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RESUMO

Os téxteis incorporados com compostos antimicrobianos sdo utilizados para
prevenir ou inibir o crescimento de microrganismos, podendo ser aplicados
em diferentes segmentos como na area médica, roupas hospitalares, filtros,
roupa intima, entre outros, dependendo da atividade biostatica ou biocida do
composto antimicrobiano utilizado. O aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antibiéticos ja conhecidos tem estimulado a busca por
novos compostos de origem natural, biodegradaveis e ndo toxicos, tornando
0 uso de enzimas antimicrobianas uma alternativa promissora a ser
investigada. Atrelado a isto, produtos a base de celulose tém sido
extensivamente estudados como suporte para enzimas devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, estabilizacdo quimica e baixo risco
de contaminacdo ao ambiente. A proposta deste trabalho é imobilizar enzima
antimicrobiana em tecido de algod&do quimicamente modificado, via reagéo
com periodato, através de ligacdo covalente e via adsor¢do. Os ensaios
qualitativos de difusdo em 4gar e quantitativos de Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) demonstraram que os dois preparados enzimaticos estudados,
Bioprep® 3000L e Termamyl® 2X, apresentaram atividade antimicrobiana
para 0s microrganismos investigados, sendo que o primeiro apresenta maior
atividade antimicrobiana comparativamente ao segundo, sendo classificado
como muito ativo para Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli e Candida albicans, e parcialmente ativo para Pseudomonas
aeruginosa. Os substratos téxteis com enzima imobilizada por adsor¢&o e por
ligacéo covalente apresentaram 60% de atividade enzimatica recuperada ap6s
30 dias de armazenamento. A enzima imobilizada por adsor¢do apresentou
atividade antimicrobiana insuficiente, isto possivelmente porque a
concentragdo de enzima no tecido imobilizada por adsorcéo, apds o processo
de lavagem, foi inferior a CIM da enzima livre, devido a lixiviagao. O produto
téxtil com enzima imobilizada por ligacdo covalente apresentou zona de
inibicdo, caracterizando atividade antimicrobiana para Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans durante um periodo de 21 dias de
armazenamento, podendo ser aplicado para fins biostaticos. Os resultados
deste trabalho sdo promissores para o desenvolvimento de tecnologia
sustentavel para a produgdo de téxteis antimicrobianos, aumentando o valor
agregado dos produtos e possibilitando novos nichos de mercado para os
produtos téxteis.

Palavras-chave: Téxteis antimicrobianos. Enzimas antimicrobianas.
Imobilizagdo enzimatica. Tecnologia sustentavel.






ABSTRACT

Textiles incorporated with antimicrobial compounds are used to prevent
or inactivate the microorganisms’ growth and can be applied in different
segments such as medical, hospital clothing, filters, underwear and others,
depending on the biostatic or biocidal activity of the antimicrobial
compound used. Increasing the microorganisms’ resistance to known
antibiotics has stimulated the search for new compounds of natural origin,
biodegradable and non-toxic, making the use of antimicrobial enzymes a
promising alternative to be investigated. Products made by cellulose have
been extensively studied as a support for enzymes due to their
biocompatibility, biodegradability, chemical stabilization and low
contamination risk to the environment. The purpose of this work is to
immobilize antimicrobial enzyme in chemically modified cotton fabric by
periodate reaction, through covalent binding, and by adsorption. The
qualitative agar diffusion and quantitative Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) assays showed that there is antimicrobial activity
for the microorganisms investigated, and that the enzyme preparation
Bioprep® 3000L has a higher antimicrobial activity against the enzyme
preparation Termamyl® 2X, being classified as very active for
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli
and Candida albicans, and partially active for Pseudomonas aeruginosa.
Fabrics with enzyme immobilized by adsorption and by covalent binding
presented 60% of enzymatic activity recovered after 30 days of storage.
The enzyme immobilized by adsorption showed insufficient
antimicrobial activity, possibly because the immobilized enzyme
concentration in the fabrics by adsorption after the washing process was
lower than the MIC of the free enzyme due to leaching. The textile
product with enzyme immobilized by covalent bonding showed zone of
inhibition, characterizing antimicrobial activity for Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Candida albicans during a period of 21 days
of storage, being able to be applied for biostatic purposes and providing
subsidies for the development of sustainable technology for the
production of antimicrobial textiles. This type of treatment can increase
the market value of textiles products, meet the technical requirements and
extend the maintenance capacity of various textile products.

Keywords: Antimicrobial textiles. Antimicrobial enzymes. Enzyme
immobilization. Sustainable technology.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

TEXTE~IS ANTIMICROBIANOS PRODUZIDOS PELA
MODIFICACAO SUPERFICIAL DE TECIDOS DE ALGODAO
E IMOBILIZACAO DE ENZIMA PECTINOLITICA

Por qué?

» Téxteis antimicrobianos sdo produtos funcionais utilizados
em diversos segmentos como na &rea médica, roupas
hospitalares, roupa intima, tecidos de decora¢do, cama, mesa
e banho, filtros, etc.;

» Os aditivos antimicrobianos comerciais sdo basicamente
compostos sintéticos;

» Existe uma forte tendéncia em pesquisa e desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos ndo-toxicos, biodegradaveis e
de baixo impacto ambiental;

» O aumento da resisténcia dos microrganismos a antibiéticos
aumenta a demanda por novos compostos antimicrobianos;

» Enzimas antimicrobianas sdo biocompativeis, biodegradaveis
e um recurso renovavel;

» Enzimas antimicrobianas ja sdo empregadas na area de
alimentos e farmacéutica, no entanto € um tema pouco
explorado na &rea téxtil.

Quem jé fez?

» Existem poucos trabalhos sobre imobilizacdo de enzimas em
téxteis com finalidades funcionais;

» Somente um estudo foi encontrado a respeito da imobilizagédo de
pectinase visando aplicacao antimicrobiana;

» Nao constam na literatura imobilizacio da enzima pectinase em
suporte de celulose via oxidagdo com periodato.

Hipoteses

> E possivel imobilizar a enzima pectinase em suporte de algodio

funcionalizado por oxidagéo via periodato e por adsor¢ao?

A enzima se mantém ativa ap6s o processo de imobilizacdo?

Por quanto tempo se mantém estavel?

A atividade antimicrobiana da enzima é mantida ap6s a

imobilizacao?

Y V VY



Investigar a atividade antimicrobiana de enzimas utilizadas no
processo téxtil;

Estudar o processo de oxidacdo/ativacdo do tecido de algoddo
via periodato;

Estudar o processo de interacdo enzima-tecido;

Analisar modificagdes na atividade enzimatica;

Avaliar a atividade antimicrobiana do produto final.

Definir a enzima que apresenta a melhor atividade
antimicrobiana;

Avaliar as melhores condi¢des para funcionalizagdo do suporte
(tecido de algodé&o);

Determinar quais as condi¢cdes experimentais proporcionam
maior atividade enzimatica ap6s a imobilizacéo;

Determinar a atividade antimicrobiana do produto final e
possiveis aplicacdes.

VVV V V

YV V V V




25
1 INTRODUCAO

Téxteis técnicos sdo produzidos visando um uso ou aplicacéo final
especifico, podendo atender a requisitos técnicos com elevado
desempenho em diversos segmentos, por exemplo: questdes de segurancga
(propriedades antichamas), construcéo civil (isolantes aclsticos) e meio
ambiente (filtros e mantas de drenagens), entre outros. Conhecidos como
téxteis inteligentes, também estdo relacionados a novas tecnologias, como
acabamentos com funcdo bioativa na eliminacdo de bactérias e
capacidade de automodificacdo (IPT, 2018).

