convencional. Os
resultados mostram que o sequestrante nao interferiu na atividade das
enzimas. A biopurga com adicao de sequestrante no inicio do processo e
nas condicdes de pH 6,5 e temperatura 55 °C revelou que a combinagéo
das trés enzimas nos pontos maximos do planejamento experimental
apresentou os melhores resultados — um grau de alvura de 24,99 Graus
Berger, uma remogdo de pectina de 87,47% e uma hidrofilidade de
14,67 s. A comparacdo do tratamento enzimatico com a lavagem
alcalina por meio da caracterizagdo das malhas, confirmou que a
biopurga pode ser tdo eficaz quanto o processo convencional.

Palavras-chave: biopurga, pectinase, celulase, lipase, algoddo, purga
alcalina.






ABSTRACT

The presence of non-cellulosic impurities in the grey cotton fiber
leads to textile substrate difficulty in absorption of water, which causes
quality problems in the finishing process, such as dyeing. The removal
of these impurities is conventionally done by scouring, using sodium
hydroxide at high temperatures. The severe conditions of the process
generate a effluent with high pH and high level of COD, beyond causing
degradation of the cellulose, resulting in decreased of fiber strength. The
enzymatic bioscouring in turn allows high specificity in the removal of
impurities, not by attacking the cellulose fiber and using less severe
process conditions of temperature and pH. In the present study was
investigated the combined use of enzymes, cellulase (E.C. 3.2.1.4),
pectinase (E.C. 4.2.2.2) and lipase (E.C. 3.1.1.3) in the bioscouring of
100% knitted cotton fabric. For this, the enzymes were characterized
according to their activities in the optimal conditions and the proposed
conditions for the bioscouring, and in the presence of a chelating agent.
The influence of the chelating agent in the enzyme treatment was also
analyzed by studying two different procedures — with the addition of the
chemical agent in the begin of the process and with the addition of this
only after 30 min of enzymatic reaction. The effect of each enzyme and
their interactions was reported with the aid of an experimental design
and characterization of treated fabric (weight loss, degree of whiteness,
response to subsequent dyeing, degree of pectin removal, wettability).
For comparative purposes was made a conventional scouring. The
results show that the chelating agent did not affect the activities of the
enzymes. The bioscouring with the addition of chelating agent in the
begin of the process and conditions of pH 6,5 and temperature 55 °C
showed that the combination of the three enzymes in the maximum
points of the experimental design presented the best results — a degree
whiteness of 24,99 Degrees Berger, a pectin removal of 87,47% and a
wettability of 14,67 s. Comparison of enzymatic treatment with the
alkaline wash through the knitted fabric characterization, confirmed that
the bioscouring can be as effective as the conventional process.

Keywords: bioscouring, pectinase, cellulose, lipase, cotton, scouring.
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1. INTRODUCAO

No processamento téxtil convencional a imido, o artigo cru tem
gue passar por uma série de tratamentos quimicos antes de se
transformar em artigo acabado (MOJSOV, 2012). Estes tratamentos séo
frequentemente caracterizados por altas concentragbes de produtos
quimicos, pH alcalino ou acido e temperaturas elevadas que acarretam
em um alto consumo de energia e na geracdo de um efluente de alta
carga poluidora (CAVACO-PAULO; GUBITZ, 2003). Todos estes
fatores, junto ao elevado consumo de &gua, apresentam a tradicional
industria téxtil como uma inddstria de alto impacto ambiental.

Devido ao aumento das restri¢gdes ambientais e governamentais, e
aos custos crescentes da agua e de energia, estudos estdo sendo
realizados para substituir os processos quimicos téxteis convencionais
por bioprocessos que sejam ambientalmente sustentaveis e
economicamente atraentes. Biocatalise provou ser uma ferramenta
flexivel e confidvel no processamento téxtil e uma tecnologia
promissora para 0 requerimento dos requisitos futuros esperados
(CAVACO-PAULO; GUBITZ, 2003; MOJSOV, 2012).

O processo biotecnoldgico introduzido mais recentemente na
industria téxtil é o de lavagem do algoddo cru. Este substrato téxtil
possui impurezas nao-celulésicas que atribuem um carater hidrofdbico a
fibra. A remocdo destas impurezas é feita convencionalmente por um
processo de lavagem com hidroxido de sédio a altas temperaturas e é
conhecida como purga. Ja a remocgdo feita através da aplicacdo de
enzimas denomina-se biopreparacdo ou biopurga e apresenta vantagens
como condigdes de processo, temperatura e pH, mais brandas, o que
acarreta um menor consumo de energia e um efluente de menor carga
poluidora (FURLAN, 2012; MOJSOV, 2012).

O uso de enzimas no processo melhora a qualidade das fibras,
uma vez que as enzimas sdo altamente especificas, preservando a
estrutura e a forca da fibra (HALIM; FAHMV; FOUDA, 2008).

Uma grande variedade de estudos tem sido realizada para
compreender os efeitos da acdo das enzimas na biopurga do algodao.
Esses trabalhos avaliam tanto a utilizacdo de apenas uma enzima, como
a combinacdo entre elas. As enzimas mais comumente estudadas sdo as
pectinases, as celulases, as proteases e as lipases (MOJSOV, 2012).

Grande parte destes trabalhos utiliza como objeto de estudo o
tecido felpudo 100% algoddo. Este substrato téxtil possui caracteristicas
diferentes da malha 100% algod&o e, essas disting@es influenciam na
acdo das enzimas e no processo de biopurga em geral. Assim, este
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trabalho objetiva estudar um pool enzimatico e desenvolver um processo
de biopurga especifico para a malha 100% algodao.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal o estudo das enzimas
celulase, lipase e pectinase, provenientes de produtos comerciais e a
determinacdo da melhor combinacdo destas enzimas para a acéo
simultanea no processo de biopurga de malha de algodao.

1.1.2. Objetivos Especificos

— Estudar as enzimas celulase, lipase e pectinase quanto a sua
atividade e quantidade de proteinas;

— Avaliar a influéncia do agente sequestrante do processo de
biopurga na atividade das enzimas;

— Determinar a melhor combinacdo entre as enzimas celulase,
lipase e pectinase para a aplicacdo no processo de biopurga
através de um planejamento experimental que avalia as
respostas ao tratamento quanto a remocdo de substancias
pécticas, a hidrofilidade, a perda de massa, ao grau de alvura e
ao posterior tingimento;

— Quantificar e comparar os resultados das malhas tratadas
enzimaticamente com o processo de purga convencional.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os processos enzimaticos utilizados no tratamento do algodao
requerem um embasamento tedrico acerca das propriedades da fibra de
algoddo, bem como sua composicdo, e um conhecimento das
caracteristicas das enzimas passiveis de utilizagdo nestes processos.

Neste capitulo seré apresentada uma revisao da literatura sobre o
cenario em que se encontra a industria téxtil, aprofundando sobre o
algoddo e a biotecnologia aplicada no processamento deste, destacando
as enzimas celulase, lipase e pectinase.

2.1. Industria Téxtil

O setor téxtil representa um dos setores industriais mais antigos
do pais e do mundo, sendo um dos precursores no periodo da Revolucdo
Industrial. Além de sua importancia historica, a industria téxtil manteve
sua tradicdo, desempenhando um papel importante para muitos paises ao
ser responsavel por grande parte da economia dos paises desenvolvidos
e carro-chefe nos paises emergentes.

No Brasil, este setor representa 5,5% do PIB da indUstria de
transformacdo, com 30 mil empresas o pais assume o posto de 5° maior
parque téxtil do mundo. E o segundo maior empregador da industria de
transformacdo com 1,7 milhdo de empregos diretos. A regido sudeste é
destaque neste setor, seguida pelas regides sul e nordeste. Os estados de
Santa Catarina e Sao Paulo sdo os maiores polos téxteis em volume de
producdo no Brasil (ABIT, 2011).

O complexo téxtil de Santa Catarina é composto por nove mil
industrias e 172,8 mil trabalhadores. Esta localizado no Vale do Itajaf,
mais especificamente nos municipios de Blumenau e Brusque, e no
norte e nordeste do estado, nos municipios de Jaragua do Sul e Joinville
(FIESC, 2013).

Até 1950 este setor ndo apresentou grande evolucdo do ponto de
vista tecnoldgico. Porém apos esta década, com a incorporacdo de outras
areas como a quimica, mudancas significativas ocorreram, tanto no
ambito produtivo como comercial. Isto foi devido principalmente a
fatores como: o acirramento da concorréncia, a incorporagdo de novos
métodos (just-in-time) e novas tecnologias (microeletrbnica) no
processo produtivo, o desenvolvimento de novos produtos (fibras
sintéticas) e a segmentacdo de cadeia (migracdo para paises com custos
de producdo mais baixos) (UEDA, 2006).
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O setor téxtil produz uma diversidade de produtos incluindo
artigos de mesa, banho, cortinas, tapetes, jeans, entre outros. Cada um
destes produtos passa por processamentos distintos, gerando uma gama
consideravel de fluxos produtivos (FURLAN, 2008).

Em virtude de seu grande volume de producéo, a inddstria téxtil
gera uma quantidade significativa de residuos (solidos, liquidos e
gasosos). Porém, é o seu efluente liquido que possui caracteristicas
muito adversas para 0 meio ambiente em decorréncia da alta gama de
compostos quimicos utilizados em seus processos (ALY; MOUSTAFA;
HEBEISH, 2004). Esse cenario adicionado ao alto consumo de energia e
agua apresenta a tradicional inddstria téxtil como um setor de alto
impacto ambiental (KIRK; BORCHERT; FUNGLSANG, 2002).

Os processos e despejos gerados pela inddstria téxtil variam a
medida que a pesquisa e o desenvolvimento produzem novos reagentes,
NOVOS processos e novas técnicas, e também de acordo com a demanda
do consumo por outros tipos de tecidos e cores.

Uma linha alternativa da industria téxtil que vem se
desenvolvendo séo os processos enzimaticos. Eles tém sido introduzidos
no processamento téxtil de modo a satisfazer os padrdes de qualidade do
produto e diminuir a alta necessidade de energia, dgua e produtos
guimicos, gerando uma carga menor de efluente, sendo este mais
brando.

2.1.1. Fibras Téxteis

Segundo Araljo e Castro (1986), fibras téxteis sdo materiais
filiformes caracterizados pela flexibilidade, finura e grande
comprimento em relagdo & dimenséo transversal maxima.

Estes materiais sdo classificados conforme sua origem, sendo
compreendidos em fibras de origem natural (vegetal ou animal) e fibras
manufaturadas. Dentre as fibras naturais, destacam-se a 1a e o algodéo,
este Gltimo por suas caracteristicas de toque e absorcdo, além de seu
preco acessivel. Ja as fibras manufaturadas que sdo obtidas por
processos industriais, podem ser divididas em sintéticas — polimeros
produzidos por sintese quimica — e artificiais — polimeros naturais
transformados por acdo de reagentes quimicos (ARAUJO; CASTRO,
1986).
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Figura 2.1 — Classificacdo das fibras téxteis.
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Fonte: PEREIRA, 2013
2.1.1.1. Algodao

O algoddo é a forma mais pura de celulose encontrada na
natureza, sendo uma fibra de origem vegetal que constitui o
revestimento piloso do fruto do algodoeiro, planta do género
Gossypium, da familia das Malvéaceas (LEWIN, 2007; SHORE, 1995). E
a fibra celulésica mais importante e também a mais utilizada de todas as
fibras téxteis atuais (VASCONCELQS, 2005).

2.1.1.1.1.  Algod&o orgénico

Algodao organico é obtido em sistemas sustentaveis, mediante o
manejo e a protecdo dos recursos naturais, sem a utilizacdo de
agrotoxicos, adubos quimicos ou outros insumos prejudiciais a salde
humana, animal e ao meio ambiente, mantendo e recuperando a
fertilidade e a vida dos solos e a biodiversidade (FERREIRA, 2012).

A producdo de téxteis ecoldgicos, sobretudo aqueles que
empregam o algoddo organico como matéria-prima, tem se expandido
muito nos Gltimos anos com o aumento do interesse pelo consumo de
produtos sustentaveis, reflexo da preocupacdo dos consumidores com a
preservacdo do meio ambiente (LIMA; SOUZA, 2013).

A producdo orgénica de algoddo, que pode incluir o cultivo de
variedades naturalmente coloridas, ainda é pequena, porém esta
conduzindo a uma reorganizacao do sistema produtivo convencional. As
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instituicbes que regulamentam o processo e as organizacBes que
certificam o produto desempenham papel importante, promovendo e
assegurando a diferenciacdo do produto, reduzindo a assimetria de
informagfes entre compradores e vendedores, permitindo maior
agregacao de valor ao produto (SOUZA, 1998).

2.1.1.1.2.  Estrutura morfoldgica do algodao

Embora haja amplo conhecimento pratico no processamento do
algodao, uma compreensdo mais completa acerca da estrutura das fibras
pode melhorar a sua exploracdo. Destaca-se ainda o uso da engenharia
genética ou bioquimica, para aprimorar as propriedades do algoddo ou
até mesmo desenvolver novas propriedades (WAKELYN, 2006).

A fibra de algoddo é uma célula biol6gica, com uma estrutura de
camadas multiplas que sdo quimicamente e estruturalmente diferentes.
Esta estrutura esta representada na Figura 2.2 e as camadas podem ser
diferenciadas em cuticula, parede primaria, parede secundaria e limen
(MQJSOV, 2012).

A cuticula é a camada mais externa da fibra, sendo constituida
por componentes ndo celulésicos como ceras, gorduras, proteinas e
pectinas (FURLAN, 2012). E uma camada fina e amorfa que representa
2,5% do peso da fibra (MOJSQV, 2012).

As paredes primarias e secundarias tém diferentes graus de
cristalinidade, bem como diferentes orientagfes da cadeia molecular
(MQJSOV, 2012).

A parede primaria € majoritariamente composta por celulose
(>50%), contendo também proteinas, pectinas e ceras. As fibrilas
exteriores desta camada estdo paralelas ao eixo da fibra e formam com
as interiores uma rede aproximadamente ortogonal. A parede primaria
possui 0,1 pum de espessura e compreende apenas cerca de 1% da
espessura total da fibra de algodéo, tendo um indice de cristalinidade de
30% (LOSONCZI, 2004; MOJSOV, 2012; SILVA, 2006).

A parede secundaria é essencialmente celuldsica, sendo a mais
espessa e cristalina de todas. Compreende 91,5% do peso da fibra e
possui um indice de cristalinidade de 70%, sendo a responséavel pela
resisténcia mecanica das fibras. E organizada em microfribilas e
macrofibilas, que sdo mantidas unidas por fortes interacdes pontes de
hidrogénio. E constituida de camadas concéntricas, S; externa e S,
interna. Na camada S, as fibrilas estdo dispostas helicoidalmente ao
redor da fibra, formando com o seu eixo um angulo de 20 a 35° O
mesmo acontece na camada S,, com a diferenga que os feixes de fibrilas
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tém inversdes no sentido do enrolamento, podendo formar um angulo de
20-30° (FERREIRA, 2012a; MOJSOV, 2012).

Figura 2.2 — Estrutura morfolégica esquematica da fibra de algodéo.

Cuticula
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Fonte: LEWIN, 2007.

O limen apresenta-se sob a forma de um canal central das fibras
e s6 pode ser observada em fibras de algoddo muito maduras. Nesta
camada a disposicdo do feixe de fibrilas é similar a S;, sendo assim
distinto da camada S,. E o que resta da célula inicial que originou a fibra
e, por isso, contém restos de protoplasma, sais minerais e corantes
responsaveis pela cor creme do algodao cru (SILVA, 2006).

2.1.1.1.3. Composicdo quimica do algodao

A fibra de algodao crua, ap6s a limpeza mecanica, possui uma
composicdo quimica de aproximadamente 95% de celulose e algumas
impurezas ndo celulésicas, tais como proteinas, aminoacidos, outros
componentes nitrogenados, ceras, substancias pécticas, &cidos
organicos, agUcares, sais inorganicos e uma pequena quantidade de
pigmentos (Tabela 2.1) (LEWIN, 2007).

Os componentes ndo celulésicos da fibra encontram-se
principalmente na cuticula, na parede celular primaria e no lamen.
Variagbes nestes constituintes surgem devido a diferencas na
maturidade das fibras de algoddo, na variedade da planta e nas
condic¢des ambientais do cultivo (solo, clima, etc.) (WAKELYN, 2006).

Esses materiais ndo celuldsicos criam uma barreira fisica que
protege a fibra do meio ambiente ao longo do desenvolvimento da
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planta (MOJSOV, 2012). As ceras e pectinas sdo responsaveis pelo
carater hidrofébico do algoddo cru que impede um tingimento uniforme
e eficiente, bem como um acabamento do artigo, processos que séo
realizados sob condigdes aquosas (LIN e HSIEH, 2001).

Antes de o algoddo poder ser usado como fibra téxtil, é
necessario remover a cuticula para assegurar a absor¢do das solugdes de
corante e dos outros reagentes durante os processos téxteis (SILVA,
2006).

Tabela 2.1 — Composicdo aproximada da fibra de algoddo e da sua
camada cuticular.

Composicdo em base seca (%)

- Fibra
Constituint - .
SHEuInes Quantidade Fai Cuticula
. aixa
tipica
Celulose 94,0 88,0-96,0 -
Proteina (% N
X 6,25)° 1,3 1,1-19 30,4
Substancias 0,9 07-12 19,6
pécticas
Cinzas 1,2 0,7-1,6 6,5
Cera 0,6 04-1,0 17,4
AcUcares totais 0,3 0,1-1,0 -
A(.zld_OS 0,8 05-1,0 -
organicos
Pigmentos tracos - -

& Método padréo de estimativa da porcentagem de proteina pelo teor de
nitrogénio (%N)

Fonte: MONJSQOV, 2012; LEWIN, 2007.