Dentro dos téxteis técnicos, encontra-se o grupo dos téxteis
antimicrobianos. Segundo Windler, Height e Nowack (2013), os téxteis
incorporados com compostos antimicrobianos estdo presentes no
mercado h& décadas, sendo utilizados nas mais diversas aplicacdes, para
prevenir ou inibir o crescimento de microrganismos. Os téxteis
antimicrobianos podem ser utilizados tanto na melhora da conservagéo do
substrato téxtil quanto em aplicagcbes na area médica e farmacéutica,
dependendo da atividade biostatica ou biocida do composto
antimicrobiano  utilizado (BORYO, 2013; GUTAROWSKA,;
MICHALSKI, 2012; SUN; WORLEY, 2005).

Muitos compostos diferentes sdo usados para funcionalizar
produtos téxteis, como triclosan, compostos quaternarios de amonia,
metais como prata e cobre, compostos naturais como quitosana, entre
outros (GAO; CRANSTON, 2008). De acordo com Islam, Shahid e
Mohammad (2013), existe uma forte tendéncia em pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos nao-toxicos,
biodegradaveis e sustentaveis, baseados em produtos naturais, devido a
possiveis efeitos prejudiciais de varios agentes antimicrobianos
sintéticos.

Dentro deste panorama, e com aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antibidticos, enzimas antimicrobianas estdo sob
intensa investigagdo. As enzimas antimicrobianas, comuns na natureza,
desempenham um papel fundamental na defesa de organismos vivos
contra ataques bacterianos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2000;
THALLINGER et al., 2013).

Embora largamente pesquisado na area de alimentos e
farmacéutica, o uso de enzimas antimicrobianas na area téxtil € um tema
pouco explorado (EDWARDS et al., 2011; IBRAHIM et al., 2007;
SEABRA; GIL, 2007; VARTIAINEN; RATTO; PAULUSSEN, 2005).
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Apesar de ser uma alternativa promissora, ainda ha muito para ser
investigado, ndo havendo ainda aplicacdo comercial.

Considerando estes aspectos, no presente trabalho se buscou
investigar a atividade antimicrobiana de duas enzimas utilizadas no
processamento téxtil, Termamyl® 2X e Bioprep® 3000L, selecionar uma
das enzimas de estudo, com melhor atividade antimicrobiana, e avaliar a
sua imobilizacdo em tecido de algodéo, a fim de, posteriormente, testar a
eficacia da mesma como téxtil antimicrobiano.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos sobre a imobilizacédo
da enzima em estudo, uma pectinase alcalina, em suportes de celulose via
ligagdo covalente, tampouco via tratamento por periodato, de forma que
este trabalho pode contribuir para futuros estudos e aplicacdes da
imobilizacdo desta enzima.

Os resultados deste trabalho fornecerdo subsidios para o
desenvolvimento de tecnologia para a producdo de téxtil antimicrobiano,
como um recurso alternativo natural, biodegradavel e ndo téxico. Além
do mais, este tipo de tratamento pode aumentar o valor de mercado dos
produtos téxteis e atender aos requisitos técnicos especificos de
determinados nichos de mercado, abrindo novas oportunidades para o
setor téxtil.

1.1 OBIJETIVOS
1.1.1  Obijetivo geral

Imobilizar enzima com atividade antimicrobiana em superficie
téxtil de algodéo.

1.1.2  Obijetivos especificos

« Caracterizar as enzimas Termamyl® 2X e Bioprep® 3000L;

* Investigar a atividade antimicrobiana das enzimas Termamyl® 2X
e Bioprep® 3000L;

* Imobilizar a enzima no tecido de algod&o através do método de
adsorcao;

» Funcionalizar quimicamente a superficie de tecido de algoddo via
reacdo com periodato;

» Imobilizar a enzima no tecido de algoddo funcionalizado através
do método de ligacdo covalente;
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* Determinar as melhores condi¢cbes de temperatura, pH e
concentracdo de enzima para imobilizagdo da enzima no tecido de
algoddo, por adsorcéo e por ligacdo covalente;

+ Auvaliar a atividade enzimaética e a estabilidade de armazenamento
para a enzima imobilizada por adsorcéo e por ligacéo covalente;

» Avaliar a atividade antimicrobiana e a estabilidade de
armazenamento do tecido antimicrobiano produzido por adsorcéo
e por ligacdo covalente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta uma breve revisao sobre o estado da arte
no qual o tema do trabalho se insere, procurando evidenciar a importancia
da sua investigacdo para a comunidade cientifica. Sera apresentada uma
pequena revisdo sobre téxteis técnicos, mais especificamente téxteis
antimicrobianos, focando na importancia destes produtos no mercado, seu
mecanismo de acdo, e nos principais tipos e aplicacbes de téxteis
antimicrobianos existentes. Também uma breve revisdo a respeito de
enzimas com atividade antimicrobiana e por fim, métodos para
imobilizagdo de enzimas em matrizes de celulose, direcionando o uso
para fibras de algodao, sera apresentada.

2.1 TEXTEIS TECNICOS

Os téxteis técnicos sdo um setor da indlstria téxtil com forte
previsdo de crescimento, tendo como principal caracteristica a inovagéo,
visando uma melhor qualidade de vida do consumidor.

Téxteis técnicos sdo também conceituados como materiais
construidos de matérias primas na forma de fibras, fios, filamentos, etc.,
nos mais diferentes arranjos (flocos, fios, tecidos, ndo-tecidos) com
aplicacBes que necessitem performance bem determinada, visando
praticidade, seguranca, economia e durabilidade definida, exceto os
téxteis que sdo utilizados em moda, cama, mesa e banho (ABINT, 2018).

Outra definicdo de téxteis técnicos sdo materiais téxteis e produtos
fabricados principalmente por suas propriedades técnicas e de
desempenho, ao invés de caracteristicas estéticas ou decorativas
(HORROCKS; ANAND, 2000).

Estas defini¢cbes deixam margens para diferentes interpretacdes.
Nos ultimos anos, um ndmero crescente de produtos téxteis tem
combinado propriedades estéticas, com propriedades funcionais, de
conforto e desempenho. Em suma, sdo materiais fibrosos que apresentam
caracteristicas ou acabamentos especificos, como por exemplo resisténcia
mecanica, térmica, elétrica e durabilidade, permitindo sua adaptacéo e
aplicacdo a fungdes técnicas especificas, englobando diferentes setores da
industria.

De acordo com Horrocks e Anand (2000), sdo 12 as principais
areas de aplicacao dos téxteis técnicos:

e agrotech: agricultura, aquicultura, horticultura e florestal;
e buildtech: construcéo e edificacéo civil,
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¢ clothtech: componentes técnicos de sapatos e roupas;

e geotech: geotéxteis e engenharia civil;

e hometech: componentes técnicos de méveis, recobrimentos de
piso;

indutech: filtrago, transporte, limpeza e outros usos industriais;
medtech: higiene e médica;

mobiltech: automdveis, transporte, ferrovias e aeroespacial;
oekotech: protecdo ambiental;

packtech: embalagem;

protech: protegéo pessoal e de propriedades;

sporttech: esporte e lazer.