Os sais inorganicos (fosfatos, carbonatos e 6xidos) e os sais de
acidos organicos presentes na fibra crua sdo apresentados como cinzas.
Durante a producdo do algoddo, a planta absorve potassio e outros
metais (calcio, magnésio, sddio, ferro, manganés, cobre e zinco) como
nutrientes e estes metais podem ser encontrados na fibra crua. A
presenga de metais no algoddo cru pode acarretar em problemas nos
processos de brangueamento e tingimento. A decomposi¢do do
peroxido, utilizado na etapa de branqueamento, pode ser catalisada por
fons de ferro e de cobre, o que pode induzir danos nas fibras. Sais
insolUveis de célcio e magnésio podem influenciar na qualidade do
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tingimento, sendo o efeito de complexacgdo dos corantes o pior problema
pelas consequéncias negativas na igualizacdo, nuance de cor e as vezes
na solidez a friccdo. A fim de se evitar estes problemas € feito o uso de
sequestrantes nos processos de preparacdo e tingimento (LOSONCZI,
2004; PICOLLI, 2008).

Uma das impurezas mais resistentes presente junto as fibras de
algoddo sdo os fragmentos de casca de sementes. Estes fragmentos séo
normalmente pretos ou marrons escuros e oriundos do processo de
descarocamento do algoddo (LOSONCZI, 2004).

2.1.1.1.4. Celulose

O algoddo é composto quase inteiramente por celulose. A
unidade repetitiva da celulose é composta por duas moléculas de glicose
eterificadas por ligacdes P-1,4-glicosidicas. Esta unidade repetitiva,
conhecida como celobiose, contém seis grupos hidroxila que
estabelecem interacbes do tipo ligacGes de hidrogénio intra e
intermolecular. Devido a essas ligagdes de hidrogénio ha uma forte
tendéncia de a celulose formar cristais que a tornam completamente
insolUvel em 4gua e na maioria dos solventes organicos (SILVA et al.,
2009).

As sucessivas unidades de glicose apresentam uma rotacdo de
180° em torno do eixo da molécula, o que torna a cadeia polimérica
linear (MEDVE, 1997).

Figura 2.3 — Estrutura da cadeia celulésica.

Fonte: LEWIN, 2007.

A celulose é constituida por regides cristalinas que variam em
complexidade e comprimento que sdo ligadas por regides amorfas,
menos organizadas. O grau de cristalinidade da celulose varia de acordo
com sua origem e processamento, sendo que o algoddo possui em torno
de 70% de cadeias cristalinas e 30% de regides amorfas (MOJSQV,
2012; PICOLLI, 2008). Quanto maior a cristalinidade, maior serd a
densidade, rigidez e resisténcia a tracdo das fibras, contudo menor a
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reatividade e a capacidade de absorcdo de solventes (ARANTES;
SANDLER, 2010).

Figura 2.4 — Regides cristalinas e amorfas em microfibrilas de celulose.
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Fonte: NERALLA, 2012.

Apesar da sua simplicidade quimica, a diversidade de origem e de
processamentos tecnoldgicos subsequentes a que a biomassa celulésica
é sujeita, conduz a uma complexa gama de formas fisicas de celulose. A
descricdo destes substratos inclui propriedades como o tamanho, a
forma, a porosidade, o grau de polimerizagdo, a area superficial, a
associagdo com compostos ndo celulésicos, a conformagdo molecular e
cristalinidade, todos eles relevantes para o processo de hidrolise
(BEGUIN; AUBERT, 1994).

2.1.2. Processo Produtivo Téxtil

Segundo Ledo et al. (2002), a cadeia téxtil tem seu processo
produtivo comumente estruturado com a matéria-prima encaminhada
para fiacdo, seguindo para a tecelagem plana ou malharia e, por Gltimo,
para o acabamento, abastecendo o setor de confeccéo.

O processo de produgdo de fios compreende diversas operagdes
por meio das quais as fibras s@o abertas, limpas e orientadas em uma
mesma direcdo, paralelizadas e torcidas de modo a se prenderem umas
as outras por atrito.

A tecelagem e a malharia é a etapa de transformacéao dos fios em
tecidos planos e malhas, respectivamente. Estes dois sdo diferenciados
pela forma de entrelagamento dos fios que compde o tecido.

Os tecidos planos sdo produzidos em equipamentos denominados
teares, onde os fios de trama e urdume sdo entrelacados ortogonalmente.
Ja na tecelagem de malhas, o tecido é formado pelo entrelacamento de
um ou mais conjunto de fios através de lagadas, nas quais os fios ndo
formam angulos ortogonais entre si.
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A etapa de acabamento, conhecida também como beneficiamento
téxtil, busca melhorar certas propriedades que até esta entdo, ndo tinham
sido consideradas como essenciais. Entre elas estdo o aspecto, brilho,
toque, resisténcia, estabilidade dimensional, etc. (ARAUJO; CASTRO,
1986).

Figura 2.5 — Fluxograma do processo produtivo téxtil.
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Fonte: PEREIRA, 2013.

Segundo Ledo et al. (2002), o beneficiamento pode ser separado
em trés etapas:

e Beneficiamento primario: o tecido é preparado para as etapas
subsequentes;

e Beneficiamento secundario: o tecido é tingido ou estampado;

e Beneficiamento terciario: compreende uma série de processos
que objetivam conferir ao material melhor estabilidade
dimensional, melhor toque e caracteristicas especiais como, por
exemplo, impermeabilizacdo a agua.

Muitas das operacdes envolvidas no beneficiamento téxtil,
sobretudo as de tratamento prévio e de tingimento, podem ser efetuadas
ndo s6 em tecido e malha, como em rama, em fio ou mesmo apds a
confeccdo (ARAUJO; CASTRO, 1986).
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A indUstria téxtil utiliza varios produtos quimicos em seus
diferentes processos, como purga, branqueamento, lavagem denim, etc.
Estes produtos quimicos acarretam em um efluente de alta carga
poluente e, em decorréncia de alguns deles possuirem carater corrosivo,
podem danificar os equipamentos e o préprio tecido (ALY et al., 2004).

2.1.2.1. Purga convencional

As fibras de algoddo contém aproximadamente 6 a 10% de
impurezas naturais cujo conteldo depende da variedade do algodéo e do
ambiente de cultivo. Entre estas impurezas estdo as pectinas, gorduras e
ceras, proteinas, aglcares e cinzas, bem como outros materiais. A
presenca destes faz com que fibra de algoddo cru tenha baixa
hidrofilidade, o que causara alguns problemas de qualidade nos
processos subsequentes de tingimento e finalizacdo do artigo
(KALANTZI et al., 2008; WANG, 2007).

Com a finalidade de se obter um substrato téxtil com maior
hidrofilidade e menor concentragdo de impurezas celuldsicas é que se
realiza a purga alcalina. Convencionalmente, o processo é realizado
através do tratamento do fio ou tecido com hidréxido de sddio a altas
temperaturas, de 70 a 90 °C.

Apds a conclusdo da purga, o artigo deve ser enxaguado e
neutralizado, sendo utilizado um grande volume de &gua no processo
(EINSCHLAG, 2011).

Apesar de a lavagem alcalina ser eficaz e o custo do hidréxido de
sodio baixo, o processo é dispendioso, pois ele consome grandes
guantidades de energia, agua e agentes auxiliares (MOJSOV, 2012).

O processo de pré-tratamento convencional é problemético sob o
ponto de vista ambiental devido ao elevado pH e alto nivel de DQO e
DBO dos efluentes téxteis, além do alto consumo de energia. Por sua
vez, a celulose € susceptivel a danos de oxidacéo oriunda das condicfes
do tratamento alcalino, o que pode resultar na perda de peso e na
diminuicdo da resisténcia a tracdo dos tecidos (KALANTZI et al.,
2008).

2.2. Enzimas
As enzimas sdo proteinas que atuam como biocatalisadores,

apresentando alta capacidade catalitica e seletividade especifica sobre o
substrato (CALADO; DILLON; SALGUEIRO, 2007).
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Em comparagdo com catalisadores quimicos, as enzimas séo
muito mais eficientes. As reacBes enzimaticas ocorrem em condigdes
mais brandas de pH e temperatura e em decorréncia da sua alta
especificidade, nestas reacdes raramente ha a formacao de subprodutos.

Algumas enzimas exigem a presenca de moléculas de proteina,
conhecidas como cofatores, a fim de funcionar como catalisadores
(CAVACO-PAULO; GUBITZ, 2003).

As enzimas tém um pH e temperatura caracteristicos, nos quais a
sua atividade é méxima. Geralmente elas sdo ativas em temperaturas
amenas, sendo que acima de certa temperatura a enzima é desnaturada.
Os valores de pH extremos influenciam as interacGes eletrostaticas no
interior da enzima, conduzindo & inativacdo da enzima (EINSCHLAG,
2011).

As enzimas sdo classificadas e codificadas pela NC-ITUBMB
(Nomenclature Commitee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology) de acordo com a reacdo catalisada. A
nomenclatura utiliza a abreviagdo E.C. (Enzyme Comission) seguida de
até quatro digitos referente a classe e subclasses a que pertence a enzima
(OLIVEIRA, 2007).

Grande parte das enzimas sintetizadas nas células é intracelular,
sendo sua obtencdo avaliada somente pelo rompimento da célula. No
entanto, ha microrganismos que possuem a capacidade de sintetizar
enzimas que sdo excretadas da célula, enzimas extracelulares, podendo
ser encontradas no meio de cultivo ou propagacdo celular (AGUIAR,
2010). Quase todas as enzimas produzidas em escala industrial s&o
extracelulares devido ao fato de seu isolamento dos caldos de cultivo ser
geralmente mais simples. Porém, o fato de se encontrarem muito
diluidas no meio pode tornar seu isolamento muito dispendioso.

Processos realizados com o auxilio de enzimas podem ser
rastreados até as civilizagdes antigas. Hoje, conhece-se quase 4000
enzimas, sendo que destas, cerca de 200 estdo em uso comercial. Até a
década de 1960, a venda de enzimas totalizavam apenas alguns milhdes
de dolares por ano. Entretanto, uma melhor compreensdo da producédo
bioguimica tornou a tecnologia das enzimas mais acessivel, que junto
aos avancgos nos métodos de utilizagdo destes catalisadores, possibilitou
um crescimento espetacular deste mercado (SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001). Nos ultimos anos, o valor de mercado dos
catalisadores enzimaticos é estimado em 2,3 bhilhdes de dolares anuais
(MUSSATO; FERNANDES; MILAGRES, 2007).

A maior parte das enzimas industriais, pelo menos 75%,
apresenta acao hidrolitica, sendo que as proteases dominam o mercado,
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respondendo por aproximadamente 40% de todas as vendas (SHARMA,;
CHISTI; BANERJEE, 2001). A propor¢do utilizada de enzimas em
processos industriais apresenta grande variagdo. Enquanto 40-45% das
enzimas produzidas sdo consumidas pela indUstria de detergentes, a
indUstria téxtil e de papel consome entre 4-6% (BORZANI, 2001).

As principais areas de aplicagdo de enzimas estdo resumidas pela
Tabela 2.2. O uso destes catalisadores na industria é feito em processos
biotecnolégicos, ajudando a reduzir a poluicdo ao, em muitas vezes,
substituir processos quimicos agressivos a0 meio ambiente.

Tabela 2.2 — Campo de aplica¢bes de enzimas.

Area Aplicacoes

Usadas como ferramentas de pesquisa para a

P i SO . 1 ; ~
esquisa hidrolise, sintese, andlise, biotransformacbes e
cientifica ~ D
separacdes por afinidade.
Aplicagdes Preparacdes para a pele; higienizadores de prétese
cosméticas dentaria.
Diagndsticos Glicemia, uréia, colesterol, eletrodos enziméaticos
médicos e e kits de ensaios.

analises quimicas

Fabricacdo de papel e celulose; processamento do
couro; detergentes e agentes de limpeza;
processamento de laticinios, frutas, carnes e
vegetais; tratamento de d4guas residuais;
processamento do algodao; etc.

Catalise
industrial

Fonte: SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001.
2.2.1. Enzimologia aplicada a industria téxtil

Os processos enzimaticos desenvolvidos para aplicagdo no
processamento do algoddo a Umido estdo presentes desde a limpeza e
preparacdo do substrato até os processos finais de beneficiamento e no
tratamento de efluentes (ALY; MOUSTAFA; HEBEISH, 2004).Na
Figura 2.6, encontra-se um resumo do processamento téxtil, tendo em
destaque as principais enzimas que podem atuar em cada etapa.

O objetivo do tratamento enzimatico é a obtencdo de um artigo
com boas propriedades fisico-mecanicas, juntamente com elevada
molhabilidade e a absorvéncia do corante (ALY; MOUSTAFA;
HEBEISH, 2004).
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Figura 2.6 — Enzimas usadas em varias etapas do processo téxtil.

a-Amilase Pectinase Peroxidase | Celulase |

A 4 v k \ 4
Desengomagem [ Mercerizacio H» Alvejamento T Tingimento A Acabamento
4

A 4
Matéria-prima Catalase Tecido acabado

'

Desengomagem ->| Stone-wash |—> Alvejamento [P Jeans

1 1

‘ Celulase ‘ ‘ Lacase ‘

Fonte: KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002.

2.2.1.1. Celulase

As celulases sdo enzimas especificas para a hidrélise da ligacdo
glicosidica B(1—4) da celulose (TAN; CAO, 2002). Celulase é um
sistema enzimatico multicomponente composto por uma variedade de
enzimas com especificidade e modo de acdo distinta, as quais agem de
forma sinérgica durante a degradagéo da celulose.

As celulases que atuam no processo de hidrolise sdo classificadas
em: endoglucanases (EG), exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH I e
CBH 1) e celobiase (BG) (CHADEL; SILVA, 2013).

A atuacdo da celulase pode ser observada a nivel molecular na
Figura 2.7.

As endoglucanases catalisam aleatoriamente a hidrélise interna
da celulose, liberando celo-oligossacarideos com diferentes graus de
polimerizacdo e celobiose. Em decorréncia da hidrélise, originam-se
novas cadeias terminais para a acdo da exoglucanase. A EG atua
somente na por¢do amorfa da celulose, tendo a sua atividade reduzida
com o encurtamento da cadeia de celulose (FURLAN, 2012; SILVA,
2008).

As exoglucanases iniciam a hidrdlise nas extremidades da cadeia.
A CBHI quebra as unidades de celobiose das extremidades redutoras,
enquanto que a CBHII quebra as das extremidades ndo redutoras
(CAVACO-PAULO, 1995).
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Figura 2.7 — Atuagdo das enzimas componentes da celulase.
BG
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Fonte: MATOVIC, 2013.

A celobiase completa a hidrdlise da celulose ao catalisar a
hidrélise da celobiose a glucose (VASCONCELOQOS, 2005).

A porcdo amorfa da celulose é degradada tanto pela
endoglucanase quanto pela celobiohidrolase. Ja a porcdo cristalina é
degrada mais eficientemente pela celobiohidrolase (TAN; CAQ, 2002).

A maioria das celulases dos fungos, e todas as produzidas pelo
Thichoderma reesei sdo constituidas por dois dominios, funcionais e
estruturalmente distintos: o dominio responsavel pela ligacdo da enzima
ao substrato conhecido por “Cellulose Binding Domain” (CBD), e o
dominio catalitico (CD) que constitui a maior parte da proteina e abriga
0 sitio ativo. Os dois dominios estdo ligados através de uma cadeia
polipeptidica flexivel (“linker”) (CAVACO-PAULO, 1995).

Na Figura 2.8 esta apresentado um esquema da agdo de uma
exoglucanase no substrato. Primeiramente (a) a enzima se liga ao
substrato, (b) reconhecendo em seguida uma extremidade redutora da
cadeia de celulose (c) que é rosqueada para o tanel catalisador. Logo (d)
ha a formacéo e ativacdo de um complexo catalitico, (¢) dando inicio ao
processo ciclico de hidrélise (f) seguido pela expulsdo do produto
(mostrado em amarelo).



43

As celulases s@o produzidas por um espectro de bactérias e
fungos, devido a necessidade da degradacdo da celulose presente nas
paredes vegetais em condi¢cBes naturais (SILVA, 2008). Porém,
relativamente poucos microrganismos produzem altos niveis capazes de
solubilizar a celulose cristalina extensivamente (BHAT; BHAT, 1997).

O tipo de sistema celulolitico mais intensamente estudado é o
fangico, devido ao fato de este ser extracelular, logo, de mais fécil
obtencdo. Os microrganismos fungicos mais utilizados na producéo
industrial de celulase sdo Aspergilus niger, Humicola insolens,
Penicillium funiculosum e Trichoderma reesei (CAVACO-PAULO,
1995).

Figura 2.8 — Atividade no substrato da celulase (exoglucanase) do T.
reesei. A enzima possui um pequeno dominio de ligacdo ao substrato
(CBD), um ligador flexivel (azul escuro) e um grande dominio catalitico
(rosa).

Dominio
Lalalmco
(c)

Linker CBD Eay
- Rosqueamento
b o Inicial
: —

* ldenmlcagao M
¢
JQ) \'~

Rosqueamento — Processo ciclico

Fonte: CHADEL,; SILVA, 2013.

A utilizacdo de celulases na hidrdlise da celulose ocorre em
condi¢des mais brandas de pH, pressdo e temperatura do que em
processos quimicos.

A cinética lenta da degradacdo enzimatica de celulose cristalina
(celulose de algoddo) permite o aprimoramento das propriedades do
tecido e da fibra, sem excessivos danos (CAVACO-PAULO, 1998).

As celulases tém sido utilizadas na industria téxtil no processo
“stone-washing” que atribui a aparéncia envelhecida ao jeans e no
acabamento de tecidos de algoddo a fim de se remover microfibrilas e
prevenir a fibrilagdo e a formagdo de “pilling” (FERREIRA, 2012;
FREITAS, 2009).
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A comercializacdo da hidrdlise enzimatica celulolitica encontra
no custo da enzima seu maior obstaculo, sendo que este é estimado em
aproximadamente em 50% do custo do processo de hidrdlise total
(BORTOLAZZO, 2011).