Outras definicBes de téxteis técnicos sdo baseadas de acordo com
0 uso ou aplicacdo final do produto, e ndo de acordo com a composicao
ou estrutura do material. Eles cumprem requisitos técnicos visando
conferir elevado desempenho, como téxteis incorporados a questdes de
seguranca, construcao civil e meio ambiente. A geracdo mais recente sao
os denominados materiais inteligentes, nos quais novas tecnologias como
a funcdo bioativa na eliminacdo de bactérias e a capacidade de
automodificagcdo dos materiais sdo incorporadas (IPT, 2018).

2.2 TEXTEIS ANTIMICROBIANOS

Os téxteis com atividade antimicrobiana sdo um tipo de téxteis
técnicos e tém como principal funcdo a inativacdo ou inibicdo de
microrganismos, principalmente bactérias e fungos que, na presencga de
umidade, possam vir a provocar descoloracdo do material, odores
desagradaveis ou até mesmo infeccdes.

Desta forma, dependendo de sua funcéo, os téxteis antimicrobianos
podem ser classificados em duas categorias: materiais biocidas ou
biostaticos. A funcdo biostatica refere-se a inibicdo do crescimento dos
microrganismos em téxteis, prevenindo a biodegradacdo do material e,
por definicdo, envolve somente a prote¢cdo do material téxtil. J& os
materiais biocidas sdo capazes de inativar 0s microrganismos,
esterilizando o material e possivelmente protegendo o usuario de ataques
bioldgicos (SUN; WORLEY, 2005).

Segundo Sun e Worley (2005), o termo “antimicrobiano” ¢
relativamente amplo e inespecifico, tendo varias reivindicacfes de
fungdes e causando certa confusdo em relacdo a sua defini¢do. Entdo, de
forma geral, para finalidade de protecdo, a funcdo biocida tem
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proporcionado inativacdo rapida e eficiente de um amplo espectro de
microrganismos e a funcdo biostatica se mostra insuficiente para
aplicacdes na area médica ou para vestuarios para uso em protecdo
profissional.

2.2.1 Degradacao das fibras téxteis por microrganismos

Os tecidos, que compreendem o maior grupo de produtos téxteis,
diferem uns dos outros em sua composicao. Fatores como espessura do
fio e do tecido e densidade linear, afetam a taxa de deterioragcdo uma vez
gue determinam a area de ataque dos microrganismos. Sabe-se também
gue as fibras naturais e as fibras a base de matérias-primas naturais sao
mais facil e rapidamente afetadas que as fibras sintéticas, dependendo da
acessibilidade de nutrientes essenciais aos microrganismos no material
(GUPTA; BHAUMIK, 2007; SZOSTAK-KOTOWA, 2004). A pele
humana também proporciona condi¢fes de umidade, temperatura, pH,
etc., ideais para a fixacdo e desenvolvimento de bactérias e fungos (GAO;
CRANSTON, 2008).

A adesdo microbiana a fibra é o passo inicial para ocorrer
degradacdo. De acordo com Sedlarik (2013), a adesdo € caracterizada por
trés fatores, relacionados entre si:

e Bactérias (a cepa, o crescimento microbiano, condigdes
nutricionais, energia e carga superficial);

e  Superficie do material (composi¢do quimica, energia e carga
superficial e tipologia);

e  Ambiente circundante (pH, temperatura, presenca de oxigénio e
outros compostos organicos e inorganicos, parametros hidrodindmicos).

Os tecidos de origem vegetal tornam-se mais suscetiveis ao ataque
de microrganismos do que os tecidos sintéticos devido & sua estrutura
porosa hidrofilica reter agua, oxigénio e nutrientes, proporcionando um
ambiente ideal para a proliferacdo de microrganismos. Os nutrientes
podem ser oriundos de produtos utilizados no acabamento téxtil, como
derivados de amido, proteina, gorduras e dleos (BORYO, 2013;
GUTAROWSKA; MICHALSKI, 2012; LIU; REN; LIANG, 2015). As
fibras artificiais celuldsicas tém um baixo grau de cristalinidade e uma
elevada capacidade de retengdo de &gua, por isso, assim como o algodéo,
sdo mais favoraveis a degradacdo por bactérias e fungos
(GUTAROWSKA; MICHALSKI, 2012).

Existem dois mecanismos possiveis para a degradacdo dos
téxteis, um por via quimica onde ocorre a producdo de aménio, nitrato,
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sulfureto de hidrogénio e &cidos organicos, e outro por via enzimatica que
envolve a atividade das lipases, esterases, proteases e ureases (LUCAS et
al., 2008).

O material é atacado quimicamente por acdo de enzimas
extracelulares produzidas pelos microrganismos com o objetivo de obter
nutriente. Fibras de origem vegetal, como algodao, linho, juta e cinhamo
sd0 muito suscetiveis ao ataque de fungos que produzem a enzima
celulase e digerem celulose (HAMLYN, 1998).

De acordo com Boryo (2013), a celulase acelera a hidrélise da
ligagdo glicosidica da celulose, disponibilizando moléculas de glicose.
Assim, os polimeros insollveis sdo convertidos em aglcar sollvel, que
podem entdo ser metabolizados no interior das células bacterianas ou
fangicas. Estes microrganismos, presentes na atmosfera, aceleram seu
crescimento em condicfes favordveis de nutrientes, temperatura e
umidade, conduzindo a perda de propriedades funcionais dos téxteis, tais
como elasticidade ou resisténcia a tracéo.

2.2.2 Importancia dos téxteis antimicrobianos

Existe uma grande variedade de microrganismos no ambiente.
Estima-se que o corpo humano adulto é o hospedeiro de pelo menos 100
trilndes de células microbianas (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2000).
Estes microrganismos, a maioria bactérias, fungos e protozoarios, sdo
denominados flora normal do corpo humano. A microbiota normal
distribui-se pelas partes do corpo que estdo em contato com 0 meio
externo, isto é, pele e mucosas. No entanto, cada uma das regides
habitadas possui uma microbiota com caracteristicas proprias
(TRABULSI; SAMPAIO, 2008).

Alguns organismos da flora natural podem ser pat6genos
oportunistas, causando infeccdes se ocorrer danos teciduais em sitios
corpdreos especificos ou se a resisténcia do corpo a infeccdo é diminuida
(PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2000).

De acordo com Trabulsi e Sampaio (2008), a microbiota cutanea
se distribui por toda a extensdo da pele, sendo mais concentrada nas areas
Umidas e quentes, como axilas e virilhas. Predominam-se as bactérias dos
géneros Staphylococcus, Conynebacterium e Propionibacterium e, em
menor quantidade sdo encontrados Streptococcus e outras bactérias,
sendo Staphylococcus epidermidis encontrada em 90% das pessoas, €
Staphylococcus aureus em 10 a 40%. Esta Gltima é encontrada com
frequéncia elevada na vulva (60% das mulheres), nas fossas nasais de
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individuos que trabalham em hospitais (50 a 70%) e em pacientes
portadores de dermatoses (80%).

Ainda segundo Trabulsi e Sampaio (2008), calcula-se que a
saliva contém 108 bactérias.mL! e as placas dentais 10, correspondentes
aos géneros Staphylococcus, Actinomyces, Treponema, Mycoplasma e
outros, tendo esta microbiota grande importancia na area da odontologia
e medicina. Ja nas fossas nasais predominam, na flora normal, os géneros
Staphylococcus e Corynebacterium, podendo, no caso na reducdo da
microbiota normal da regido, colonizarem espécies patogénicas como
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa e
Staphylococcus aureus.

O trato genital feminino tem uma flora normal muito complexa,
variando com o ciclo menstrual. A microbiota principal residente na
vagina adulta, durante o periodo de atividade do ovério, sdo os
lactobacilos acido-tolerantes, responsaveis pela producéo de 4cido latico
e por manter o pH em cerca de 4,4 a 4,6. Entre 0s microrganismos capazes
de se multiplicar nesse pH &cido, encontra-se 0s enterococos, as
corinebactérias anaerobicas, a Candida albicans e um grande nimero de
bactérias anaerdbicas (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2000).

O desequilibrio da microbiota normal do organismo pode
favorecer a proliferagdo de microrganismos capazes de produzir doengas
ao ser humano. Nos Gltimos anos, os microrganismos tém se tornado
especialmente importantes, devido ao aumento de incidéncias de
infeccBes microbianas e ao uso prolongado de antibioticos e substancias
guimicas imunossupressoras para o tratamento.

As fibras naturais encontram aplicacdo tanto como materiais para
acabamento e isolamento na indUstria automotiva e da construcéo civil
como sdo particularmente adequadas para a produgdo de téxteis para
esportes, produtos médicos nao implantaveis, produtos para cuidado com
higiene e sal(de, roupas intimas, forros de sapato e indUstria de
embalagens (AHMED et al., 2014; CZAJKA, 2005; OHL et al., 2012;
RODRIGUEZ et al., 2014; WALENTOWSKA; FOKSOWICZ-
FLACZYK, 2013).

Somado a estes fatores, e tendo em vista que as fibras téxteis,
principalmente as fibras naturais, sdo um excelente meio para a
proliferacdo de microrganismos, houve um aumento ao longo das Ultimas
décadas da demanda por produtos téxteis que oferecem protecdo a
infeccOes por microrganismos patogénicos, tornando a pesquisa de téxteis
funcionais antimicrobianos extremamente importante e atrativa uma vez
gue este tipo de tratamento, além de atender a requisitos técnicos e
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ampliar a capacidade de manutencdo de varios produtos téxteis, pode
aumentar seu valor de mercado (ISLAM; SHAHID; MOHAMMAD,
2013).

2.2.3  Compostos antimicrobianos nos materiais téxteis

Atualmente, muitas tecnologias antimicrobianas estdo disponiveis
na inddstria téxtil, sendo usadas nas mais diferentes aplica¢fes para
prevenir o crescimento de microrganismos. Devido a atividade bioldgica
dos compostos antimicrobianos, a avaliagdo da seguranga destas
substancias é um assunto de constante pesquisa.

Os compostos antimicrobianos aplicados em materiais téxteis
devem apresentar uma baixa toxicidade para os consumidores, serem
eficientes contra um amplo espectro de microrganismos e eliminar
seletivamente os microrganismos indesejados. Devem ainda cumprir a
legislacdo, sendo necessario realizar testes de citotoxicidade antes de
serem comercializados. Também devem ter um efeito durdvel aos
processos de lavagem, secagem e engomagem, sendo este o maior desafio
da industria (GAO; CRANSTON, 2008; LIU; REN; LIANG, 2015; SUN,
2016; YE et al., 2006).

Muitos compostos diferentes sdo utilizados para conferir
funcionalidade antimicrobiana, desde compostos organicos sintéticos
como triclosan, compostos de amdnia quaternaria, metais e sais metalicos
como cobre, prata e zinco, dioxido de titdnio e corantes sintéticos
(BALAKUMARAN et al., 2016; GAO; CRANSTON, 2008; IRENE et
al., 2016; MA et al., 2014; PULIT-PROCIAK et al., 2016; RADETIC,
2013), a antimicrobianos derivados de substancias naturais, como
quitosana, 6leos essenciais e enzimas (ALONSO et al., 2010; FERRERO;
PERIOLATTO; FERRARIO, 2015; HROMIS et al., 2015; IBRAHIM et
al., 2007; JEON et al., 2014; NITHYA et al., 2012; SARIKURKCU et
al., 2015).

A Tabela 1 apresenta alguns dos principais compostos
antimicrobianos utilizados na indUstria téxtil.

De acordo com Islam, Shahid e Mohammad (2013), existe cada
vez mais uma forte tendéncia em pesquisa e desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos ndo-toxicos e ecologicamente corretos, baseados
em produtos naturais, devido a possiveis efeitos prejudiciais de varios
agentes antimicrobianos sintéticos.
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2.2.4  Mecanismos de ac¢do

O mecanismo de acdo dos antimicrobianos depende da sua
natureza e da concentragdo da substancia ativa, enquanto a sobrevivéncia
dos microrganismos depende do tipo de microrganismo e da integridade
da célula (GAO; CRANSTON, 2008). Os compostos antimicrobianos
podem atuar sobre os microrganismos de varias maneiras. Os principais
pontos de acdo incluem: inibi¢do da sintese do peptideoglicano da parede
celular bacteriana, lesdo na membrana citoplasmética e interferéncia na
sintese de acido nucleico e proteinas (HOLME, 2007; PELCZAR;
CHAN; KRIEG, 2000).

As bactérias sdo envolvidas por uma parede celular que é
praticamente composta por um complexo de carboidrato e proteina
chamado de peptideoglicano (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). O
peptideoglicano é formado por dois tipos de aglcares, o &cido N-
acetilmuramico e o N-acetilglucosamina, e alguns aminoacidos, sendo
responsavel pela rigidez da parede celular. Ele esta presente tanto na
parede celular de microrganismos Gram-positivos quanto Gram-
negativos, no entanto, sua estrutura molecular varia de microrganismo
para microrganismo, determinando a resisténcia da célula bacteriana ao
antimicrobiano (FUGLSANG et al., 1995; PELCZAR; CHAN; KRIEG,
2000).

As bactérias Gram-negativas possuem uma parede composta de
varias camadas que diferem na sua composicdo quimica e,
consequentemente, € mais complexa que a parede das Gram-positivas
gue, apesar de mais espessa, apresente predominantemente um Unico tipo
de macromolécula. Nas bactérias Gram-positivas, o peptideoglicano
representa 90% da parede celular, enquanto que nas bactérias Gram-
negativas, apenas cerca de 10%, como ilustrado na Figura 1. O
conhecimento das diferencas entre as paredes das bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas é da mais alta relevancia para o estudo dos
mecanismos de acdo quimioterapicos, de patogenicidade entre outros
assuntos que estdo diretamente relacionados a composicdo quimica e
estrutural da parede bacteriana (TRABULSI; SAMPAIO, 2008).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Monossacar%C3%ADdeo
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_N-acetilmur%C3%A2mico&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_N-acetilmur%C3%A2mico&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/N-Acetilglicosamina
https://pt.wikipedia.org/wiki/N-Acetilglicosamina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
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Figura 1 — Comparacéo da estrutura das paredes celulares de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Fonte: adaptado de CARRILLO (2013)
2.2.5 Enzimas antimicrobianas e aplicacfes

A terminologia enzima teria sido cunhada por Wilhelm Friedrich
Kihne em 1887 para descrever uma substncia catalitica derivada de
leveduras. Posteriormente, em 1926, James Batcheller Sumner purificou
e cristalizou a urease, mostrando tratar-se de uma proteina pura e com
atividade catalitica, deduzindo que todas as enzimas sdo proteinas. Logo,
a definicdo mais simples seria a de que enzimas sdo proteinas que
apresentam atividade catalitica (COPELAND, 2000; REHM; REED,
1995).

O crescente aumento da resisténcia dos microrganismos aos
antibidticos ja conhecidos tem tornado cada vez maior a busca por novos
compostos com atividade antimicrobiana, com isto, compostos de origem
natural, biodegradaveis e ndo toxicos estdo sendo cada vez mais
pesquisados.