2.2.1.2. Lipase

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases, EC 3.1.1.3) catalisam a
hidrolise de triglicerideos aos acidos graxos correspondentes e glicerol,
na interface lipideo/agua (OLIVEIRA, 2007; SHARMA, 2001).

Figura 2.9 — Reacg0es catalisadas por lipases.
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R OR' R“NH; R NRZ
H
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HO " oR! 0

Fonte: PAQUES; MACEDO, 2006.
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Além das reacfes de hidrolise, as lipases sdo capazes de catalisar
reacOes de esterificacdo, transesterificacdo (alcoolises, acidolises e
ineresterificacéo), aminolise (sintese de amidas) e
lactonizacdo(SUDBRACK, 2012).

Substratos insolGveis em agua é um pré-requisito para as lipases
se a hidrolise ¢ o objetivo da reacdo (VORDERWULBECKE;
KIESLICH; ERDMANN, 1992).

As lipases sdo serina hidrolases e contém a sequéncia X;-S-X,
como meio catalitico, onde S = serina, X; = histidina e X, = 4cido
aspartico ou glutdmico. (ARAUJO, 2009; SUDBRACK, 2012).

A atividade das lipases € baixa em substratos monoméricos, mas
logo que um substrato agregado (tal como uma emulsdo ou uma solugéo
micelar) é formado, a atividade da lipase aumenta drasticamente. Este
fendbmeno é chamado de ativacdo interfacial. A determinacdo da
estrutura tridimensional de algumas classes de lipases propiciou uma
explicacdo para este fendmeno. O sitio ativo é protegido por superficie
entrelacada, determinada tampa hidrofébica ou lid (KAPOOR; GUPTA,
2012; SUDBRACK, 2012).

Na presenca de uma superficie hidrofébica (tais como gota de
6leo), a tampa da lipase se desloca, sofrendo uma mudanca
conformacional da forma “fechada” da lipase para uma forma “aberta” e
permite a interagdo entre sua face interna hidrofébica e os residuos
hidréfobos que normalmente circundam o centro ativo da lipase com o
substrato (KAPOOR; GUPTA, 2012).

Figura 2.10 — Mecanismo de ativacdo interfacial na presenca de uma
interface hidrofébica.

Sitioativo
| lid
? &
>
Lipase fechada Lipaseabertae
einativa ativada

Interface hidrofobica intertaciaimente

Fonte: SUDBRACK, 2012.

Como as lipases atuam na interface agua/lipideo, as equagdes de
Michaelis Menten ndo podem ser utilizadas para a cinética enzimatica,
pois estas sdo validas somente para reacOes catalisadas em fase
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homogénea (JAEGER; REETZ, 1998). Geralmente, nas analises da
lipase, o substrato lipidico é utilizado sob forma de emulséo e & medida
que a reagdo acontece, com a formacgdo de produtos e degradagdo do
substrato, ocorre variagdo na composicdo da interface agua/lipideo.
Portanto, a velocidade da reacdo é determinada pela area superficial da
emulsdo das particulas por unidade de volume e ndo pela concentracéo
de lipideos na emulséo (ARAUJO, 2009).

A atividade catalitica das lipases pode ser influenciada por fatores
como a auséncia da interface lipideo/agua, a eventual inibigdo pelos
produtos formados e a influéncia do tipo de agente emulsificante
(HARALDSSON, 1991).

A maioria das lipases apresenta atividade 6tima em temperaturas
entre 30 e 40°C, embora sua termoestabilidade varie consideravelmente
em fungdo de sua origem. As enzimas microbianas sdo, em geral, mais
estaveis e apresentam atividade na faixa de pH 5 a 9, com um maximo
entre 8 e 9 (SEMIONATO, 2006).

As lipases sdo encontradas na natureza em ampla escala
filogénica, podendo ser obtidas de fontes animais (pancreatica, hepatica
e gastrica), vegetais e também a partir de microrganismos (bactérias e
fungos) naturais ou geneticamente modificados. Industrialmente e
economicamente, as lipases microbianas apresentam vantagens em
relacdo as lipases de origem animal e vegetal. S&o em sua maioria
extracelulares, resultando em um custo de produgdo menor, sdo mais
estaveis e possuem propriedades distintas das lipases de origem animal e
vegetal. Sdo obtidas, geralmente, pelos microrganismos dos géneros:
Candida e Torulopsis (leveduras); Rhizopus, Penicillium, Aspergillus,
Geotrichum e Mucor (fungos); Pseudomonas, Bacillus, Rhizopus,
Chromobacterium (bactérias) (ARAUJO, 2009; SEMIONATO, 2006).

A alta versatilidade das lipases, considerada como o grupo de
biocatalisadores mais importante na biotecnologia, permite uma vasta
aplicabilidade em diversos processos, podendo ser usadas na industria
alimenticia, de detergentes, farmacéutica, de couro, téxtil, cosmético e
papel (JAEGER; REETZ, 1998; REIS et al., 2009).

No setor téxtil o uso de lipases se encontra em evidéncia na
formulagcdo de detergentes, o que resulta na remogdo de manchas de
lipideos no algodédo. Outra aplicacdo que vem sendo estudada, porém
ndo muito explorada, é a atuagdo da lipase na biopreparagéo do algodéo.
A cuticula, parede fina exterior da fibra de algoddo, possui uma
complexa mistura de lipideos. Esta presenca abre a possibilidade do uso
de lipases no processo de biopurga do algodéo cru (RAJA et al., 2012).
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A remocdo de lubrificantes através da lipase é feita a fim de
promover uma melhor absorcdo de agua e do corante no algodao. O uso
desta enzima reduz também riscos e rachaduras nos sistemas de abrasdo
do denim (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

2.2.1.3. Pectinase

Pectinases, ou enzimas pectinoliticas, sdo produzidas por um
grande numero de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, insetos e
plantas, a fim de degradar o heteropolissacarideo pectina (MALLER,
2008).

Devido & presenca de varias formas de pectina nas células das
plantas, sdo necessarias enzimas com diferentes formas de acdo para a
sua degradacdo (GUMMADI; PANDA, 2003).

A classificacdo feita de acordo com o substrato preferencial
resulta em dois grupos principais: pectinases despolimerizantes e
pectinase  desmetoxilante. As enzimas despolimerizantes agem
catalisando a quebra das ligagdes a-1,4 da cadeia principal do
polissacarideo péctico, enquanto a desmetoxilante desesterifica a pectina
a acido péctico por remoc¢do dos residuos metoxila (SANDRI, 2010;
SANTI, 2005).

Tabela 2.3 — Classificagdo das enzimas pectinoliticas.

Enzima Substrato Modo de acéo
Preferencial

Pectinases Despolimerizantes

Poligalacturonase (PG)  Acido péctico Hidrolise
endo-PG ou exo-PG 1
(mondmeros)
e exo0-PG 2 (dimeros)
Polimetilgalacturonase Pectina Hidrolise
(PMG) endo-PMG ou exo-PMG
Pectina liase (PL) Pectina Trans-eliminacéo
endo-PL ou exo-PL
Pectatoliase (PGL) Acido péctico Trans-eliminagdo

endo-PAL ou exo-PAL
Pectinase Desmetoxilante
Pectinesterase (PE) Pectina Desesterificacdo de
grupos metil

Fonte: SANTI, 2005.
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H4 somente uma enzima pectinase desmetoxilante, a
pectinesterase (PE). J& as pectinases despolimerizantes constituem em
um grupo e sdo classificadas de acordo com o modo pelo qual a ligagdo
¢ rompida (hidrélise ou trans-eliminacdo); posicdo de ataque no
substrato (endopectinase ou exopectinase); e o tipo de substrato
hidrolisado (&cido péctico ou pectina). Entre as pectinases
despolimerizantes encontram-se a poligalacturonase (PG), a
polimetilgalactunorase (PMG), a pectina liase (PL) e a pectatoliase
(PGL) (SANDRI, 2010, SANTI, 2005). Um resumo da classificacdo das
enzimas pectinoliticas encontra-se na Tabela 2.3.

A producdo de pectinases em larga escala é feita basicamente por
fungos, sendo os do género Aspergillus mais comumente utilizados
(EINSCHLAG, 2011).

Os preparados enzimaticos que se encontram no mercado sdo um
complexo enzimatico contendo todas as enzimas do grupo pectinolitico
além de celulase, hemicelulase, ou seja, possuem diversos tipos de
atividades (COURI, 1993 apud SANDRI, 2010).

Figura 2.11 — Diferentes tipos de pectinase e seu modo de agdo na
molécula de pectina.
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Fonte: GUMMADI; PANDA, 2003.
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Pectinases estdo hoje entre as enzimas com a melhor perspectiva
para futuras aplicacbes. Elas desempenham um papel importante na
producdo de sucos na inddstria alimenticia, no tratamento de aguas
residuais, na extracdo do dleo citrico, na industria do papel e celulose,
além de outras aplicacGes biotecnoldgicas (EINSCHLAG, 2011).

Na industria téxtil as pectinases sdo aplicadas no processo de
biopurga para degradar a camada de pectina que recobre a fibra de
algoddo, no tratamento do residuo liquido e na desengomagem das
fibras naturais (UENOJO;PASTORE, 2007).

2.2.2. Processos Biotecnoldgicos na Industria Téxtil

Com a busca por processos ecologicamente corretos, a inddstria
téxtil encontrou na aplicacdo de enzimas, processos biotecnoldgicos
como a desengomagem enzimatica, a biopurga e o biopolimento que
substituem 0s processos convencionais.

Fatores importantes que influenciam o efeito de processos
enzimaticos sdo a concentragdo de enzima, o tempo de tratamento, tais
como surfactantes e aditivos quelantes e stress mecanico (CAVACO-
PAULO; GUBITZ, 2003).

2.2.2.1. Biopurga

Os componentes ndo-celuldsicos da fibra de algoddo podem ser
removidos da cuticula e da parede priméria pela acdo de enzimas sob
condicdes reacionais brandas. Este processo denominado biopurga €
uma alternativa & purga convencional (KALANTZI et al.,2010).

A biopurga possibilita uma retirada efetiva das impurezas ndo
celuldsicas sem afetar negativamente 0 meio ambiente ja que o processo
ndo utiliza produtos quimicos agressivos e ocorre em condicdes mais
brandas de pH, entre 6,0 e 8,0. Além disso, ocorre uma economia de
energia, pois a temperatura 6tima de processo se encontra entre 50 a
65 °C.

Como alguns pigmentos naturais ndo podem ser desprendidos da
fibra, por estarem associados as impurezas, a remocdo das mesmas,
retira esses pigmentos, reduzindo o amarelado da fibra (HOONDAL
et al., 2002).

Com base na composicdo das “impurezas” ndo celuldsicas do
algoddo cru, diversas enzimas como pectinases, celulases, proteases,
xilanases e lipases estdo sendo avaliadas como agentes de biopurga
(KALANTZI et al., 2008).
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Rocky (2012) estudou a acdo da pectinase na preparacdo do
algoddo e, comparando os resultados com o processo alcalino
convencional, o autor obteve uma perda de peso menor e uma
hidrofilidade semelhante.

Embora varios tipos de enzimas — pectinase, celulase, protease,
lipase, xilanase e cutinase — estdo sendo estudadas, as pectinases ou
pectinase em combinagdo com celulase provaram ser as mais eficazes e
adequadas para a biopurga do algoddo. Isso porque a pectina age como
uma cola na parede primaria das células de algoddo. Através dos
resultados obtidos com a biopurga com pectinase, assume-se que seu
mecanismo de degradacio e eliminacdo de pectinas faz com que as ceras
sejam mais facilmente removiveis com o auxilio de surfactantes e
agitacdo mecanica, o que permite uma maior hidrofilidade sem
deterioragdo das fibras (WANG et al., 2007; GERHARTZ, 2004 apud
PIMENTEL, 2010).

A adicdo de celulases totais ao banho de biopurga tem
demonstrado o aumento da eficiéncia de pectinases. Acredita-se que as
celulases eliminam as impurezas indesejaveis pela hidrélise da celulase
subjacente, porém a presenca de celulase pode acarretar no dano tipico
gue estas enzimas exercem as fibras de algoddo (AXT-MARTINELLI,
2002).

Estudos tentam aumentar a eficdcia da biopurga aplicando
processos de combinacdo de enzimas. Os melhores resultados obtidos
foram com a associacao da pectinase com outra enzima, Ou Um processo
em Vvérias etapas com a aplicacdo de diferentes enzimas sucessivamente
(KALANTZI et al., 2010).

Usando diferentes tipos de enzimas em um mesmo banho de
tratamento pode-se observar o efeito de sinergismo no processo de
biopurga. Pectinases e celulases sdo aplicadas juntas na maioria dos
tratamentos. O tratamento combinado melhora as propriedades de
molhabilidade do tecido e reduz as quantidades de enzimas utilizadas
(FREITAS, 2009; LI e HARDIN, 1998). As celulases melhoram a agéo
das pectinases devido ao melhor acesso da enzima ao composto péctico
no material téxtil.

A combinacdo de enzimas especificas para remover as impurezas
ndo-celulésicas no algoddo permite manter inalterada a estrutura da
celulose (AXT-MARTINELLI, 2002).

Vigneswaran, Ananthasubramaniam e Anbumani (2012)
investigaram um pool enzimatico composto pelas enzimas pectinase,
protease, lipase e celulase, para a biopurga de um tecido 100% algod&o
organico com a inje¢do de ar durante o processo. Os resultados obtidos
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mostraram uma maior dependéncia da enzima pectinase em comparagdo
com as outras enzimas.

O surfactante € um produto quimico auxiliar importante para a
atuacdo das enzimas no processo de lavagem do algoddo cru. Ele reduz
a tensdo superficial das fibras, facilitando a penetracdo das enzimas nos
microporos e fissuras das fibras e, posteriormente, mantém a enzima na
fase liquida, tornando-a disponivel para acdo catalitica adicional.
Tzanov et al. (2001) estudaram o efeito do surfactante no processo de
biopreparacdo e constataram que este aumenta consideravelmente o
efeito da lavagem. Li e Hardin (1998) concluiram que o efeito dos
surfactantes depende da estrutura da enzima e as caracteristicas da fibra
de algoddo.

Outro aditivo utilizado no processo de purga e biopurga é o
agente quelante. Ele é imprescindivel, pois sequestra ions presentes nas
fibras e na agua, evitando assim, problemas nos processos de
tingimento, estamparia e acabamento. Pimentel (2010) estudou a
influéncia de dois tipos de agentes quelantes, Quimirol 535 e EDTA, na
atividade da enzima pectinase e nos resultados do processo de biopurga.
Na presenca dos agentes, a enzima apresentou queda de atividade, sendo
gue guanto mais forte o agente sequestrante, maior a queda de atividade.
Ja no processo de biopurga, a adicdo do agente quelante no inicio do
processo ndo apresentou grandes diferencas em relagdo a adi¢éo no final
do processo.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados 0s procedimentos
experimentais utilizados no estudo dos caldos enzimaticos, bem como
nos processos de tratamento da malha crua — biopurga e purga
convencional — e na avaliagdo da malha tratada, incluindo os reagentes e
equipamentos empregados.

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de
Transferéncia de Massa (LABMASSA) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina.

3.1. MATERIAIS
3.1.1. Substrato Téxtil
O substrato téxtil utilizado foi uma malha de algoddo organico,
disponibilizada pela empresa Malwee®. A caracterizagdo desta malha,
apresentada pela Tabela 3.1, foi realizada pelo Laboratério de Ensaios
Quimicos Téxteis (LAFITE) do SENAI/SC, localizado em Brusque
(Santa Catarina).

Tabela 3.1 — Caracterizagdo do substrato téxtil.

Ensaio Norma Resultado
_— NORMA 20/05 e «
Composicao 20A/05 DA AATCC 100% Algodao
Gramatura NBR 10591/08 146,50 g/m*
. Ne: 29,27
Titulo NBR 13216/94 CV%*: 4,55
Hidrofilidade NBR 13000 Maior que 5 min

*Coeficiente de variagao.

A caracterizacdo do titulo foi no sistema inglés (Ne) e significa
que sdo necessérias 29,27 meadas de 1 hank (768 m), cada uma, para
obter a massa de 1 libra.

As amostras de malha utilizadas nos ensaios deste trabalho sdo
oriundas de um mesmo lote, de modo a garantir a padronizagdo dos
corpos de prova quanto ao tipo de fio, gramatura, cor e hidrofilidade.
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3.1.2. Enzimas

Neste trabalho foram utilizadas trés enzimas produzidas pela
Novozymes: uma pectinase declarada como pectato liase (E.C. 4.2.2.2);
uma lipase (E.C. 3.1.1.3); e uma celulase (E.C. 3.2.1.4).

As enzimas sdo preparagdes enzimaticas que foram selecionadas
conforme recomendacdo da empresa fornecedora frente ao processo que
se objetiva estudar neste trabalho. Os nomes comerciais e caracteristicas
fornecidas pela Novozymes sdo apontados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Caracteristicas das enzimas utilizadas no trabalho.

Enzima Celulase Lipase Pectinase
Nome comercial Cellusoft” Lipolase® BioPrep®
Cr Conc 100 L 3000 L
. Aspergillus  Thermomyces Bacillus
Origem/ Fonte oryzae lanuginosus  licheniformis
pH recomendado 55-6,5 7,0-11,0 6,0-9,0
Temperatura o 0 °
recomendada (°C) 50 - 60°C 30 —40°C 50 - 60°C
. 15000 3000 APSU-
Atividade declarada ECU/g 100 KLU/g CAlg

Fonte: Novozymes.

Os valores declarados de atividade das enzimas foram obtidos por
metodologias diferentes das empregadas neste trabalho e, por isso, ndo
poderdo ser utilizados para comparagéo.