Segundo Thallinger et al. (2013), com 0 aumento da resisténcia de
microrganismos aos antibidticos as enzimas antimicrobianas estdo sob
intensa investigacdo. Varios produtos a base de enzimas ja foram
comercializados, com aplicacbes na &rea da salde, na industria de
alimentos e biomédica.

As enzimas antimicrobianas sdo comuns na natureza, onde
desempenham um papel fundamental na defesa de organismos vivos
contra ataques bacterianos. Pode-se citar como exemplo, compostos
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bactericidas que ocorrem na pele. As glandulas sudoriparas secretam a
lisozima, uma enzima encontrada em muitos fluidos e secrecBes
corporais, como na lagrima, a qual hidrolisa o peptideoglicano tanto de
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, e as glandulas sebéaceas
secretam lipideos complexos que podem ser facilmente degradados por
bactérias como Propionibacterium acnes para produzir acidos graxos de
cadeias longas, tais como o0 &cido oleico, que sdo altamente inibitérios
para outras bactérias (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2000).

Estas enzimas apresentam habilidades para atacar diretamente
microrganismos, interferir na formacdo ou destruir biofilmes, e catalisar
reacdes que resultam na producdo de compostos antimicrobianos
(THALLINGER et al, 2013). Duas classes de enzimas s&o
conhecidamente relevantes, as hidrolases e as oxirredutases. De acordo
com Fuglsang et al. (1995), as enzimas hidroliticas atuam degradando
componentes estruturais da parede microbiana, inativando a célula. As
oxirredutases reagem com moléculas que destroem proteinas vitais na
célula, exercendo efeito diretamente sobre o metabolismo do
microrganismo.

Em alguns casos, as enzimas antibacterianas sdo uma tecnologia
estabelecida. Por exemplo, formulagdes liquidas de enzimas
antimicrobianas e anti-biofilmes sdo frequentemente exploradas para a
limpeza de superficies. As enzimas podem ser incorporadas ou enxertadas
dentro e fora de materiais poliméricos para prevenir a colonizacdo
microbiana. As formulagGes podem conter uma ou mais enzimas, ou
enzimas combinadas com outros agentes antimicrobianos ou anti-
biofilme (AMARA et al, 2016; AUGUSTIN; ALI-VEHMAS;
ATROSHI, 2004; GROVER et al., 2013; SAMPAIO et al., 2016).

A Tabela 2 apresenta as principais enzimas antimicrobianas até
entdo conhecidas e suas aplicaces.
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As proteases sdo enzimas que hidrolisam proteinas. Segundo
Longhi et al. (2008), estdo classificadas em dois grandes grupos, as
exopeptidases e endopeptidases, e podem também ser classificadas de
acordo com o seu pH dtimo como 4cidas, neutras ou alcalinas. As
proteases alcalinas constituem 60-65% do mercado industrial global. Sdo
amplamente utilizadas na industria de detergentes, farmacéutica, couro,
alimentos e agricultura. Também sdo importantes componentes de
produtos biofarmacéuticos na limpeza de lentes de contato (PANT et al.,
2015).

As enzimas subtilisinas sdo amplamente utilizadas na inddstria de
detergente, couro e alimenticia. Estas proteases podem ser aplicadas em
condi¢des ndo-fisioldgicas, como temperaturas elevadas, aditivo de
detergentes e outros produtos quimicos (BJERGA et al., 2016). Séo
produzidas por Bacillus sp. (THALLINGER et al., 2013). As subtilisinas
hidrolisam adesinas (proteinas bacterianas essenciais para a fixacdo em
suportes sélidos e outras bactérias), impedindo assim a co-agregacdo de
microrganismos em condi¢cdo que permita que as bactérias se comunicar
com outras e participar na formacéo de multiplas espécies de biofilme
(LEROY et al., 2008). Removem com sucesso biofilmes de
Pseudomonas, Pseudoalteromonas e Bacillus sp (CATARA et al., 2003;
LEDDER et al., 2009; MARCATO-ROMAIN et al., 2012) e Listeria
monocytogenes (CATARA et al., 2003; LEROY et al., 2008), também
previnem a  co-agregacao de  Actinomyces naeslundii,
Streptococcusoralis, Porphyromonas gingivalis (LEDDER et al., 2009).

Augustin, Ali-Vehmas e Atroshi (2004) avaliaram diferentes
preparacdes comerciais de proteases contra Pseudomonas aeruginosa,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis e biofilmes de
Streptococcus thermophilus e verificaram que as enzimas comerciais
Pandion, Resinase A2X, Spezyme GA300 e Paradigm se mostraram
eficientes nas suas remocdes.

De acordo com Kumar (2008), a lisostafina apresenta agdo litica
especifica contra Staphylococcus aureus e, devido a sua Unica
especificidade, pode ter grande potencial no tratamento de infecgdes por
estafilococos resistentes a antibidticos. A lisostafina tem sido aplicada no
controle de biofilmes em superficies de biomateriais, incluindo
bandagens de celulose (BELYANSKY et al., 2011; MIAO et al., 2011),
malhas para reparagdo de hérnia (SATISHKUMAR et al., 2011),
revestimento de cateteres (SHAH; MOND; WALSH, 2004), conjugada
com nanotubos de carbono (PANGULE et al., 2010), tratamento de
mastite (HOERNIG et al., 2016), etc.
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A lisozima foi descoberta por Alexander Fleming, em 1922, e
desde entdo muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para descrever as
diferentes atividades biolégicas desta proteina como sua atividade
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria, analgésica, antitumoral e
antioxidante, sendo que a sua atividade antibacteriana frente a bactérias
Gram-positivas € a atividade mais largamente investigada (CARRILLO,
2013).

A lisozima, enzima pertencente a classe das hidrolases, é um
agente antimicrobiano natural que estd presente em quase todos 0s
tecidos, secre¢Ges humanas e animais e em ovos de aves. Estas enzimas
catalisam a quebra de ligagdes B (1-4) glicosidicas entre o &cido N-
acetilurdmico e a N-acetilglicosamina (muramidase — EC 3.2.1.17),
componentes do peptideoglicano presente na parede celular bacteriana
(JOLLES, 1964), e também atuam sobre a quitina, componente da parede
celular fingica, hidrolisando as ligagdes B (1-4) glicosidicas entre os
mondmeros de N-acetilglicosamina (quitinase — EC 3.2.1.14) (JOLLES;
JOLLES, 1984). Suas aplicacdes farmacéuticas vao desde o tratamento
de dores de garganta a descontaminacdo e prevencdo da colonizacdo
microbiana em biomateriais. Na industria de alimentos, a lisozima é
utilizada para aumentar a vida de prateleira de muitos alimentos frescos,
como por exemplo frutas, legumes, carne e queijo e também em
embalagens de alimentos (OZER et al., 2016; THALLINGER et al.,
2013).

Leroy et al. (2008) investigaram a adesdo de bactérias formadoras
de biofilmes marinhos perante a presenca de algumas hidrolases
comerciais, como proteases, glicosidases e lipases. A atividade de
inibicdo na adesdo de microrganismos foi medida em termos de
prevencdo da adesdo bacteriana e do desprendimento de bactérias ja
aderidas. Verificaram que a Savinase (subtilisina) foi a hidrolase mais
eficaz tanto na prevencdo da adesdo bacteriana e quanto na remogéo de
bactérias aderidas. No entanto, algumas prepara¢Ges enzimaticas testadas,
como Amano protease além de ineficazes, também aumentaram o nimero
de células bacterianas aderidas. No geral, os resultados demonstraram que
hidrolases podem tanto prevenir a aderéncia e a remocdo de células
bacterianas aderidas eficazmente, ou inversamente aumentar a adesdo
bacteriana, dependendo da concentracdo enzimatica e do tipo de enzimas
testadas.