3.1.3. Corantes

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os corantes
reativos de nome comercial Marinho Tiafix AF e Vermelho Tiafix

AF/B.
Maiores informagdes sobre estes corantes estdo dispostas no

Anexo A.
3.1.4. Reagentes

Os reagentes utilizados no trabalho experimental foram de grau
analitico P.A. e usados sem tratamento prévio.
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Durante os ensaios de determinacdo de atividade das enzimas,
determinacdo da quantidade de proteina dos caldos enziméticos e
preparacdo enzimatica da malha crua, foram utilizados os regentes
expostos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Principais reagentes quimicos utilizados nos
procedimentos experimentais.
Reagente Marca
Corante comassie brilliant blue G-250 Vetec
Albumina de soro bovina (BSA) Sigma
Alcool etilico absoluto Nuclear
Acido fosforico Lafan
p-Nitrofenilpalmitato Sigma
Carbonato de s6dio Lafan
Pectina citrica Vetec
Cloreto de sodio Vetec
Cloreto de célcio Vetec
Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) Sigma
Tartarato de sédio e potassio Synth
Hidroxido de sddio Nuclear
Carboximetilcelulose Sigma
Glicose Vetec
Fosfato de sodio dibasico dihidratado Vetec
Fosfato de potassio monobasico Vetec

Ja nos processos de tratamento da malha crua e de tingimento
foram utilizados os produtos comerciais apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Produtos comerciais utilizados.

Reagente Nome Comercial
Tensoativo Tensoman MWE
Sequestrante de célcio, magnésio e Seraguest MC-P
ferro
Sequestrante e dispersante Ladiquest 2005
Alcali liquido Laugal MV

Dispersante para lavacao Verolan NVR
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3.1.5. Equipamentos

No decorrer deste trabalho foram utilizados o pHmetro modelo
400M2, marca Quimis, para medir o pH; a balanca analitica modelo
AB204-S, marca Mettler-Toledo, para pesar 0s reagentes; o
espectrofotdmetro visivel modelo V-1200, marca Pro-Andlise, para as
determinacdes colorimétricas; o aparelho de laboratdrio para tingimento
até 135°C ALT-B 9306 com microprocessador Datex Pico Il, marca
Mathis, para os ensaios de pré-tratamento alcalino e enzimatico da
malha crua, bem como para o processo de tingimento e determinacdo do
grau de pectina; o espectrofotdmetro de reemissdo com lampada padrédo
modelo CM-3600d, marca Minolta, para a determinacdo do grau de
alvura apés o pré-tratamento e o grau de cor ap6s o0 tingimento.

Nos ensaios de perda de massa utilizou-se a estufa de circulagéo
de ar MA 035, marca Marconi. Para a determinagcdo das atividades
enzimaticas foi utilizado um banho termostatizado modelo Dubnoff DI
921, marca Dist, sendo que para a atividade da lipase também se utilizou
uma centrifuga da marca Jouan, modelo 4Bi.

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.2.1. Estudo das Preparacfes Enziméticas
3.2.1.1. Determinacéo da Quantidade de Proteinas

A quantidade de proteina presente nas amostras das preparacoes
enzimaticas utilizadas foi dosada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), baseado na ligacdo do corante Comassie Brilliant
Blue G-250 a proteina. Segundo Zaia, Zaia e Lichtig (1998), no pH de
reacdo, a interacdo entre a proteina de alta massa molecular e o corante
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anionica,
que absorve fortemente em 595 nm.

A curva de calibracéo, nas concentragdes de 0 a 1 mg.mL™, foi
preparada utilizando-se o albumina de soro bovina (BSA) como padréo.

Para determinar a concentracdo de proteinas nas amostras, entre
01-10 mg.mL'l, misturam-se 5 mL do reagente de Bradford com
100 puL da solugdo proteica. A reacdo ocorre em 2 min. A leitura da
absorbancia deve ser feita no intervalo entre os dois minutos e uma hora
ap6s a mistura, contra uma amostra de referéncia de reagente de
Bradford com o tamp&o da proteina.
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No preparo do reagente de Bradford dissolve-se 100 mg de
Comassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%, com posterior
adicdo de 100 mL de acido fosférico concentrado. Essa solucéo € entdo
diluida até 1.000 mL com agua destilada.

3.2.1.2. Determinacdo de Agucares Redutores

A quantificacdo de acucares redutores totais (ART) foi realizada
pelo método de Miller (MILLER, 1959) que utiliza o &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS).

De acordo com este método, 0 DNS sofre redugéo de um de seus
grupos nitro ao reagir com os carboidratos redutores, formando um
composto que sofre forte absorbancia em 540 nm.

O reagente DNS é preparado pesando-se 153 g de tartarato de
sodio e potassio (Sal de Rochelle) e dissolvendo-o em 200 mL de agua
destilada. Apds completa dissolucdo, adiciona-se 9,9 g de NaOH sob
agitacdo. Entdo se acrescenta de forma lenta 53 g de acido 3,5-
dinitrosalicilico no vértice da solucdo em agitacdo. Em seguida, s&o
adicionados 2 mL de fenol fundido a 50 °C e 700 pyL de uma solugéo de
metabissulfito de sédio a 35%. O volume final é ajustado para 500 mL
em um baldo volumétrico com agua destilada.

Figura 3.1 - Esquema reacional de ART com 4cido 3,5-
dinitrosalicilico.
0N OH 0.-N OH
Agtcar ) GOOH —le ) COOH _Pror:iutt)f de
Redutor o - oxidagao
O,N H,N

Fonte: PERFETO, 2012.
3.2.1.3. Determinagao da Atividade da Celulase

A degradacdo do polimero de celulose pode ser realizada pela
acdo de uma das enzimas multicomponentes (EG, CBH e BG) que atuam
sinergicamente. A determinacdo da atividade enzimatica da enzima
celulase foi realizada para a atividade celulolitica da endoglucanase
(EG) pela quantificagdo dos acUcares redutores. Para eliminar os
interferentes gerados durante a reacdo com o substrato, foram realizadas
simultaneamente provas em branco.
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Para a determinacdo da atividade celulolitica da endo B-(1,4)-
glucanase ou carboximetilcelulase (CMCase) foi utilizada a metodologia
de Ghose (1987), com algumas modifica¢Bes. O substrato utilizado foi
uma solucdo de carboximetilcelulose 4% (massa/volume) em tampéo
fosfato 0,05 M, pH 6,0.

A mistura da rea¢do foi composta de 900 pul. da solugdo de
substrato e 100 pL de enzima. Incubou-se a mistura a 55 °C, sob
agitacdo, durante 30 min. Apos o tempo de reacdo, esta foi interrompida
com a adicdo de 1,5 mL do reagente DNS e fervura por 5 min.
Posteriormente, a amostra € resfriada em banho de gelo e, se necessario,
diluida até possibilitar a medigdo da absorbancia.

Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar a liberacdo de 1 pmol de agticar redutor por
minuto. A atividade celulolitica foi determinada pela Equagdo (3.1),
expressa em U/mL ou umol/mL.min.

_ [C]- V- Dg
A=—ry— (3.1)

[C] = concentragdo de agucar redutor liberado (umol/mL);
V- = volume total da solugdo (mL);

Dg = diluicdo da enzima;

t = tempo de reacdo (min);

Vg = volume da solucdo de enzima (mL).

3.2.1.4. Determinagéo da Atividade da Lipase

A determinacéo da atividade enzimética da lipase foi realizada de
acordo com o0 método de Chiou e Wu (2004). Esse método fundamenta-
se na hidrélise do p-nitrofenilpalmitato (pNPP) para o p-nitrofenol, (¢ =
15.000 Mem™, como coeficiente de extingdo molar), cuja liberacdo
promove um aumento na absorbancia em 410 nm.

O substrato enzimatico utilizado foi uma solucdo de pNPP 0,5%
(massa/volume) em &lcool etilico absoluto. A mistura reacional foi
composta por 100 pL de lipase, 1000 uL de solucdo pNPP e 1000 pL de
tampao Tris-HCI pH 8,0. A solucéo resultante foi incubada a 37 °C por
5 min em banho-maria. A reacdo de hidrélise enziméatica do pNPP foi
encerrada através da adicdo de 2000 pL de uma de solugdo 0,5 N de
carbonato de sodio. Foram retirados 2000 pL desta solugdo que foram
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centrifugados por 10 min em 10.000 rpm. O sobrenadante, 200 uL, foi
diluido em 4gua destilada e submetido & analise espectrofotométrica.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necesséaria para hidrolisar 1 umol de pNNP por
minuto. A atividade lipolitica foi determinada pela Equagdo (3.2),
expressa em U/mL ou pmol/mL.min.

Aps - D - 1000 (3.2)
A= ———
d-s-t

Aps = absorbancia;

D = diluicdo final,

d = caminho optico (cm);

€ = coeficiente de extin¢do molar (L/mol.cm);
t = tempo de reagdo (min).

3.2.1.5. Determinacédo da Atividade da Pectinase

A cadeia da pectina apresenta regifes onde o acido galacturdnico
é substituido por agucares redutores sob a acdo da pectinase. A atividade
da enzima foi determinada medindo-se 0 aumento de aclicares redutores
presentes no meio.

Uma solugdo de enzima de 100 uL foi incubada em tubo de
ensaio a 55 °C na presenca de 900 uL de 0,25% (p/v) de pectina citrica,
20 mM de NaCl e 0,1 mM de CaCl, em tampéo fosfato 0,05 M pH 8,0
durante 5 min. Apos este tempo adicionou-se 1 mL de DNS e a solucéo
foi fervida por 10 min e resfriada em banho de gelo. Em seguida, diluiu-
se a solucdo em 4gua destilada, se necessério, e a absorbancia foi lida
em 540 nm. Foram feitas amostras de branco com volume de solugéo
tampdo correspondente ao da enzima nas amostras.

Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 umol de agUcar redutor por minuto. A
atividade pectinolitica foi determinada pela Equacao (3.3), expressa em
U/mL ou pmol/mL.min.

[C]Vr - Dg (3.3)

A=
t'VE

[C] = concentragdo de agucar redutor liberado (umol/mL);
Vr = volume total da solucdo (mL);
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Dy = diluicdo da enzima;
t = tempo de reacdo (min);
Vg = volume da solucdo de enzima (mL).

3.1.2.6. Avaliacdo da influéncia do sequestrante na atividade das
enzimas

Um estudo de como o reagente sequestrante, utilizado no
processo de preparacdo, influencia na atividade das enzimas foi
realizado.

O procedimento experimental consistiu em avaliar a atividade das
enzimas celulase, lipase e pectinase sob a mesma condi¢do apresentada
durante o processo de biopurga. As enzimas, em sua condi¢cdo maxima,
conforme o planejamento experimental apresentado no item 3.3, foram
incubadas em tampdo pH 6,5 a 55°C. Adicionou-se 0 agente
sequestrante Seraquest MC-P na concentracdo utilizada no processo de
biopurga (0,8 g/L) e foram retiradas aliquotas nos tempos de 0, 10, 35 e
60 min, sendo medida a atividade das enzimas conforme os itens
3.2.1.3,3.2.14e3.2.15.

Para se comparar as atividades, o0 mesmo procedimento foi
realizado, porém sem a adi¢do do sequestrante.

3.2.2. Pré-tratamento da Malha de Algodéo

As amostras das malha de algoddo foram submetidas ao processo
de biopurga. Como referéncia de avaliacdo da biopurga, uma amostra
foi tratada com purga alcalina.

Os ensaios foram desenvolvidos no aparelho de laboratério para
tingimento até 135°C ALT-B, marca Mathis.

3.2.2.1. Purga Alcalina

A purga alcalina foi realizada com base no processo utilizado na
empresa Malwee® para posterior tingimento da malha em cores escuras.
Ajustes foram feitos para a adaptagdo da metodologia aos equipamentos
disponiveis no laboratério.

O perfil deste processo para malha de algoddo, com relacdo de
banho (RB) de 1:8, estd apresentado na Figura 3.2. Os reagentes
Seraquest MC-P (0,8 g/L), Tensoman MWE (1 g/L) e soda caustica
50 °Be (3,06 g/L) foram dosados a 60 °C com subsequente aquecimento
a 80 °C, temperatura a qual se mantém durante 20 min para que ocorra o



61

processo de purga. Posteriormente, o banho é descartado e a malha
passa por uma neutralizacdo com acido acético para pH 7 a 70 °C por
10 min. Trés lavagens ainda sao feitas, a primeiraa 70 °C por 10 mine a
segunda e terceira a 60 °C por 10 min.

Ja nos processos de tratamento da malha crua e de tingimento
foram utilizados os produtos comerciais apresentados na Tabela 3.4.

Figura 3.2 — Processo de purga alcalina.

Sequestrante
Tensoativo
Soda cdustica Acido
acético

Agua Agua Agua

T=80°C

t=20'

T=70°C
£=10'

T=70°C
t=10'

T=60 °C
t=10'

T=60 °C
£=10'

Temperatura (°C)

Tempo (min)

3.2.2.2. Purga Enzimatica

Em um primeiro momento, com o intuito de verificar a influéncia
do sequestrante na atividade das enzimas, as amostras foram submetidas
a dois processos distintos: (I) com a adigdo de sequestrante apds o
tempo de reagdo enzimatica; (11) com a adi¢do de sequestrante junto aos
outros agentes quimicos no inicio do processo.

Todos os dois processos foram executados com uma relacdo de
banho (RB) 1:8 e pH 6,5, controlado com tampéo.

O perfil representativo do processo (I) estd exposto na Figura 3.3.
O banho composto pelo tensoativo (1 g/L), pelo tampéo e pelas enzimas,
junto com o corpo de prova € elevado a temperatura de 55 °C, na qual
permanece por 40 min, sendo que aos 30 min deste tempo, é adicionado
0 agente Seraquest MC-P (0,8 g/L). Ao término dos 40 min, o banho é
descartado e o corpo de prova passa por uma lavagem com agua a 95 °C
por 5 min. Esta lavagem desativa as enzimas que se encontram na
malha.
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Ja o processo (Il) segue o mesmo perfil do processo anterior,
porém com a adi¢do do sequestrante no inicio do processo (Figura 3.4).

Apos a definicdo do melhor processo através da avaliacdo da
malha tratada, este foi utilizado para 0s posteriores ensaios que seguem
o0 planejamento experimental exposto no item 3.3.

Figura 3.3 — Processo de biopurga com adigdo de sequestrante apds
tratamento enzimatico.

Tensoativo A _ o
| |TampgopHes Sequestrante gua T_95] C
Y| | Enzimas t=5
jud
B
jud
]
%
5
= T=55°C T=55°C
t=30"' t=10'
v

Tempo (min)

Figura 3.4 — Processo de biopurga com adi¢do de sequestrante no inicio
do tratamento enzimatico.
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3.2.3. Avaliacdo da Malha Tratada

As amostras de malha de algod&o, sem tratamento e tratadas com
biopurga ou purga convencional, foram caracterizadas quanto a
hidrofilidade, perda de massa, grau de branco, teor de pectina removida
e resposta ao tingimento com a determinacdo de cor e a solidez do
artigo.

3.2.3.1. Hidrofilidade

O teste de hidrofilidade realizado é um método de visualizagio
répida, adaptado da norma NBR 13.000 (ABNT/NBR, 13000).

O método consiste em determinar 0 tempo necessario que uma
gota de agua destilada (20 + 2 °C) leva para ser absorvida pelo tecido.
Para isto, fixa-se o tecido em um bastidor de bordado e posiciona-se
uma bureta a 40 mm da superficie do tecido. O tempo de formacédo da
gota deve ser de 5 segundos. O crondmetro foi acionado no momento
em que a gota tocou a malha e cessado quando a agua foi absorvida. O
resultado foi a média de 5 ensaios consecutivos, em diferentes areas da
malha, tanto no centro como nas laterais.

3.2.3.2. Perda de Massa

A perda de massa dos corpos de prova foi calculada pela massa
destes antes e depois do tratamento de biopurga ou purga alcalina. A
massa foi medida ap6s secagem em estufa de ventilagdo de ar a 105 °C,
durante 4 horas, e resfriamento em dessecador. A Equacgdo (3.4) foi
utilizada para o célculo de perda de massa percentual (ALY;
MOUSTAFA; HEBEISH, 2004):

W1 - Wz
Perda de massa (%) = (—) -100 (3.4)

Wy

Onde:
W; =massa do corpo de prova antes do tratamento;
W, =massa do corpo de prova apés o tratamento;
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3.2.3.3. Determinacdo de Pectina Removida

O residual de pectina na malha foi analisado pelo método do
tingimento com azul de metileno. Este método baseia-se na interacao
estequiométrica entre o cation do corante e o anion do carboxilato da
pectina. Quanto maior for a quantidade de pectina residual, maior sera a
quantidade de azul de metileno absorvida nas fibras, resultando em uma
malha azul de maior intensidade ap0s o tingimento.

A quantidade absorvida de azul de metileno é quantificada
através da determinacdo da absorbancia da solucdo corante antes e
depois do tingimento em espectrofotdmetro a 663 nm. O tingimento ¢
realizado com amostras de 10 g, tingidas com 0,6 mmol/L de azul de
metileno em relacdo de banho 1:50 durante 100 min em um banho
agitado a 70 °C.

Os tingimentos foram realizados com a malha crua (referenciada
como 100% de pectina), com a malha alvejada (referenciada como 0%
de pectina) e com as malhas purgadas através do processo alcalino ou do
enzimatico (WANG et al., 1998).

3.2.3.4. Grau de Branco

O grau de branco, ou grau de alvura, foi determinado nos corpos
de prova submetidos ao processo de purga alcalina e biopurga, usando
um espectrofotdmetro de re-emissdo com lampada padrdo, modelo CM-
3600d, marca Minolta, usando ceramica branca como padrdo de
calibracdo.

3.2.3.5. Avaliacéo da Cor Ap6s Processo de Tingimento

Os corpos de prova tratados pelo processo de purga alcalina e
purga enzimatica foram submetidos a um tingimento padrdo com
corante reativo. A cor obtida apds o tingimento foi avaliada com um
espectrofotdbmetro de re-emissdo com lampada padrdo, modelo CM-
3600d, marca Minolta.

A quantificacdo de cor foi realizada através do método CIELAB
gue esta organizado em um espaco tridimensional com as coordenadas
L*, a* e b*.

A coordenada L* se refere a luminancia, assumindo valores de 0
(preto) a 100 (branco). Ja as coordenadas a* e b* estdo relacionadas as
cores onde a* negativo aponta uma tendéncia para o verde e a* positivo
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para o vermelho, b* negativo apresenta uma tendéncia para o azul e 0 b*
positivo para o amarelo.

A diferenca de cor (4E*ab) corresponde a distancia entre uma
amostra e a referéncia (padréo) neste espago tridimensional.

Figura 3.5 — Espaco de cor CIELAB.
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Fonte: http://jiscdigitalmedia.ac.uk
3.2.3.5.1. Tingimento
O tingimento realizado representa um processo desenvolvido pela
empresa Malwee® na sua linha de producdo. Este processo estd
explicitado na Figura 3.6 e na Figura 3.7, sendo, respectivamente, a
procedimento de tingimento e o procedimento das posteriores lavagens.

Figura 3.6 — Processo de tingimento.
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Figura 3.7 — Lavagens posteriores ao tingimento.
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A relacdo de banho (RB) é 1:8, a mesma utilizada na preparacédo
da malha. Os produtos utilizados no processo tém a suas quantidades
especificadas pela Tabela 3.5.

Os tingimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 3.5 — Produtos utilizados no processo de tingimento.

Produto Quantidade

Dispersante/Sequestrante Ladiquest 2005 159g/L

Sal 80 g/L
Corante Vermelho Tiafix AF/B 0,6% em massa de fibra
Corante Marinho Tiafix AF 4,4% em massa de fibra
Alcali Liquido Laugal MV 6,7 g/L
Dispersante Verolan NVR 0,75 g/L

3.2.3.6. Solidez

As amostras de malha tingidas foram submetidas aos testes de
solidez a lavagem, solidez a luz e solidez a agua clorada.

Os procedimentos foram realizados pelo Laboratério de
Tinturaria da empresa Malwee localizada em Jaragud do Sul, Santa
Catarina.
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3.2.3.6.1. Solidez da Cor a Lavagem

O objetivo do teste de solidez da cor a lavagem, realizado
conforme a Norma NBR ISO 105-C10, é determinar a resisténcia da cor
dos téxteis na lavagem com sabéo e barrilha.

As amostras foram, junto ao tecido testemunha 100% algodéo,
submetidas a uma lavagem com 5 g/L de dispersante para lavagao e
2g/L de barrilha leve (carbonato de sodio). O procedimento foi
realizado em canecos inox, sob condi¢des estabelecidas de temperatura,
tempo, agentes quimicos e agitagdo mecanica. Posteriormente, as
amostras sdo avaliadas com uma escala de cinza a fim de se verificar a
solidez e degradacédo de cor, atribuindo-se uma nota de 1-5, onde 1 é a
nota minima — grande alteracdo da cor ou baixa solidez — e 5 é a nota
méaxima — cor inalterada ou alta solidez.

O equipamento utilizado no procedimento foi o aparelho modelo
TUBOTEST ATW-3 da marca KIMAK.

3.2.3.6.2. Solidez da Cor a Luz

A norma NBR ISO 105-B2 regulamenta o teste de solidez a luz
que determina a resisténcia da cor de téxteis & acdo da luz solar.

As amostras sdo recortadas e coladas em um molde de folha A4,
no tamanho de 13 x 4 cm. Elas entdo sdo acondicionadas na maquina
Xenotest® que expde o corpo de prova aos raios luminosos gerados por
uma lampada de xenbnio, representando a luz natural do dia. O teste é
realizado tanto na amostra a seco, quanto a imido, tendo como tempo de
duracdo em cada teste, 25 h.

Apos a finalizagdo do teste a amostra é analisada para alteracdo
de cor com base na escala de cinza.

3.2.3.6.3. Solidez da Cor a Agua Clorada

A resisténcia da cor de téxteis a acdo do cloro ativo em
concentragdes usadas para a desinfeccdo de piscina € determinada pelo
teste de solidez & &gua clorada conforme a norma NBR ISO 105-
E03:2009.

As amostras foram submetidas & uma lavagem com solugdo de
agua clorada, cuja relagdo de banho consiste em 1:100. O procedimento
foi realizado em canecos inox a 27 °C por 60 min. Apds o término do
tempo de lavagdo, foi retirado o excesso da solu¢do da amostra e esta foi
seca em condic¢Bes ambientes sem a presenca de muita luminosidade.
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Com o corpo de prova completamente seco foi avaliada a
alteracdo de cor com base na escala de cinza.

3.3. PLANEJAMENTO ESTATISCO

Um planejamento estatistico foi desenvolvido para auxiliar no
estudo da determinacdo do melhor pool enzimético no tratamento de
preparacdo da malha crua. O planejamento é do tipo fatorial completo 2°
com teste no ponto central. Todos os pontos foram avaliados em
triplicata, totalizando 27 ensaios.

O planejamento estd baseado na atividade de cada enzima em
relacdo @ massa de substrato téxtil, no caso a malha de algoddo. Os
valores maximos foram determinados com base na recomendacdo do
fabricante, com um acréscimo percentual para se obter uma faixa mais
ampla de estudo. J& os valores minimos sdo referentes a auséncia da
enzima no processo, resultando em zero de atividade da respectiva
enzima.

Os valores das atividades sdo referentes as medidas realizadas nas
condicdes recomendadas para cada enzima e somente para a principal
atividade do caldo enzimatico.

Tabela 3.6 — Valores das atividades maximas, minimas e médias das
variaveis independentes do planejamento estatistico.

Niveis
Variaveis independentes
-1 0 +1
Atividade da Celulase
(U/g de substrato téxtil) 0 1,790 3,580
Atividade da Lipase
(Ulg de substrato téxtil) 0 0l18 023
Atividade da Pectinase 0 0,434 0,868

(U/g de substrato téxtil)

A equacdo do modelo matematico para prever a resposta foi dada
pela Equacéo (3.5).

Yy = by + byx; + byxy + b3x3 + biyx1Xx5 + bizx1x5 (3.5)
+ by3X3X3 + bia3X1XpX3
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Onde y ¢ a variavel resposta, by, by, by, b3, b3, b1, baz € b3
sdo os coeficientes de regressdo, sendo b, 0 termo de interceptacdo e 0s
demais os termos lineares. Ja x;, x, € x5 S0 as variaveis independentes
€ X1, X13, X3 € X123 SUAS interagdes.

Na andlise do planejamento experimental foi utilizado um pacote
computacional STATISTICA versdo 7.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados
experimentais concernentes ao estudo da agdo combinada das enzimas
celulase, pectinase e lipase na preparacdo da malha crua para a etapa de
tingimento com cores escuras, seguindo-se a metodologia apresentada
no Capitulo 3.

4.1. ESTUDO DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

As enzimas celulase, lipase e pectinase foram avaliadas quanto a
quantificacdo de proteina total e atividade enzimatica nas condigdes
recomendadas pela empresa fornecedora e nas condi¢des do processo de
biopurga. Também foi analisada a influéncia do sequestrante na
atividade das enzimas.

4.1.1. Determinacdo da Quantidade de Proteinas
A concentragdo de proteina das preparagdes enzimaticas
utilizadas foi avaliada segundo o método de Bradford exposto no item

3.2.1.1. Os resultados obtidos nos ensaios estdo dispostos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Valores obtidos para a quantidade de proteina total nas
preparagdes enzimaticas comerciais.

Enzima Proteina Total (mg/mL)
Cellusoft® Cr Conc 0,32 +0,02
Lipolase® 100 L 24,72 +0,77
BioPrep® 3000 L 36,01 £ 0,76

Os desvios padrdes de pequena escala confirmam que o método
utilizado possui boa reprodutibilidade. Aliado a isto, a simplicidade do
procedimento experimental torna esta metodologia uma boa escolha na
determinacdo da concentracdo da quantidade de proteina.

O caldo enzimatico que apresentou maior concentracdo proteica
foi o BioPrep® seguido pelo Lipolase® que apresentou cerca de
10 mg/mL de proteina a menos. J4 o Cellusoft® possui uma
concentragdo muito mais reduzida, menos de 1% da concentracdo obtida
pelo BioPrep®.

A determinacdo da concentragdo proteica é um fator importante
guando associado a discussdo da atividade enzimatica especifica.
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Avaliando-se a quantidade de proteinas isoladamente, ndo se pode
afirmar que uma alta concentracdo proteica esteja relacionada a uma alta
atividade enzimatica. Isso ocorre, pois a enzima declarada do caldo pode
ndo ser o Unico componente de natureza proteica presente, além da
possibilidade de haver enzimas desnaturadas que ndo apresentam
atividade.

4.1.2. Determinacdo das Atividades Enzimaticas

As preparacBes enzimaticas comerciais foram caracterizadas, em
suas condicdes recomendadas de pH e temperatura, conforme os itens
3.2.1.3, 3.2.14 e 3.2.15, para a atividade celulolitica, lipolitica e
pectinolitica, respectivamente.

Os valores obtidos estdo expostos na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Atividade principal e secundaria dos caldos enzimaticos.

Atividade Total

en;:i?r!gl(:)ico Celulolitica Lipolitica Pectinolitica
(Uc/mL) (U /mL) (Up/mL)
®
Cellusoft"Cr 1556 57 4 21 09 ; 104,36 + 2,70
Conc
. ®
L'po'alfe 100 pos+018 3324+118 5256+ 6,98
BioPrep® )
ooy 221+ 0,09 578,97 + 11,13

A empresa fornecedora Novozymes declara que a Cellusoft®
possui atividade celulolitica, a BioPrep® possui atividade pectinolitica,
enquanto que a Lipolase® possui atividade lipolitica. Entretanto, os
valores de atividade fornecidos pela empresa ndo podem ser comparados
com os obtidos neste trabalho, pelo fato de as metodologias utilizadas
serem diferentes. No trabalho de Fernandes (2002) foi estudada a
atividade enzimatica da lipase utilizando-se diferentes tipos de substrato.
Os resultados mostram que uma mesma preparacdo enzimatica pode
apresentar diferentes valores de atividade dependendo do substrato
empregado.

Em contrapartida as informacbes oferecidas pela empresa se
mostram incompletas, uma vez que se pode observar na Tabela 4.2 que
as preparagdes enzimaticas apresentam atividades secundarias de
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natureza pectinolitica e celulolitica, ndo apresentando atividade
secundéria de natureza lipolitica.

Outros estudos também ja observaram que preparacdes
enzimaticas comerciais podem apresentar atividades secundarias. Furlan
(2012) observou a presenca de atividades secundarias nas enzimas —
pectinase, celulase e amilase - estudadas.

Ja Kalantzi et al. (2010) constataram que na preparacdo
enzimética BioPrep® hé a presenca de atividades secundarias, enquanto
que na Lipolase® ndo pode se observar este mesmo comportamento.

Isso ocorre em decorréncia do fato destas preparacfes serem
oriundas de processos de fabricacdo por microrganismos que também
produzem, secundariamente, outras enzimas. Assim, pode-se afirmar
que os caldos enzimaticos estudados nao sdo puros.

Contudo, a atividade enzimatica principal declarada para cada
preparacdo se mostra muito mais forte do que nos caldos cuja presenca
desta atividade ndo foi informada. A preparacio Cellusoft®, por
exemplo, apresenta uma atividade celulolitica de 1556,57 =+
21,09 U/mL, enquanto que os outros dois caldos enzimaticos ndo
apresentam nem 0,15% desta atividade. J& a atividade pectinolitica
apresenta-se, relativamente, um pouco mais forte nos caldos em que esta
atividade ndo é declarada, porém ainda muito menor do que o
encontrado na BioPrep®.

A atividade especifica destas enzimas, atividade em relacdo a
guantidade de proteina, esta explicitada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Atividade especifica das enzimas.

Enzima Atividade Especifica (U/mg)
Celulase 4864,28 + 311,08

Lipase 1,34 + 0,06
Pectinase 16,08 + 0,46

A celulase possui a maior atividade especifica encontrada,
4867,28 + 311,08 U/mg.

Ferreira (2012a) estudou a atividade de endoglucanases de varios
caldos enzimaticos de celulases e encontrou variadas atividades
especificas, sendo que a maior encontrada ndo apresenta nem 1,5% da
preparacéo Cellusoft®, comprovando que este é realmente um caldo com
elevada atividade especifica, conforme informado pela empresa
fornecedora.
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Ja a pectinase da preparacdo enzimatica BioPrep® apresentou
uma atividade especifica de 16,08 + 0,46 U/mg, um pouco superior a
encontrada por Kalantzi et al. (2010), 11,93 U/mg. Isso ocorre, pois
apesar de ser utilizada a mesma metodologia, os valores de pH e
temperatura nos quais a atividade foi verificada se distinguem, sendo
que Kalantzi et al. (2010) mensuraram a atividade em pH 9,5 e a 30 °C.

Fernandes (2002) encontrou uma atividade de 44,2 U/mL para a
Lipolase. A pequena diferenca encontrada neste trabalho, 33,24 U/mL,
pode ser decorrente da metodologia empregada na determinacdo da
atividade hidrolitica da lipase. Apesar de ser utilizado o mesmo
substrato, pNPP, no estudo de Fernandes (2002) foi utilizado a goma
arabica e um surfactante que podem ter contribuido na atividade da
lipase.

4.1.2.1. Atividade observada nas condigdes do processo
enzimatico

Discutindo-se as faixas dos valores recomendados para pH e
temperatura e dos valores de processo declarados pela empresa
fornecedora das enzimas, bem como os valores observados na literatura
para a aplicacdo de enzimas no processo de biopurga, foi definido que o
meio racional do processo teria pH 6,5 e temperatura de 55 °C. O pH foi
controlado com a utilizagdo de tampao fosfato.

Como os valores de pH e temperatura do processo diferem dos
valores recomendados para as enzimas, foi avaliada a atividade destas
nas condicBes do processo e comparada com o valor obtido nas
condi¢des recomendadas pela empresa fornecedora. As atividades
podem ser observadas nos graficos expostos na Figura 4.1, Figura 4.2 e
Figura 4.3.

A celulase foi a Unica enzima que ndo teve variacdo em sua
atividade, considerando-se o desvio padrdo. Este comportamento j4 era
esperado, pois a celulase é a enzima que possui as condicdes de
processo mais proximas as suas condi¢des recomendadas. A pequena
diferenca estd relacionada ao pH, porém neste intervalo exibido,
conforme as informacdes fornecedores, a atividade pode ser considerada
de mesma ordem de valor.
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Figura 4.1 — Comparacdo da atividade celulolitica da preparacdo
enzimatica Cellusoft™ nas condi¢Bes recomendadas e nas condi¢Bes do
rocesso de biopurga.
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Figura 4.2 — Comparacdo da atividade lipolitica da preparacdo
enzimatica Lipolase® nas condicées recomendadas e nas condices do
processo de biopurga.
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Ja a lipase apresentou uma queda de 47,71% em sua atividade, a
maior variacdo encontrada. Isso ocorre, pois, tanto em temperatura
quanto em pH, as condic¢des recomendadas para a enzima estdo distantes
das estabelecidas no processo enzimatico.

Figura 4.3 — Comparacdo da atividade pectinolitica da preparagéo
enzimatica BioPrep® nas suas condicdes recomendadas e nas condicées
do processo de biopurga.
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A pectinase teve uma queda de 16,56% em sua atividade, sendo
esta resultado do pH inferior do processo.

A constatacdo das quedas das atividades abre a discussdo para a
otimizacdo do processo nos fatores pH e temperatura. Um estudo para
determinar estes fatores pode resultar em um processo mais eficaz.
Porém, a avaliacdo ndo deve ser relacionada a atividade das enzimas e
sim as caracteristicas que se requer da malha tratada. Ao mudar o pH e
temperatura pode-se privilegiar uma sé enzima que pode ser a principal
no processo de biopurga, ou pode-se estabelecer um valor que auxiliara
na acao conjunta das trés enzimas.

4.13. Avaliagdo da Influéncia do Sequestrante na Atividade
das Enzimas

O algodéo cru, como visto no item 2.1.1.1.3, possui metais em
sua composicdo que podem acarretar problemas nos processos de
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tingimento e de alvejamento. Logo, se faz necessario 0 uso de um
produto quimico auxiliar intitulado sequestrante.

O sequestrante, segundo Peruzzo (2003), interage com 0s ions
metélicos presentes no meio aquoso, mantendo-os em solucdo e
evitando assim a formacdo de compostos insollveis. A utilizacdo do
sequestrante se faz necessaria no processamento téxtil a fim de se obter
um artigo de qualidade, com tingimento homogéneo e sem danos as
fibras.

Porém estudos apontam que a presenca de sequestrante no meio
reacional pode influenciar na atividade das enzimas.

Com o intuito de avaliar esta influéncia foram realizados ensaios
experimentais conforme o item 3.2.1.6, e os resultados obtidos estdo
expostos nas Figura 4.4, Figura 4.5 e Figura 4.6.

Figura 4.4 — Comparacdo da atividade celulolitica da preparagdo
enzimatica Cellusoft® na presenca de sequestrante e na auséncia de
sequestrante (T =55 °C e pH = 6,5).
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Observa-se que a atividade da enzima celulase parece ter a
tendéncia a ser inferior na presencga do sequestrante, principalmente aos
35 min. Porém, considerando-se o desvio padrdo do experimento, nada
pode se afirmar acerca da influéncia do sequestrante Seraquest MC-P
sobre a atividade da celulase, uma vez que os desvios sobrepdem-se uns
aos outros.
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Figura 4.5 — Comparagdo da atividade lipolitica da preparagéo
enzimatica Lipolase® na presenca de sequestrante e na auséncia de
sequestrante (T =55 °C e pH = 6,5).
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Figura 4.6 — Comparacdo da atividade pectinolitica da preparagéo
enzimatica BioPrep~ na presenca de sequestrante e na auséncia de
sequestrante (T =55 °C e pH = 6,5).
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Ja para as enzimas lipase e pectinase, a presenca de sequestrante
ora apresentou atividade superior ao observado sem a presenca de
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sequestrante e ora apresentou atividade inferior. Baseado neste fato,
aliado ao desvio padrdo, ndo se pode afirmar que o sequestrante
influencie nas atividades destas enzimas.