Em sua pesquisa, Ibrahim et al. (2007) avaliaram a influéncia do
tipo de tratamento da superficie de tecido de algoddo na imobilizagdo de
enzimas e na sua atividade antimicrobiana. As enzimas em estudo foram
a-amilase (Aquazym 240L), pectinase alcalina (Bioprep 3000L) e lacase
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(Dnilite 1S laccase). O tecido foi funcionalizado por dois diferentes
métodos, visando a ativacdo do algoddo com adi¢do de grupos carboxila
e tratamento com adicdo de grupos basicos e de cobre quelato, e a
atividade antimicrobiana foi avaliada perante Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans e Aspergillus niger. Ao término,
observaram que todos o0s tratamentos apresentaram atividade
antimicrobiana apés 30 ciclos de lavagem, sendo os melhores resultados
obtidos para a pectinase alcalina imobilizada através do tratamento com
cobre.

2.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Enzimas sdo macromoléculas bioldgicas, biocompativeis e
biodegradaveis, produzidas a partir de recursos renovaveis e tém sido
amplamente utilizadas em pesquisas e aplica¢es industriais devido a
baixa energia consumida, sua seletividade para substratos, condicGes de
reacdo suaves, e solubilidade em agua (MIN; YOO, 2014).

Apesar de todas estas vantagens, algumas desvantagens limitam
Seu uso, tais como a instabilidade a condigdes fisiolégicas externas, e
dificil recuperacao e reuso (LEE et al., 2005).

Neste contexto, a reutilizagdo destes biocatalisadores torna-se um
requisito fundamental no processo catalitico. Reutilizar enzimas necessita
de separacdo e purificacdo, sendo estes processos dispendiosos, além de
gue podem provocar a sua contaminagao e perda de atividade (CHEN;
HSIEH, 2005). Tecnologias de imobilizacéo tém sido desenvolvidas para
melhorar a estabilidade das enzimas e reduzir o custo da separagdo e
purificacdo das mesmas. Sua imobilizacdo em suportes insollveis permite
ndo s6 a reutilizagdo destas, mas também a modulagdo das suas
propriedades cataliticas (ADRIANO et al., 2008).

Uma matriz para imobilizacdo de enzimas ideal deve ser inerte,
estavel, acessivel, resistente a forca mecénica, e biocompativel, sem
comprometer a estrutura da proteina (MOCCELINI et al., 2011). Em
geral, existem trés tipos de matrizes para suporte: inorganicos, polimeros
sintéticos e polimeros naturais (JESIONOWSKI; ZDARTA;
KRAJEWSKA, 2014).

A celulose, um biomaterial renovavel, tem sido extensivamente
estudada através de abordagens tedricas e praticas, devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, estabilizacdo quimica e baixo
risco de contaminacédo ao ambiente (KLEMM et al., 2005). A celulose é
um dos biopolimeros mais abundantes, existente na madeira, algodao,
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canhamo, e outros materiais a base de plantas, auxiliando na estrutura da
planta (SIRO; PLACKETT, 2010), também pode ser sintetizada por algas
e algumas bactérias IWAMOTO; ABE; YANO, 2008).

Por ser robusta, apresentar propriedades hidrofilica e hidrofébica,
ndo toxica, e quimicamente inerte sob condig¢bes fisioldgicas, este
material torna-se Util para a manutencdo da atividade enzimatica. Além
disso, os grupos hidroxila na superficie da celulose sdo favoraveis para
reacOes quimicas, tornando, portanto, os materiais de celulose adequados
para imobilizacdo de enzimas. A celulose também pode ser transformada
em seus derivados por via quimica, enzimatica ou métodos
microbioldgicos (CZAJA et al., 2007).

Alguns derivados de celulose, como carboximetilcelulose (CMC),
acetato de celulose (CA), e nitrato de celulose, sdo matérias-primas de
larga escala comercial, em inddstrias quimicas e bioldgicas, porque sdo
baratas, atoxicas, renovaveis, biodegradaveis e biocompativeis. Mais
importante ainda, os derivados de celulose tém grupos funcionais capazes
de se ligar a enzimas, tornando-se substratos ideais para a sua
imobilizacdo (LIU; CHEN, 2016).

2.3.1 Imobilizacdo de enzimas em matriz de celulose

Segundo Sheldon (2007), uma diversidade de técnicas tém sido
usadas para a imobilizacdo de enzimas em matrizes de celulose e seus
derivados. Estas técnicas de imobilizagdo podem ser divididas em
métodos covalentes e fisicos, de acordo com as forcas moleculares entre
as enzimas e as matrizes.

A ligacdo da enzima ao suporte pode ser fisica (como interacdes
hidrofobicas e van der Waals), ibnicas ou de natureza covalente. A
ligacdo fisica é geralmente muito fraca para manter a enzima fixada ao
suporte quando submetida as condi¢des industriais de alta concentracdo
de reagentes e produtos e alta forca ibnica. A imobilizacdo da enzima ao
suporte por ligacdo idnica é geralmente maior e por ligacdo covalente
ainda mais, apresentando a vantagem de que a enzima ndo pode ser
lixiviada da superficie. No entanto, também apresenta a desvantagem de
a enzima poder ser desativada irreversivelmente e, neste caso, tanto a
enzima quanto o suporte (muitas vezes caro) tornarem-se inutilizaveis
(SHELDON, 2007).
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2.3.1.1 Método de imobilizacdo por adsor¢éo

A imobilizagdo por adsorcéo ¢ um método simples, de baixo custo,
ndo necessita de ativacdo do suporte, podendo este ser reutilizado em
varios reciclos. A enzima é espontaneamente imobilizada em uma
orientacgdo que lhe é preferencial e energeticamente favoravel (ORELMA
etal., 2012; ZHOU et al., 2012).

Como desvantagens, tem-se a aleatoriedade da interago enzima-
suporte e a possibilidade de dessorcdo da enzima devido a variacdes de
temperatura, pH e forca idnica (BRADY; JORDAAN, 2009; GARCIA-
GALAN et al., 2011; GUIDINI et al., 2010).

Alguns estudos reportam a imobilizacdo de enzimas em matrizes
de celulose por adsorcdo. Orelma et al. (2012) imobilizaram avidinas em
filmes de celulose regenerada e nanofibrilar através de adsorcao fisica,
obtendo 6timos resultados e uma adsorcao irreversivel. Wu et al. (2014)
imobilizaram pectinase através de adsorcdo em esferas de celulose
regenerada, para remoc¢do de substancias pécticas de agua residuaria.
Neste estudo, foi observado que a enzima imobilizada apresentou maior
estabilidade térmica e ao pH quando comparada sua forma livre.
Kotel'nikova, Mikhailova e Vlasova (2007) avaliaram a imobilizagéo das
enzimas proteoliticas tripsina e a-quimotripsina. As enzimas foram
adsorvidas reversivelmente em matrizes de celulose microcristalinas. Foi
observado, através de difracdo de raios X e microscopia eletrnica de
varredura, que a adsorcdo das enzimas promoveu mudangas na estrutura
supramolecular e morfoldgica da celulose.