Estudos que comprovaram uma influéncia do sequestrante na
atividade da enzima sdo mais comuns quando se trabalha com agentes
guelantes fortes como o EDTA.

Sequestrantes fortes, conforme Tavcer e Presa (2008), podem
extrair ions da estrutura das enzimas, induzindo a desativacao desta. Um
exemplo é a pectinase alcalina que possui fons calcio (Ca®*) como
elemento de ligacdo que mantém a estrutura tridimensional da enzima,
sendo que estes ions podem ser extraidos por quelantes fortes.

Lin et al. (1996) observaram que quelantes metélicos ndo
influenciaram significativamente na atividade da lipase alcalina.

Os resultados observados mostram que 0 sequestrante
Seraquest MC-P se adequa a processos que empreguem as trés
preparacdes enzimaticas estudadas, uma vez que ndo influenciou na
atividade destas.

4.2. CARACTERIZAGAO DAS MALHAS TRATADAS

O processo de preparacdo enzimatica, biopurga, foi avaliado pela
influéncia do sequestrante em seu resultado final (caracteristicas das
malhas tratadas) e, apés a definicdo do melhor processo, se com adi¢éo
de sequestrante no inicio ou apds 30 min de reacdo, foi avaliada a
influéncia das enzimas celulase, lipase e pectinase no processo.

A avaliacdo foi feita com o auxilio de um planejamento
experimental e a caracterizacdo da malha tratada.

Essa caracterizagdo também foi realizada na malha submetida ao
processo de purga convencional, a fim de se comparar este processo
com o0 enzimatico.

4.2.1. Avaliagdo da influéncia do sequestrante nas
caracteristicas posteriores ao tratamento enzimatico

Como foi anteriormente avaliado, ndo se pode concluir se a
presenca do sequestrante Seraquest MC-P no meio reacional interfere na
atividade das enzimas, pois as diferencas de atividade sdo pequenas e o
desvio padrdo do experimento € mais elevado que estas diferengas.

Segundo Maller (2008), a atividade de muitas enzimas pode ser
fortemente influenciada pela presenga de diferentes ions durante a
reacdo de catélise, agindo como cofatores ou inibidores.
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Segundo Sharma, Chisti e Banerjee (2001), varios estudos ja
foram realizados para verificar o efeito de ions metélicos na atividade da
lipase. fons metalicos como Fe?, Fe**, Ag+ e Hg" inibem fortemente a
lipase, enquanto que fons como Ca** e Mg“" nio.

O algoddo cru, conforme visto na revisdo bibliografica, apresenta
em sua composicdo metais que séo liberados durante a lavagem e que
podem afetar a atividade das enzimas. Em virtude de o algod&o cru ser o
substrato no qual as enzimas irdo atuar no processo de biopurga e, por
possuir caracteristicas totalmente distintas as dos substratos utilizados
na determinagdo da atividade enzimatica, foi realizado um estudo da
influéncia do sequestrante diretamente na acdo das enzimas sobre o
algodéo cru.

A malha crua foi tratada pelos processos de biopurga detalhados
no item 3.2.2.2. Logo, os distintos procedimentos — (1) adi¢do de
sequestrante no inicio do processo, (I1) adicdo do sequestrante apds 30
min de reacdo — foram avaliados através da caracterizacdo das malhas
tratadas de acordo com as metodologias explicitadas no item 3.2.3.

Todas as caracterizages foram feitas pelo menos em triplicata e
0s resultados obtidos estdo expostos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Comparacao entre os resultados dos processos de lavagem
enzimatica com a adi¢do de sequestrante no inicio do procedimento e
com a adi¢do de sequestrante ap6s 30 min de reacdo.

Biopurga com adi¢cdo  Biopurga com adicao
de sequestrante no  de sequestrante apos
inicio do processo (I) 30 min de reacao (1)

Caracterizagao

Perda de massa

(%) 7,08 +0,17 6,88+ 0,08
Grau de alvura 24,99 + 0,73 24,44 + 0,37
(°Berger)
Diferenca de cor
apos tingimento 0,37+£0,14 0,51+0,22
(AE*ab)

Solidez a lavagem 45+0,0 45%0,0
Solidez a luz 45+0,0 45+0,0
Solidez a agua 3,33+ 0,29 3,33+ 0,29

clorada
Grau de remocéo
de pectina (%) 87,47 + 8,88 79,88 + 3,28
Hidrofilidade (s) 14,67 + 2,52 15,58 + 2,61
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A condicéo utilizada para o estudo da influéncia do sequestrante
foi a condigdo maxima do planejamento experimental.

Observa-se que os valores apresentados nas caracterizagdes sao,
em alguns casos, iguais para 0s dois processos, como no caso dos testes
de solidez e, no restante sdo de mesma ordem ao se observar o desvio
padréo.

Assim, como ndo houve uma constatacdo de influéncia negativa
do sequestrante no processo, a biopurga com adi¢do de sequestrante no
inicio do processo foi selecionada como a metodologia padrdo para as
seguintes etapas deste trabalho.

Csiszar et al. (2001) observaram a influéncia da adigcdo do agente
guelante EDTA ao banho enzimatico no processo de pré-tratamento do
algoddo desengomado. A perda de massa gerada pelo tratamento
contendo enzima e EDTA foi igual ou maior do que na a¢do isolada da
enzima. A luminosidade do algoddo tratado também foi avaliada e
notou-se em todos 0s ensaios um acréscimo de luminosidade ao se
utilizar o EDTA no processo.

4.2.2. Caracterizacdo da malha purgada por lavagem alcalina
ou biopurga

As malhas tratadas pelo processo de biopurga, conforme o
planejamento experimental, ou de purga convencional foram
caracterizadas quanto a perda de massa ocasionada pelo processo, ao
grau de alvura, ao grau de pectina removida, a hidrofilidade, a cor obtida
com um tingimento padrdo realizado nas malhas tratadas, bem como a
solidez destas amostras tingidas.

Todos os resultados estdo expostos na Tabela 4.5. Os cddigos de
niveis do planejamento experimental do processo de biopurga estdo
explicitados no item 3.3.
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Tabela 4.5 — Caracterizacdo das malhas tratadas por biopurga, conforme planejamento experimental, das malhas
tratadas por purga convencional e da malha crua.

Caracterizacao

Perda de CXI?/LJ rdae Diferenca de S?&";S; a anzgsage de Hidrofilidade
Massa (%) (°Berger) Cor (AE*ab)* Clorada Pectina (%)** (5)

Bi(gpoug?a 7194003 2435:010  032%006 350£050  4039+061 033351
E("fpi”g;" 552+012 2254+056  040+007  3,67+058  1919+209 108,33+ 21,50
?j‘l’pf{rﬂ‘;‘ 596+016 2313+029 0524028 333+029 2013439  51,67+6,66
?'fﬁ‘irgl‘;‘ 563+010 2436+060 039+018  367+058  2059+284  41,67+4,16
Eilo'_oluﬁ‘;‘ 6,93+002 2337+041 0224018  433+029 7461193  3533+451
(B:fﬂ‘irf’f; 6,20£0,10 2423+024  062+020 433+029 2461607  3433%321
Ef‘?f:gf; 6,92+016 24,12+026  062+022 350+050  8220+655 1567 +3,79
(E_”lofi‘:gl"’; 6,71+005 2450+027  056+032 433+029  7632+590 19,67 %306
Blopurgd - 7554017 2499073 0374014  333:020 87474888  1433+252

(+1+1+1)
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Purga 6,80+ 0,10 27,45+ 0,43 - 4,00 + 0,00 39,01 + 0,93 16,67 + 3,06
Convencional

Malha Crua - 12,16 £ 0,44 1,43 + 0,57 4,00 + 0,50 - falaiel

* Foi utilizada como padréo a malha tingida que foi tratada previamente com a purga convencional.
** Como referéncias foram empregadas a malha crua (100% de pectina) e a malha alvejada (0% de pectina).
*** A malha crua ndo apresentou nenhuma hidrofilidade.

4.2.2.1. Perda de Massa

Os tratamentos realizados sobre a malha crua, tanto os correspondentes ao planejamento experimental quanto
ao tratamento convencional, purga alcalina, geram uma perda de peso ao substrato téxtil.

Segundo Calafell e Garriga (2004), a perda de peso pode ser uma indicacdo indireta da perda das impurezas da
fibra de algoddo, mas também pode indicar a degradacdo da propria fibra de celulose, ocorréncia que conduz a um
produto final de qualidade inferior.

As perdas de massa obtidas durante os ensaios realizados estdo expostas na Tabela 4.5 e representadas
graficamente na Figura 4.7.

A menor perda de massa obtida é referente ao processo de lavagem com tensoativo e sequestrante, 5,52%. Este
€ 0 processo mais brando realizado e essa perda de massa € consequéncia da remocgdo de materiais que possam,
através de atrito ou solubilizacdo, serem retirados da malha crua.

Tzanov et al. (2001) observaram que a presenca de um surfactante no banho da biopurga gerou uma perda de
massa 270,6% superior ao do processo realizado somente com agua destilada e a enzima pectinase. Isto mostra que a
utilizacdo de um surfactante compativel com a enzima ocasiona um processo de lavagem mais eficaz.

Ao se avaliar a influéncia das enzimas isoladamente, em virtude da celulose, como visto na revisdo
bibliogréafica, ser o componente de maior porcentagem na fibra de algodao (95%), espera-se que a celulase gere uma
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perda de massa superior as outras enzimas. Porém, como se pode
observar, a biopurga composta exclusivamente pela celulase apresentou
uma perda de massa de 5,96%, somente um pouco superior a da
biopurga sem a adicdo de enzimas. Isso pode ser explicado pela
presenca da cuticula que ndo permite o acesso da celulase as camadas
das fibras que possuem maior concentracdo de celulose, sendo que esta
enzima consegue atacar somente fibrilas que estejam expostas.

Figura 4.7 — Resultado da perda de massa nos processos de prepara¢do
da malha de algodéo.
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Ja a lipase, isoladamente, ndo acarretou em um acréscimo de
perda de massa em relagdo & apresentada pela lavagem com tensoativo e
sequestrante. A biopurga composta pela lipase gerou uma perda de
5,63% de massa, que com o desvio padrdo pode ser considerada de
mesma ordem da biopurga sem presenca de enzimas. A lipase ataca as
ceras que constituem cerca de 0,6% da fibra de algoddo. Porém estas
ceras estdo parcialmente disponiveis, ja que a pectina age como uma
cola que impede em parte a disponibilidade do substrato da lipase.

A grande responsavel pela retirada de impurezas é a pectinase,
uma vez que essa enzima possui seu substrato disponivel ao ataque e
esta é uma das impurezas ndo celul6sicas em maior concentragdo. A
perda de massa apresentada pela acdo exclusiva da pectinase foi de
6,93%.
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A perda de massa apresentada nos ensaios de combinacdo de
enzimas ndo apresentou grandes variacGes, sendo que somente a
combinacdo de celulase e lipase se distanciou da média com uma perda
de massa menor. Isso ocorre, pois, como discutido anteriormente, 0
substrato destas enzimas ndo se encontram muito disponiveis e elas
necessitam do auxilio da pectinase.

Essa pequena diferenca entre as perdas apresentadas nos
tratamentos de combinacdo enzimatica, principalmente comparando-se a
biopurga composta por todas as enzimas em sua condi¢cdo maxima e na
condicdo média, parece sugerir que, em termos de perda de massa, a
combinagdo das enzimas com suas atividades médias consegue alcancar
0 maximo efeito no tempo do processo, 7,19%.

Vigneswaran, Ananthasubramanian e Anbumani (2012)
observaram que a combinagdo enzimatica lipase/celulase para o
processo de biopurga ndo apresentou variagbes na perda de massa do
artigo téxtil a medida que se aumentava a concentracdo das enzimas, ja
as combinacdes celulase/pectinase e pectinase/lipase apresentaram
variagao, principalmente com relacdo a enzima pectinase. Isso corrobora
0 observado nos resultados deste trabalho, com a pectinase como a
enzima com maior expressdo na perda de massa originada pelo
tratamento enzimatico.

Um ponto a se discutir € a perda de massa apresentada pela purga
convencional. Ela é inferior em comparacdo com algumas biopurgas.
Por se designar ao tingimento de cores escuras, a lavagem alcalina
selecionada para este trabalho nédo é tdo agressiva quanto a que se realiza
para o tingimento de cores claras, purga mais comumente encontrada
nos estudos que desenvolvem a biopurga em comparagdo & purga
convencional.

Abdel-Halim, Fahmy e Fouda (2008) encontraram para a purga
alcalina uma perda de massa de 10%. Porém, este tratamento utiliza uma
concentracdo de hidréxido de sédio em relacdo & massa de substrato
muito mais elevada que a utilizada neste trabalho, além de o tempo do
processo ser de 60 min.

Apesar de alguns processos enzimaticos apresentarem valores
superiores de perda de massa em relacdo a lavagem alcalina, sabe-se que
0 processo convencional ao fazer a retirada das impurezas também ataca
a celulose, podendo enfraquecer a fibra. Enquanto que no processo de
biopurga as enzimas pectinase e lipase atacam especificamente as
impurezas com o auxilio da celulase. Caso a acdo da celulase degrade a
fibra, pode-se diminuir a sua concentragdo, sendo possivel controlar essa
degradacéo, o que ndo ocorre com a lavagem convencional.
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Figura 4.8 — Gréfico de Pareto dos efeitos estimados sobre a perda de
massa das malhas no processo de biopurga.

Efeitos Estimados Padronizados

A andlise estatistica realizada permite verificar através do gréafico
de Pareto (Figura 4.8) que a acdo isolada das enzimas pectinase e
celulase se mostraram estaticamente significativas para a perda de massa
resultante do tratamento enzimatico. Esta analise comprova o que foi
discutido com relagdo & acdo exclusiva das enzimas e elucida que as
pequenas diferengas mostradas nos processos com lipase e combinagdo
de enzimas ndo foram expressivas.

4,2.2.2. Grau de Alvura

Alguns pigmentos naturais da fibra de algoddo podem ser
removidos na lavagem do substrato téxtil, uma vez que estes pigmentos
se encontram adsorvidos as substancias pécticas e proteicas, impurezas
retiradas durante o processo de purga alcalina ou biopurga
(KARAPINAR e SARIISIK, 2004).

Assim, mediu-se 0 grau de alvura, em °Berger, das malhas
tratadas por lavagem enzimatica, a fim de se observar a influéncia de
cada enzima e, para grau de comparacdo, foram realizadas a medida de
grau de alvura de malha crua e da malha tratada por lavagem alcalina.
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Os resultados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 4.5 e
representados graficamente na Figura 4.9.

Primeiramente pode-se notar que todas as lavagens realizadas na
malha resultaram em um acréscimo relevante do grau de alvura em
relacdo a malha crua que apresentou 12,16 °Berger.

Nos processos de biopurga observa-se que ndo houve grandes
diferencas no grau de alvura apresentado pelas distintas combinagdes
enzimaticas, variando de 23,13 °Berger — biopurga composta somente
por celulase — a 24,99 °Berger — biopurga composta pelas trés enzimas
na sua condicdo maxima. Estes tratamentos enzimaticos tiveram um
pequeno acréscimo em relagdo ao processo de lavagem sem a adi¢do de
enzimas que apresentou 22,55 °Berger.

O tratamento com maior grau de branco foi a purga convencional,
27,48 °Berger. Contudo, as biopurgas apresentaram um valor muito
proximo, sendo cerca de, em média, 12% menor. O melhor valor
apresentado entre os tratamentos enzimaticos é 8,96% menor que 0
observado na malha tratada convencionalmente.

Segundo Freitas (2009), o grau de alvura possui uma relagdo com
0 surfactante, sendo que o aumento da concentracdo de surfactante
aumenta o grau de branco das amostras biopurgadas.

Figura 4.9 — Resultado do ensaio de grau de alvura para a malha crua e
as malhas tratadas enzimaticamente ou por lavagem alcalina.
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A obtencdo de um branqueamento maior pode ser obtida com o
aumento do tempo de reacdo e/ou com a aplicacdo de uma maior
atividade enzimatica, como observado por Kalantzi et al. (2008). Porém,
deve-se salientar que a busca de um grau de alvura elevado é mais
propicio para o tingimento de cores claras. No tingimento de cores
escuras, a alta concentracdo de corantes diminui a influéncia do grau de
branco do substrato e o pequeno desvio que talvez seja gerado pode ser
minimizado ou excluido com um ajuste na concentracdo dos corantes.
Assim, a opcdo de elevar o tempo de reacdo e/ou atividade das enzimas
ndo deve ser considerada para aumentar somente o grau de alvura, uma
vez que esta caracteristica ndo é de extrema importancia para o posterior
tingimento de cores escuras e, além disso, elevaria os custos do
processo.

A analise estatistica de significancia € exposta através do grafico
de Pareto da Figura 4.10.

Figura 4.10 — Gréafico de Pareto dos efeitos estimados sobre o grau de
alvura das malhas apds o processo de biopurga.

Efeitos Estimados Padronizados

O grafico mostra que as enzimas lipase, pectinase e celulase
possuem uma significancia no grau de alvura, enquanto que as
combinacgdes destas ndo. A lipase é a enzima que mais influencia na
obtencdo de um melhor grau de alvura.
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4.2.2.3. Grau de Tingimento

O tingimento descrito na se¢do 3.2.3.5.1 foi realizado na malha
crua e nas malhas previamente tratadas pelo processo alcalino ou pelos
processos correspondentes ao planejamento experimental.

Em virtude de o objetivo deste trabalho ser o desenvolvimento de
um processo enzimatico que seja equivalente ou superior ao processo de
lavagem alcalina, o padrdo definido para a andlise da cor das malhas
tingidas foi o correspondente processo realizado na malha pré-tratada
por purga convencional.

Para a analise de cor foi avaliado o pardmetro AE*ab que
dimensiona a diferenga de cor em relacdo ao padrdo. Este fator é
calculado com base nos pardmetros L*, a* e b*. Quanto maior o valor
de 4E*ab, maior sera a diferenca da amostra ao padréo.

Os valores expostos na Tabela 4.5 e representados graficamente
pela Figura 4.11 sdo o resultado da diferenca de cor obtida nos
tingimentos da malha crua e das malhas biopurgadas.

Figura 4.11 — Resultado do ensaio de determinacdo de diferenga de cor
ap6s o tingimento da malha crua e das malhas biopurgadas
(planejamento experimental), tendo-se como padrdo a malha tingida
tratada previamente por purga convencional.
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Pode-se observar que a diferenca de cor obtida (4E*ab) varia de
0,22 a 0,62 para as malhas biopurgadas. Estes valores correspondem a
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uma faixa bem pequena e, com os desvios padrdes elevados, ndo se
pode avaliar a influéncia do tipo de tratamento enzimatico realizado na
fase de preparagdo da malha. Isto também pode ser concluido com o
auxilio do gréafico de Pareto exposto na Figura 4.12. Nenhuma agédo
isolada ou composta das enzimas foi significativa na resposta ao
tingimento para um nivel de significancia de 5%.

Figura 4.12 — Gréfico de Pareto dos efeitos estimados sobre o grau de

cor obtido apds o tingimento com as malhas tratadas pelo processo de
biopurga.
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Um dos fatores que contribui para a cor final do tingimento é o
grau de alvura da malha tratada e este, como discutido anteriormente,
também ndo apresentou grande variacdo. Somente a malha crua
apresentou um grau de alvura distinto e, como pode se observar, a
diferenca de cor obtida pela malha crua foi muito superior, 1,43.

O espaco CIELAB mostrou que o tingimento da malha crua
resultou em um artigo mais claro, menos vermelho e mais azul do que o
tingimento da purga alcalina. Isso revela que a diferenca de cor néo
corresponde somente ao grau de alvura, pois, se este fosse 0 caso, 0
resultado seria uma cor apenas com luminosidade menor. Assim, as
impurezas presentes na malha crua impediram que 0 processo de
tingimento tivesse a mesma eficiéncia que o realizado na malha tratada,
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uma vez que a concentracdo de corante fixado foi menor, ocasionando
um tom mais claro.

Figura 4.13 — Medidas de cor realizadas no espaco CIELAB - eixo
cromatico (a* e b*) e luminosidade (L*).

+b* +L*

_b* _L*

A Figura 4.13 representa o espaco CIELAB gerado para o padrdo
utilizado, sendo os pontos as medidas realizadas das amostras. Pode-se
notar que a maioria das amostras apresentou uma luminosidade maior e
se mostraram mais azuis. Quanto ao eixo a*, a maioria dos pontos se
mostrou menos vermelho, contudo a diferenca é muito pequena.

Uma analise mais especifica quanto a resposta ao tipo de
tratamento ndo pode ser realizada, pois as variagbes obtidas nas
amostras preparadas por um mesmo tratamento foram significativas.

Outro fator a ser observado é a geracdo de manchas na malha
tingida. Segundo Lin e Hsieh (2001), a presenca de impurezas de
natureza hidrofobica, como ceras e pectinas, impede um tingimento
uniforme do artigo téxtil. Esse comportamento pode ocasionar manchas
e, neste trabalho, estas foram observadas com maior distingdo no
tingimento da malha crua e da malha tratada pela lavagem sem a
presenca de enzimas.
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4.2.2.4. Solidez

A solidez a lavacao de um artigo téxtil esta relacionada a forca da
interacdo entre o corante utilizado no tingimento e a fibra do substrato,
enguanto que a solidez a luz esta diretamente ligada ao grupo cromoforo
do corante.

As metodologias utilizadas nos testes de solidez sdo normalizadas
pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, porém, conforme
Piccoli (2008), ndo se possui no Brasil legislacdo ou publicagdo oficial
acerca de padrdes para notas minimas exigidas. As empresas, conforme
a aplicacdo de seu produto, necessidades dos consumidores e critérios de
qualidade estabelecem valores dentro das escalas de avaliacdo da
solidez.

Neste trabalho seré reconhecida como solidez satisfatéria a malha
tingida que receber nota igual ou superior que 4,5.

Foram realizados trés testes de solidez nas malhas tingidas,
solidez a lavagem com uma malha de algoddo como tecido testemunha,
solidez a luz e solidez a 4gua clorada.

Todas as malhas tingidas obtiveram nota 4,5 nos testes de solidez
a lavacdo e solidez a luz. Isso constata que o corante utilizado se adequa
ao substrato, pois possui forte interacdo com a fibra de algodéo, e que o
processo de tingimento é eficiente, uma vez que ndo ha uma quantidade
de corante hidrolisado na malha tingida que ird diminuir a nota de
solidez.

Todos os tratamentos enzimaticos realizados se igualaram a purga
alcalina ja que todos obtiveram a mesma nota de solidez a luz e de
solidez & lavagem.

Ja a solidez a agua clorada obteve notas diferentes de acordo com
0 tratamento de preparacdo realizado anteriormente ao tingimento. As
notas observadas estdo expostas na Tabela 4.5 e representadas
graficamente na Figura 4.14.

Observa-se que todos o0s ensaios apresentaram notas de 3,33 a
4,33. Nenhum proporcionou a nota 4,5. Isso ja era esperado, pois a
lavacdo com agua clorada é um teste de solidez muito mais agressivo
que o teste de solidez a lavagéo.

Em comparacdo ao tratamento do planejamento experimental sem
a adicdo de enzimas, a biopurga composta por lipase ndo alterou o
resultado, 3,67, enquanto que a biopurga composta exclusivamente pela
pectinase aprimorou a nota de solidez para 4,33 e a biopurga composta
pela celulase abateu a nota para 3,50.
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Figura 4.14 — Resultado do ensaio de solidez a agua clorada do
tingimento realizado nas malhas tratadas e na malha crua.

5

4‘5 T T T

s ] oo

1]

T35 T I

L)

S 3

S

25

-m

N 2

']

T

=15 —

v

1 1

05 |

0 T T T T T T
N 9 \.’\ :\’\ x’\’\ :\\ x'\’\ x'\\ xQ (\% \09
S N N > N N N N N ® ©
Y x % '\ .((b
Q‘@ N SN O > DY o & 3
R & & & @ 2 3 > ®

¥ & &S e
& & S

A melhora da solidez com a malha tratada por pectinase pode ser
decorrente da liberagdo de mais hidroxilas durante o ataque & camada de
pectina, favorecendo uma melhor fixacdo do corante reativo.

Ja a celulase ao fragmentar a molécula de celulose libera
particulas conhecidas como pé de algodao. Os corantes reagem com este
p6 e durante a lavacdo com &gua clorada estas particulas podem se
desprender e causar assim uma nota de solidez mais baixa.

Na acdo conjunta da celulase com a lipase, a Ultima parece inibir
um pouco o efeito negativo da celulase sobre a solidez a agua clorada da
malha tingida. J& quando no banho enzimatico ha a presenca de celulase
e pectinase, ha uma aparente melhora na nota de solidez, porém néo se
pode afirmar devido ao desvio padréo.

Quando a biopurga consiste no conjunto lipase e pectinase, a
lipase ndo interfere no efeito positivo da pectinase.

Os tratamentos compostos pelas trés enzimas nas condigdes
maximas e médias ndo apresentarem grande diferenca, sendo a nota de
solidez ligeiramente melhor no processo médio sugere que a menor
concentracdo de celulase foi mais propicia.

Comparando-se 0s tratamentos enzimaticos e o de purga
convencional a malha crua, nota-se que a presenca de celulase influi
negativamente para a nota de solidez a agua clorada e a pectinase parece
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auxiliar na obtencdo de uma nota mais alta, ja a lavagem alcalina nada
interfere na nota.

Kalantzi et al. (2010) observaram que os tecidos tratados por
enzimas apresentam um grau de solidez a lavagem mais elevado que os
gue passam pelo tratamento alcalino convencional.

O grafico de Pareto na Figura 4.15 mostra que a acdo isolada da
celulase e a agdo desta em conjunto com a pectinase possuem um efeito
significativo estatisticamente. Como se pode observar pelo sinal dos
numeros, esse efeito é negativo sobre a nota de solidez a agua clorada.

Figura 4.15 — Gréfico de Pareto dos efeitos estimados sobre a nota de
solidez a agua clorada das malhas tingidas apds o tratamento
enzimatico.
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4.2.2.5. Grau de Remogao de Pectina

A pectina, como visto na revisdo bibliografica, € uma impureza
ndo celuldsica que atribui ao algoddo crua a caracteristica hidréfoba.
Assim, uma das medidas para tornar o substrato téxtil hidrofilico é a
retirada da pectina. O grau de remocgédo causado pelos tratamentos foi
dimensionado através da metodologia exposta no item 3.2.3.3, tendo-se
como referéncia a malha alvejada (100% de remogao) e a malha crua
(0% de remocéo). Os valores obtidos estdo expostos na Tabela 4.5 e
representados graficamente pela Figura 4.16.
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Figura 4.16 — Resultados dos ensaios de determinacdo do grau de
remocdo de pectina nas malhas tratadas pelo processo de biopurga e de

urga convencional.
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A fervura da malha com tensoativo e sequestrante resultou em
uma remocao de pectina de 19,19%, o menor valor encontrado. Porém, a
acdo exclusiva da enzima celulase e a acdo exclusiva da enzima lipase
praticamente ndo acrescentaram poder de remocgdo da pectina,
apresentando valores de 20,13% e 20,59%, respectivamente, que,
analisando o desvio padrdo, podem ser considerados de mesma ordem
de valor do tratamento sem enzimas. Ja a interacdo das duas enzimas,
celulase e lipase, apresentou um grau de remocéo de 24,61%, um pouco
superior ao encontrado na acdo isolada delas.

A enzima pectinase é a que mostrou 0 maior poder de remocao da
pectina, agindo isoladamente, com 74,61%. Este resultado j& era
aguardado, uma vez que a pectinase atua especificamente na pectina.
Em relago a lavagem sem a presenca de enzimas, houve um acréscimo
de 74,28% da remocdo de pectina.

Em estudos realizados por Furlan (2012) a remogdo de
substancias pécticas alcangcou seu maior patamar, 91%, com a
concentracdo méaxima de pectinase analisada.

Vigneswaran, Ananthasubramanian e Anbumani (2012)
observaram que a taxa de remogdo da pectina aumenta com o acréscimo
de concentracdo da enzima pectinase e com a elevagdo do tempo e da
temperatura do processo de biopurga. O melhor resultado encontrado foi
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de 78,41% de remocdo de pectina ao se utilizar 6% de pectinase a 60 °C
durante 60 min.

A combinacdo da pectinase com uma segunda enzima apresentou
valores superiores ao da acdo isolada da pectinase, sendo que a
combinagdo com a celulase apontou maior remocédo de pectina (82,20%)
do que a combinacdo com a lipase (76,32%).

O valor superior da remogdo de pectina resultante da acdo da
pectinase na presenca de celulase pode ser uma evidéncia de um
possivel sinergismo entre estas duas enzimas. Alguns estudos ja
constataram uma melhora na agdo da pectinase com a presenca de
celulase no banho, como citado na revisao bibliografica.

Segundo Li e Hardin (1998), a acdo das pectinases gera mais
espacos disponiveis na camada da parede priméria para o ataque da
celulase, enquanto que a agdo das celulases cria mais sitios disponiveis
na camada de substancias pécticas para a digestdo da pectinase. Essa
acao conjunta, sinergismo, resulta em uma lavagem mais eficaz tanto no
quesito velocidade total do processo quanto na uniformidade do
tratamento.

Porém, esse acréscimo do poder de remocdo de pectina na
biopurga composta por pectinase e celulase também pode ser um efeito
de acréscimo de pectinase, uma vez que a preparacdo enzimatica
Cellusof® apresenta uma pequena atividade pectinolitica, fato detectado
no estudo das preparacdes enzimaticas discutido no item 4.1.2.

A biopurga na qual as trés enzimas, celulase, lipase e pectinase,
atuam com sua atividade méaxima foi o tratamento que resultou em uma
maior remocdo de pectina, 87,47%. Ja a biopurga composta pelas trés
enzimas com seus valores médios apresentou 40,39% de remocdo de
pectina, 48,18% do observado em sua condicdo maxima.

Comparando-se  0s tratamentos enzimaticos a purga
convencional, constata-se que 0S processos nos quais a pectinase atua
com sua maior atividade possui um grau de perda de pectina muito mais
elevado que o da lavagem alcalina. Ja o processo no qual atuam todas as
enzimas em seus valores médios possui a mesma ordem de grau de
remog&o da pectina.

Com isso, pode-se afirmar que em relagdo a remogao de pectina o
tratamento enzimatico pode se equivaler ou ser superior a lavagem
alcalina, dependendo, principalmente, da atividade de pectinase
empregada no processo. Além disso, a presencga de celulase no banho
pode tornar a acdo da pectinase sobre a camada de pectina mais eficaz.
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Figura 4.17 — Gréfico de Pareto dos efeitos estimados sobre o grau de
remocao de pectina nas malhas tratadas pelo processo de biopurga.
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A prevaléncia do efeito da pectinase na remog¢do da pectina e a
pequena contribuicdo da celulase podem ser observadas na analise feita
com o auxilio do gréafico de Pareto (Figura 4.17). Este mostra que a a¢éo
destas enzimas sdo estatisticamente significativas para um nivel de
significancia de 5%.

Como a interacdo entre as enzimas pectinase e celulase, conforme
o grafico de Pareto, ndo é estatisticamente significativa, a melhora no
poder de remocdo de pectina na acdo conjunta destas enzimas,
provavelmente se d pelo efeito de adicdo de atividade pectinolitica
encontrada no caldo enzimatico Cellusof®.

4.2.2.6. Hidrofilidade

A principal caracteristica que se espera conferir ao algoddo
durante o0s processos de purga convencional ou biopurga é a
hidrofilidade. A retirada das impurezas néo celulésicas atribui @ malha o
poder de absorcdo da agua, possibilitando que os processos conseguintes
de beneficiamento sejam eficientes.

Logo, seré realizada a anlise estatistica a fim de se encontrar um
modelo para prever o tempo de absor¢do de uma gota pela malha tratada
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de acordo com as atividades das enzimas celulase, pectinase e lipase e
de suas interagdes. Os valores encontrados para os diferentes
tratamentos realizados conforme o planejamento experimental
encontram-se expostos na Tabela 4.6 e representados graficamente na
Figura 4.18.

Tabela 4.6 — Tempo de umectagdo apresentado pelas malhas tratadas
previamente pelo processo de biopurga (planejamento experimental).

Ensaio Atividade (U/g de substrato) Hidrofilidade

Celulase Lipase Pectinase (s)
1 0(1) 0(1) 0(1) 132
2 3,580 (+1) 0(-1) 0(-1) 50
3 0(1) 0,236 (+1) 0(1) 37
4 3,580 (+1) 0,236 (+1) 0(-1) 38
5 0(1) 0(1) 0,868 (+1) 40
6 3,580 (+1) 0(1) 0,868 (+1) 13
7 0(1) 0,236 (+1) 0,868 (+1) 23
8 3,580 (+1) 0,236 (+1) 0,868 (+1) 12
9 1,790 (0) 0,118 (0) 0,434 (0) 15
10 0(1) 0(1) 0(1) 103
11 3,580 (+1) 0(-1) 0(1) 59
12 0(-1) 0,236 (+1) 0(1) 45
13 3,580 (+1) 0,236 (+1) 0(-1) 32
14 0(1) 0(1) 0,868 (+1) 31
15 3,580 (+1) 0(1) 0,868 (+1) 20
16 0(-1) 0,236 (+1) 0,868 (+1) 17
17 3,580 (+1) 0,236 (+1) 0,868 (+1) 14
18 1,790 (0) 0,118 (0) 0,434 (0) 18
19 0(-1) 0(1) 0(-1) 90
20 3,580 (+1) 0(-1) 0(1) 46
21 0(1) 0,236 (+1) 0(-1) 43
22 3,580 (+1) 0,236 (+1) 0(-1) 33
23 0(1) 0(1) 0,868 (+1) 35
24 3,580 (+1) 0(-1) 0,868 (+1) 14
25 0 (-1) 0,236 (+1) 0,868 (+1) 19
26 3,580 (+1) 0,236 (+1) 0,868 (+1) 17
27 1,790 (0) 0,118 (0) 0,434 (0) 22

A malha tratada pela purga convencional apresentou 16,67 +
3,06 s como tempo de umectacao.
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A malha crua também foi avaliada quanto a hidrofilidade e ndo
apresentou nenhuma, sendo que a gota formada na superficie da malha
evaporou-se e ndo foi absorvida.

O maior tempo encontrado para a umectacdo foi para a lavagem
com tensoativo e sequestrante sem a adicdo de enzimas, 108,67 s. Um
tempo bastante elevado que demonstra que a lavagem € ineficiente na
retirada das impurezas que conferem a malha a incapacidade de absorver
agua. Entretanto, comparado com a malha crua que ndo absorve agua,
ha uma melhora, s6 que ndo o suficiente para que seja um substrato
adequado ao processo de tingimento.

Figura 4.18 — Resultados dos ensaios de hidrofilidade das malhas
tratadas pelo processo enzimatico (planejamento experimental) e por
purga convencional.
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Como observado na Figura 4.18, o acréscimo das enzimas
isoladamente ao banho de tratamento trouxe uma queda alta no tempo
de absorcdo, sendo que a celulase foi a que apresentou maior tempo,
51,33 s, seguida pela lipase com 41,33 s. A pectinase foi a que mostrou
melhor resultado quando aplicada isoladamente, 35,33 s.

As enzimas lipase e pectinase sdo responsaveis por agir nos
lipideos e na pectina, respectivamente, sendo que estas impurezas sdo as
grandes responsaveis por nao permitir a absorcdo de agua pelo material
cru, como visto na revisdo da literatura. Assim, é esperado que estas
enzimas contribuam em tornar o material mais hidrofilico. Como a
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pectina forma uma capa ao redor da fibra de algodao, a remocéao desta é
0 que mais colabora na hidrofilidade da malha, como pode ser
observado nos efeitos obtidos na acdo isolada das enzimas (Figura 4.19).