2.3.1.2 Meétodo de imobilizagdo por ligagdo covalente

No método de imobilizacdo covalente, as enzimas estdo
imobilizadas sob as matrizes através de interages quimicas entre ambas.
A ligagéo covalente entre enzima e suporte € um método de imobilizagéo
eficiente e tem se mostrado como a interacdo mais estavel para a
imobilizacdo de moléculas de enzimas (LIU; CHEN, 2016). A grande
desvantagem da ligagdo covalente € a redugdo da atividade enzimatica
ap6s a fixagdo. Isto, no entanto, é compensado pela melhora da
estabilidade térmica e ambiental durante a catalise (TRAN; BALKUS,
2011).

As matrizes de suporte para as enzimas requerem a disponibilidade
de grupos funcionais especificos. Os grupos hidroxila na superficie da
celulose podem apresentar uma interacdo fraca com uma enzima,
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diretamente. Portanto, para obter uma imobilizacdo covalente forte,
etapas adicionais de funcionalizagdo sdo necessérias e, grupos funcionais
gue possam reagir com os aminoacidos residuais das enzimas séo
introduzidos na superficie da celulose, mediante uma modificacdo
guimica da matriz (LIU; CHEN, 2016; RISTIC et al., 2011; TRAN;
BALKUS, 2011).

Ha duas estratégias para a funcionalizacdo de celulose. A primeira
estratégia € a introducéo de grupos amina na superficie da celulose para
reagir com o grupo carboxila da enzima. A segunda estratégia é a
introducdo de um grupo aldeido (grupo carbonila), ou um grupo epoxi
para reagir com o grupo amina da enzima (EDWARDS et al., 2012; LIU
etal., 2012; WU; LIA; HO, 2013).

23.1.2.1 Introducé&o de grupos amina

A funcionalizacdo da celulose através da adi¢do de grupos amina
permite imobilizar enzimas através da sua ligacdo covalente com 0s
grupos carboxila das mesmas. N&o ha grupos contendo nitrogénio sobre
a celulose, mas os grupos amina podem ser introduzidos através de
reacdes quimicas entre os grupos hidroxila da celulose e 0s grupos
funcionais de compostos amino. A esterificacdo é um dos métodos mais
faceis e comuns para introduzir os grupos amina na superficie da celulose
(CHEN; SUN; EDWARDS, 2014; EDWARDS et al., 2011, 2012).

Tomando como exemplo a glicina, como mostrado na Figura 2, um
grupo carboxila da glicina reage com um grupo hidroxila da celulose para
introduzir um grupo amina na celulose. Entdo, o grupo amina é capaz de
ligar com um grupo carboxila da enzima (L1U; CHEN, 2016).
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Figura 2 — Funcionalizacdo da celulose através da esterificacdo com

glicina.
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Fonte: adaptado de LI1U; CHEN (2016)

Pesquisadores tem estudado a utilizagao da glicina para imobilizar
lisozima em diferentes tipos de tecidos de algodao estéreis (sarja, tecido
naotecido, e panos de malha impressos) e fibras e filmes de celulose
regenerados (CHEN; SUN; EDWARDS, 2014; EDWARDS et al., 2011,
2012).

Edwards et al. (2012) realizaram a reagdo de esterificacdo da
glicina para preparar nanocristais de algoddo e imobilizar a lisozima
através de uma ligacdo amida entre alguns residuos de apartato e
glutamato da proteina e o amino-glicina-celulose formado. Os autores
avaliaram entdo duas estruturas cristalinas de celulose diferentes e a sua
atividade antimicrobiana. As preparagdes nanocristalinas foram obtidas
através da hidrélise acida e ruptura mecanica das fibras de algodéo a partir
de um tecido de algoddo previamente purgado e alvejado.

Em outro estudo, Ibrahim et al. (2007) funcionalizaram tecido de
algodao através da adicdo de grupos basicos de nitrogénio ao tecido para
imobilizar trés enzimas comercias, alfa-amilase, pectinase alcalina e
lacase, nomeadas Aquazyme® 240L, Bioprep® 3000 e Dnilite® IIS,
respectivamente. Para isto as amostras de tecido foram tratadas por
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imersdo em solugdo alcalina de polietilenoimina (5,5%), seguido por pds
imersdo em solucéo de glutaraldeido (2%) como agente de fixacao.

2.3.1.2.2 Introducdo de grupos epoxi

O grupo epdxi é capaz de reagir com 0s grupos amina das enzimas.
Portanto, a sua introducdo em matrizes de celulose é uma forma eficaz de
ligar com enzimas. Normalmente, epoxidos contendo halogénio sdo
usados para reagir com a celulose. A Figura 3 apresenta uma ilustracdo
da estratégia de imobilizacdo de enzimas sobre a celulose através deste
método.

Figura 3 — Funcionalizacdo da celulose através da adicdo de grupo
epoxi.

oH ¢ OH X _‘ OH
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Fonte: adaptado de LI1U; CHEN (2016)

Alguns estudos tém utilizado epoxi-cloro-propano para
funcionalizar celulose. Roy e Gupta (2003) avaliaram a imobilizacéo de
Lactozym™ em pérolas de celulose. Da mesma forma, Luo e Zhang
(2010) ativaram microcapsulas de celulose através da reacdo entre os
grupos nucleofilicos de epdxi-cloro-propano e grupos hidroxila da
celulose para imobilizar penicilina G-acilase (PGA), obtendo uma alta
atividade catalitica, estabilidade térmica, e uma tolerancia aumentada a
variacOes de pH.

2.3.1.2.3 Introducdo de grupos aldeido e carboxila

Como ja mencionado anteriormente, os grupos aldeido e carboxila
podem se ligar com os grupos amina das enzimas. Para obter grupos
aldeido ou carboxila, os grupos hidroxila da celulose sdo oxidados por
diferentes métodos quimicos.

A oxidacao com periodato é o método de oxidagdo mais utilizado.
Como pode ser observado na Figura 4 , consiste em uma reagdo onde 0s
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grupos 1,2-dihidroxil (glicol) sdo convertidos a grupos aldeidos
emparelhados nas posicdes C2 e C3 de uma unidade de anidroglicose, a
qual pode entdo se ligar as enzimas. Este método ndo apresenta reacoes
secundarias significativas e é amplamente utilizado na andlise estrutural
de carboidratos (KIM et al., 2000; LIU; CHEN, 2016). De acordo com
Kim et al. (2000), a aplicagcdo ou o entendimento quantitativo desta reagdo
com a celulose, entretanto, tem sido dificultada pela complexidade
resultante da formacdo de hemiacetal do aldeido e da natureza cristalina
da celulose.

Figura 4 — Funcionalizacdo da celulose através da oxidagdo com
periodato.

OH
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Fonte: adaptado de LIU; CHEN (2016)

Diversos estudos tém ativado materiais téxteis celuldsicos para a
imobilizacdo de enzimas (NIKOLIC et al., 2010, 2011; SEABRA; GIL,
2007). Girelli, Salvagni e Tarola (2012) utilizaram periodato de sddio
como agente ativo para funcionalizar diferentes suportes de celulose
(cotonetes, algodéo para remocéo de maquiagem, pé de celulose, algodéo
e lengos) e imobilizar lipase de Candida rugosa. Wang et al. (2008)
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trataram tecido de algodéo para imobilizar catalase, obtendo alta atividade
enzimatica como resultado. Nikolic et al. (2014) oxidaram fibras de
viscose para posterior imobilizacdo de tripsina, obtendo até 83,8% da
atividade enzimatica inicial ap6s 60 dias de armazenamento.