Figura 4.19 — Gréfico de Pareto dos efeitos estimados sobre a
hidrofilidade das malhas tratadas pelo processo de biopurga.
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Ja a celulase é uma enzima que ataca a celulose e ndo se espera
que ela possua grande acdo, isoladamente, na remocao de impurezas,
uma vez que a fibra de algodao esta revestida pela camada de pectina,
dificultando o ataque a celulose. Porém, mesmo a pequena acdo da
celulose ao quebrar fibrilas disponiveis ao ataque pode gerar uma
pequena remocdo das impurezas presentes nestas fibrilas. Além disso, o
caldo enzimético CeIIusoft®, que tem declarada a atividade celulolitica,
também possui a atividade pectinolitica como secundéria e esta, mesmo
em pequena concentracdo, pode auxiliar na atribuicdo de hidrofilidade a
malha tratada pela biopurga composta por celulase.

Ao se utilizar a combinagdo de duas enzimas, observa-se que o
processo composto por lipase e celulase apresenta 34,67 s como tempo
para umectacdo, um valor melhor do que o encontrado na atuagdo
isolada destas enzimas, porém este aparenta ser somente o resultado da
soma dos efeitos das duas enzimas e néo a presenca de sinergismo.

Ja a combinacdo da celulase com a pectinase aponta para a
presenca de sinergismo entre as enzimas, uma vez que ocorreu uma
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gueda bastante acentuada no tempo de absor¢do da gota, 15,67 s.
Segundo Axt-Martinelli (2001) a adicdo de celulases ao banho de
biopurga tem demonstrado o aumento da eficiéncia de pectinases.
Acredita-se que as celulases eliminam as impurezas indesejaveis pela
hidrolise da celulase subjacente.

O processo baseado na agdo conjunta da lipase com a pectinase
proporcionou uma umectacdo em 19,67 s. Um tempo superior ao da
combinacdo celulase e pectinase e inferior ao da combinagéo celulase e
lipase.

Ja era esperado que as enzimas pectinase e lipase apresentassem
um bom resultado, uma vez que isoladamente foram as que mais
contribuiram a hidrofilidade da malha. Entretanto, a combinagdo
celulase e pectinase foi a que apresentou o melhor resultado das a¢fes
conjuntas entre duas enzimas, um cenario que comprova o sinergismo
entre estas enzimas.

A biopurga composta pelas trés enzimas em sua condicdo
maxima foi o processo que obteve o menor tempo de umectacéo,
14,67 s. Porém, este se encontra muito préximo ao tempo encontrado
para a biopurga composta pelas trés enzimas em sua condicdo média,
18,33 s, considerando-se o desvio padrdo destes ensaios. Assim,
observa-se que a condicdo maxima pode estar muito proxima de uma
saturacdo na qual o acréscimo de enzimas ndo modificara o resultado da
hidrofilidade do substrato. O aumento do tempo de reacgdo, até 60 min
conforme o fornecedor das enzimas, pode ser um fator que igualard a
hidrofilidade da condi¢cdo média & da condigdo maxima ou, até mesmo
melhorar o resultado.

A malha tratada convencionalmente através de uma lavagem
alcalina apresentou uma hidrofilidade de 16,67 s. Este valor é da mesma
ordem de grandeza de algumas biopurgas do planejamento experimental
como pode ser observado na Figura 4.18. Logo, 0 objetivo de se obter
um processo ambientalmente amigavel que se aproxime do processo
convencional ou supere este, no concernente a hidrofilidade, pode ser
alcancado.

Vigneswaran, Ananthasubramanian e Anbumani (2012)
estudaram a influéncia das enzimas celulase, pectinase, protease e lipase
no tratamento do algoddo cru. O melhor resultado para a hidrofilidade,
0,907 s, foi obtido pela biopurga composta por 6% de pectinase, 2% de
protease, 0,6% de lipase e 0,8% de celulase com 45 min de reagdo a
60 °C. O pior resultado, 8,186 s, foi observado na biopurga que néo
possuia nem pectinase nem protease. O processo utilizado envolve a
aeracdo do banho durante o processo.
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Com a anélise do planejamento fatorial foi possivel verificar que
todas as enzimas em acao isolada e as interagOes destas, com excecao da
interacdo das trés (1*2*3), interferiram significativamente na
hidrofilidade da malha, como pode ser observado na Figura 4.19. A agéo
exclusiva das enzimas e a combinagdo das trés agem em favor de uma
hidrofilidade maior, sendo que a enzima pectinase é a que apresenta o
maior efeito no processo, seguida pela enzima lipase.

Relacionando-se a hidrofilidade com a remocdo de pectina
(Figura 4.20), averigua-se que a impureza pectina ndo é o Unico fator
que influencia a hidrofilidade da malha. Isto pode ser constatado ao se
observar malhas tratadas que possuem o mesmo grau de remocdo de
pectina e hidrofilidades distintas.

Figura 4.20 — Comparativo entre os resultados de hidrofilidade (s) e de
grau de remocédo de pectina (%) das malhas tratadas enzimaticamente
(pontos azuis) e da malha tratada por lavagem alcalina (ponto
vermelho).

120,00

100,00

80,00

60,00

40,00 L

Hidrofilidade (s)

* 2

20,00 r 4 4 oo

0,00 T T T T 1
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Grau de Remogdo de Pectina (%)

Os dois pontos quase coincidentes com 40% de remocdo de
pectina e cerca de 20 s de hidrofilidade sdo correspondentes ao
tratamento enzimatico com as trés enzimas em sua condicdo média e a
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purga alcalina, mostrando que esta biopurga se aproximou bastante da
purga convencional nos dois fatores discutidos.

Outro ponto a ser observado é que a partir de um certo valor de
remocdo de pectina, 0 acréscimo deste ndo contribui muito na
hidrofilidade. As biopurgas com a acdo das trés enzimas na condi¢do
média e na condicdo méaxima sdo um exemplo desta constatacdo.
Enquanto que a condi¢cdo média teve uma remocao de pectina de cerca
de 40%, a condicdo maxima apresentou mais que o dobro de remocao da
pectina, porém a diferenca de hidrofilidade entre as malhas tratadas
pelos dois processos € muito pequena, quase insignificante se
considerado o desvio padrdo. Este cendrio parece apontar que a remogdo
da pectina ocorre de forma que, mesmo ao ndo remové-la
completamente, permite que a dgua seja absorvida.

A Tabela 4.7 e a Figura 4.19 apresentam os efeitos principais e de
interacdo das varidveis independentes frente a resposta hidrofilidade
para um modelo estatistico com um limite de confianca de 95%.
Percebe-se que a trés enzimas e as interacOes entre elas, com excecao da
interacdo tripla, foram estatisticamente significativas, uma vez que 0s
respectivos fatores apresentaram um valor de p abaixo do nivel de
significancia de 0,05.
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Tabela 4.7 — Parametros estatisticos para o planejamento fatorial 2°.

Desvio Padréo Limite de Confianca
Efeito Erro t (19) p -95% +95%
Meédia/Interagio 37,7037 2189973 1721652 0,000000 33.1200 42,2874
Celulase (1) -22.2500 4.645634 -4,78944 0,000127 319734 -12,5266
Lipase (2) -25.2500 4.645634 -5,43521 0,000030 349734  -155266
Pectinase (3) -37,7500 4645634 -8,12591 0,000000 474734 -28,0266
Celulase e Lipase (1e2) 15,9167 4.645634 3,42616 0,002832 6,1932 25 6401
geé“;;"% e Pectinase 9,7500 4645634 209874 0,049437 0,0266 19,4734
'(-z'gasf)e & Pectinase 16,7500 4645634 3,60554 0,001885 7,0266 26,4734
Celulase, Lipase e ) ) )
Poctinase (L12+3) 8,7500 4645634 1,88349 0,075033 18,4734 0,9734

De acordo com os coeficientes estimados obtidos na analise estatistica, propde-se o modelo:

Hidrofilidade = 37,70 — 11,12[Celulase] — 12,62[Lipase] — 18,88[Pectinase]
+ 7,96[Celulase][Lipase] + 4,88[Celulase][Pectinase] + 8,38[Lipase][Pectinase] 4.2)
— 4,37[Celulase][Lipase][Pectinase]
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O modelo matematico empirico determinado pela equacgdo 4.1
para a hidrofilidade da malha de algoddo foi validado pela analise de
variancia ANOVA, apresentada na Tabela 4.8. O coeficiente de relagéo
obtido foi R?= 0,88837, indicando que o modelo consegue explicar
88,837% da variacdo total em torno da média.

Tabela 4.8 — Analise de variancia dos valores de hidrofilidade das
malhas biopurgadas.

R® = 0,88837; Ajuste= 0,84724
MS Residual = 129,4915

SS GL MS F P
Celulase (1) 297038 1 2970,375 2293877 0,000127
Lipase (2) 382537 1 3825375 29,54152 0,000030
Pectinase (3) 8550,37 1  8550,375 66,03041 0,000000
Celulase e 152004 1  1520,042 11,73855 0,002832
Lipase (1 e 2)
Celulase e 57038 1 570375 440473 0049437
Pectinase (1 e 3)
Lipase e 1683,38 1  1683,375 12,99989 0,001885
Pectinase (2 e 3)
Celulase,
Lipase e 459,37 1 459375 354753 0,075033
Pectinase
(1%2*3)
Erro 246034 19 129,491
Total SS 22039,63 26

* SS = Soma dos quadrados minimos; GL = Graus de liberdade; MS =
(SS/GL).

A avaliagdo do modelo também pode ser feita através da
observacdo do grafico dos valores preditos pelo modelo versus os
valores observados, sendo que os primeiros sdo representados pela reta,
enquanto que os segundos sdo representados pelos pontos. A Figura
4.21 mostra que a relacdo entre os valores observados e preditos para o
modelo é adequada, sendo que o0s pontos centrais e com a auséncia de
enzima foram os que apresentaram um maior desvio entre os valores
preditos e 0s observados.

As superficies de resposta geradas pelo modelo podem ser
observadas na Figura 4.22, na Figura 4.24 e na Figura 4.26, enquanto
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que as respectivas curvas de contorno estdo apresentadas na Figura 4.23,
na Figura 4.25 e na Figura 4.27.

Figura 4.21 — Relacdo entre os valores observados e preditos do modelo

linear para a hidrofilidade da malha biopurgada.
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Figura 4.22 — Superficie de resposta para a hidrofilidade em funcédo da
atividade das enzimas celulase e pectinase.
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Figura 4.23 — Curva de contorno para a hidrofilidade em fungédo da

atividade das enzimas celulase e pectinase.
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Figura 4.24 — Superficie de resposta para a hidrofilidade em funcéo da
atividade das enzimas lipase e pectinase.

spepiioIpIH

[ B
o<
[]<52
| <32
- 12




108

Figura 4.25 — Curva de contorno para a hidrofilidade em fungéo da
atividade das enzimas lipase e pectinase.
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Figura 4.26 — Superficie de resposta para a hidrofilidade em funcéo da
atividade das enzimas celulase e lipase.
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Figura 4.27 — Curva de contorno para a hidrofilidade em fungédo da

atividade das enzimas celulase e lipase.
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Observa-se pelas figuras que a regido onde se obtém melhor
hidrofilidade, ou seja, menor tempo de absorcdo da gota de agua pela
malha, é a representada pelos tons verdes mais escuros e estes valores
sdo obtidos com as maiores concentragdes das enzimas.

A combinagdo celulase/pectinase foi a que mostrou um melhor
resultado para a hidrofilidade conforme a observacdo das superficies de
resposta, uma vez que a maior atividade analisada de cada enzima
corresponde a um tempo de umectagdo menor que 12 s, seguida pela
combinacdo lipase/pectinase com 16 s e pela combinagéo celulase/lipase
com 24 s.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, sdo obtidas as

seguintes conclusdes:

A caracterizacdo das enzimas exp6s a presenca de atividades
secundarias nos caldos comerciais e mostrou uma queda na
atividade das enzimas nas condigdes definidas para a biopurga.
A lipase apresentou a maior perda de atividade, 47,71%, ja que
suas condicOes dtimas sdo as que mais se distanciam das
condi¢des de operacdo do processo enzimatico.

A presenca do sequestrante Seraquest MC-P ndo interferiu na
atividade das enzimas e a sua adi¢do no banho de biopurga ndo
mostrou grandes alteracGes nas propriedades finais da malha
tratada. Assim, foi determinando o processo com adicdo do
sequestrante no inicio da reacdo enzimatica como o mais eficaz.
A andlise de todas as caracterizac@es realizadas com as malhas
tratadas pelas diferentes biopurgas examinadas evidencia que as
enzimas estudadas neste trabalho podem atuar de forma
combinada no processo, compondo um pool enzimatico, uma
vez que a acdo de uma enzima ndo interferiu negativamente na
acdo da outra enzima e, na maioria das vezes, a atuacdo
conjunta trouxe beneficios a malha.

Observou-se que a pectinase foi a enzima mais determinante na
perda de peso e hidrofilidade da malha, pois seu substrato esta
em maior concentracdo e mais disponivel do que o substrato das
outras enzimas.

A perda de massa de algumas biopurgas foi superior a da
preparacdo alcalina, porém esta Ultima j& € um processo mais
brando por se destinar ao tingimento de cores escuras.

O grau de alvura ndo apresentou grandes variaces conforme o
tratamento enzimatico utilizado e, em média, foi 12% inferior
ao resultante da purga alcalina. Porém, este ndo é um fator
determinante ja que a biopurga desenvolvida neste trabalho tem
como objetivo preparar a malha de algoddo para o tingimento
de cores escuras.

Conclui-se que o grau de remoc¢do de pectina ndo necessita ser
muito elevado, uma vez que malhas com diferentes graus de
perda de pectina apresentaram valores muito préximos de
hidrofilidade.
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e Sob as condigbes de pH 6,5, temperatura 55 °C e com um
tempo de reacdo de 40 min, a combinacdo enzimatica que
melhor atendeu os requisitos de hidrofilidade (14,67 s), grau de
remocdo de pectina (87,47%), grau de alvura (24,99 °Be) e
rendimento do tingimento foi o0 ensaio com a atividade maxima
das trés enzimas. Porém, o ensaio com atividade média das trés
enzimas também apresentou bons resultados, muito proximo em
alguns casos do ensaio com atividade méxima e similar em
todas as caracterizagGes aos resultados obtidos para a purga
alcalina. Uma vez que o0 ensaio médio chega a valores
satisfatorios e que o custo de processo € inferior ao ensaio nas
condi¢des maximas, ja que a quantidade de enzima utilizada é a
metade, pode-se considerar esta a melhor combinacdo das
enzimas por aliar bons resultados com um menor custo de
processo.

O objetivo deste trabalho foi atingido, pois as caracterizagdes das
malhas tratadas pelo processo enzimatico mostraram resultados de
mesma ordem ou superiores ao da malha tratada pela lavagem alcalina,
comprovando que se pode substituir o processo convencional pela
biopurga composta pelas enzimas celulase, lipase e pectinase. Porém,
muitos aspectos ainda devem ser estudados (Capitulo 6 — Sugestdes para
trabalhos futuros) para entender melhor os pardmetros que influenciam
no processo a fim de torna-lo mais eficientes.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos, sugere-se para desenvolvimento
em trabalhos futuros a analise dos seguintes aspectos:

e Influéncia dos fatores pH, temperatura e tempo de reacdo na
atuacdo do pool enzimatico no processo de biopurga;

e Influéncia da relacdo de banho (RB) no resultado da purga
enzimatica;

e Possibilidade de um processo simultaneo que envolva a
biopurga e o tingimento;

¢ Juncdo do processo de biopurga desenvolvido junto ao processo
de alvejamento enzimatico;

e Possibilidade de reutilizacdo do banho no processo de purga
enzimatica, avaliando-se a atividade das enzimas apds 0 processo;

o Verificagdo do grau de toxicidade dos efluentes oriundos do
processo de biopurga e do processo de purga convencional;

e Possibilidade de uso de enzimas ndo comerciais, uma vez que
nao se necessita enzima com purezas elevadas;

¢ Analise econdmico do processo desenvolvido;

e Ampliacdo da escala do processo enzimatico desenvolvido para
a escala piloto.
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APENDICE
APENDICE A — Curvas de Calibracio

No Apéndice A sdo apresentadas as curvas de calibracdo de
acucares redutores para a determinacdo de atividade das enzimas
celulase e pectinase, a curva de calibracdo para a determinacdo da
guantidade de proteina dos caldos enzimaticos e a curva de calibracdo
para a determinacgdo do grau de pectina nas malhas tratadas.

Figura A.1 — Curva de calibracdo para andlise de agucares redutores
totais nos ensaios de atividade celulolitica descrita na se¢do 3.2.1.3.
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Figura A.2 — Curva de calibracdo para analise de agucares redutores
totais nos ensaios de atividade pectinolitica descrita na se¢éo 3.2.1.5.
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Figura A.3 — Curva de calibragdo para determinacdo da quantidade de
proteinas pelo Método de Bradford (1976).
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Figura A4 - Curva de calibragdo do azul de metileno para
determinacdo do grau de pectina conforme item 3.2.4.3.
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ANEXOS
ANEXO A - Ficha técnica dos corantes

Neste anexo é apresentada a ficha técnica dos corantes reativos
utilizados no processo de tingimento, cujos nomes comerciais sdo
Vermelho Tiafix AF/B e Marinho Tiafix AF.

Figura A.5 — Ficha técnica do corante reativo Vermelho Tiafix AF/B.
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As cores pedem variar devido a configuracfic do monitor,
Slicits um catdlogo de comntes imprasso para a Aupicor
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Figura A.6 — Ficha técnica do corante reativo Marinho Tiafix AF.
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As coms podem varior devido o configuracio do monitor,
Slicits s eetidnne din eornnes mnmasn nem n Aoniear