2.4 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

As enzimas antimicrobianas, comuns na natureza, estdo sob
intensa investigacdo como uma alternativa sustentavel aos compostos
antimicrobianos ja existentes e, embora intensamente pesquisadas na area
de alimentos e farmacéuticas, ndo existe ainda nenhuma aplicacdo
comercial na area téxtil (EDWARDS et al., 2011; IBRAHIM et al., 2007,
PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2000; SEABRA; GIL, 2007,
THALLINGER et al., 2013; VARTIAINEN; RATTO; PAULUSSEN,
2005).

Existem poucos trabalhos sobre 0 uso de enzimas antimicrobianas
com aplicacdo na industria téxtil (EDWARDS et al., 2011; IBRAHIM et
al., 2007). lIbrahim et al. (2007) avaliaram a influéncia do tipo de
tratamento da superficie de tecido de algoddo na imobilizacdo das
enzimas Aquazym 240L, Bioprep 3000L e Dnilite 1IS laccase, na sua
atividade antimicrobiana. O tecido foi funcionalizado por dois diferentes
métodos, visando a ativagdo do algodao com adicdo de grupos carboxila
e tratamento com adic&do de grupos basicos e de cobre quelato, sendo os
melhores resultados obtidos para a Bioprep 3000L imobilizada através do
tratamento com cobre, que ja é um agente antimicrobiano consolidado
(GAO; CRANSTON, 2008; LIU; REN; LIANG, 2015; SHAHIDI,
GHORANNEVISS; MOAZZENCHI, 2014; SUN, 2016; WINDLER;
HEIGHT; NOWACK, 2013). Edwards et al. (2011) avaliaram a atividade
antimicrobiana da lisozima contra Micrococcus lysodeikticus,
imobilizada em trés tipos diferentes de tecido de algodao.

Enzimas podem ser imobilizadas em matrizes de celulose através
de métodos de interacdo fisicos e quimicos. Os métodos fisicos, como
adsorcdo, apresentam interacdo fraca entre a enzima e o suporte. As
enzimas requerem a disponibilidade de grupos funcionais especificos
para aumentar essa interacdo. Os grupos hidroxila presentes na fibra de
algodao apresentam uma interacdo fraca com enzimas, sendo necessarias
etapas adicionais de funcionalizacdo e tratamento do tecido para obter
uma imobilizagéo por ligagdo covalente (LIU; CHEN, 2016; RISTIC" et
al., 2011; TRAN; BALKUS, 2011). A funcionalizacdo do algodao pode
ocorrer através da introdugdo de um grupo aldeido para reagir com o
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grupo amina da enzima (EDWARDS et al., 2012; LIU et al., 2012; WU,
LIA; HO, 2013) através da oxidacdo via periodato.

Né&o foram encontrados trabalhos relatando a imobilizacdo de
pectinases em derivados de celulose funcionalizados com periodato.
Deste modo, buscando novas alternativas de imobilizagdo, com baixo
impacto ambiental, menores custos e maiores eficiéncias, buscou-se
estudar a imobilizacdo da enzima pectinolitica Bioprep 3000L, sua
atividade enzimatica, e antimicrobiana do produto téxtil obtido, através
dos métodos de imobilizacao por adsorcéo, para o tecido de algoddo sem
funcionalizagdo, e ligacdo covalente, para o tecido funcionalizado com
periodato de sddio, de forma que este trabalho possa contribuir para
futuros estudos e aplicagdes da imobilizacdo desta enzima em suportes
derivados de celulose, funcionalizados com periodato. Além disto, pode
de ser uma alternativa aos compostos antimicrobianos ja conhecidos,
considerando que a resisténcia dos microrganismos a antibioticos
aumenta a busca por novos compostos antimicrobianos.

Diante do que foi exposto neste capitulo e considerando o
levantamento de trabalhos relevantes sobre a busca de compostos
atéxicos, biodegradaveis, renovaveis e de baixo impacto ambiental para
a obtencdo de téxteis antimicrobianos, as enzimas antimicrobianas,
mostram-se uma alternativa promissora para o desenvolvimento de
tecnologia para a producéo de téxteis antimicrobianos, sendo um tema
ainda pouco explorado nesta area.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s equipamentos, reagentes e
procedimentos experimentais utilizados neste trabalho. Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Transferéncia de Massa
(LABMASSA) do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia
de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina e as analises
microbioldgicas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Comunitaria da Regido de Chapecd - Unochapeco.

3.1 EQUIPAMENTOS
Os equipamentos utilizados nesse trabalho foram:

Agitador magnético (Dist);

Banho termostatizado (Dist);

Balanca analitica (Micronal AB204-S);
Espectrofotdmetro (Shimadzu UV mini-1240);
pHmetro (Quimis);

Lavadora Ultrassonica (Unique);

Estufa bacterioldgica (Quimis modelo Q316M4);
Autoclave (Phoenix).
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3.2 REAGENTES
Os principais reagentes utilizados neste trabalho foram:

Corante comassie brilliant blue G-250 (Vetec);
Albumina de soro bovino (Sigma);

Alcool etilico absoluto (Nuclear)

Acido o-fosférico 85% (Nuclear);

Carbonato de sodio (Lafan);

Pectina citrica (Vetec);

Cloreto de sédio (Vetec);

Cloreto de célcio (Vetec);

Acido 3,5 dinitrossalicilico (DNS) (Sigma);
Tartarato de sodio e potassio (Synth);
Hidroxido de sddio (Nuclear);

Glicose (Vetec);

Fosfato de sddio dibasico dihidratado (Vetec);

AN N NN N N N N N N Y NN
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Fosfato de potassio monobasico (Vetec);
Periodato de sddio (Neon);

Agar Plate Count Agar (PCA) (Merck);
Agar Sabouraud Cloranfenicol (Kasvi);
Caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi).

AN NN NN

3.3 ENZIMAS

Neste trabalho foram utilizadas duas enzimas da Novozymes
gentilmente fornecidas pela empresa Akmey Biotecnologia Téxtil: uma
pectinase alcalina declarada como pectato liase (E.C. 4.2.2.2) e uma a-
amilase (E.C. 3.2.1.1).

As enzimas sdo preparacdes enzimaticas que foram selecionadas
conforme recomendacgdo da empresa fornecedora frente ao processo que
se objetiva estudar neste trabalho. Os nomes comerciais e caracteristicas
fornecidas pela Novozymes sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais caracteristicas das enzimas utilizadas no

trabalho.
Enzima a-amilase Pectinase
Nome Comercial Termamyl® 2X Bioprep® 3000L
Origem/Fonte _ Bac_illus . _ Bac_illus _
licheniformis licheniformis
pH 6timo 6-7 6-9
Temperatura 6tima 90 - 105 50 - 60

(°C)
Fonte: NOVOZYMES.

3.4 CEPAS DE MICRORGANISMOS

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados com cepas
de bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 18112); cepas de bactérias Gram-
negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853); e cepa da levedura Candida albicans (ATCC 24433).

3.5 SUBSTRATO TEXTIL

O substrato téxtil utilizado foi tecido tipo sarja, 100% algodao,
com gramatura de 189 g.m, obtido no comércio local.


http://ludwigbiotec.com.br/site/Produto/agar-sabouraud-cloranfenicol-
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3.6 CARACTERIZAGAO DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

3.6.1 Determinagdo da concentracdo de proteina no extrato
enzimatico

A quantidade de proteinas presente nas amostras das preparacdes
enzimaticas utilizadas foram dosadas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), baseado na ligagdo do corante Comassie Brilliant
Blue G-250 a proteina. De acordo com Zaia, Zaia e Lichti (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 anidnica,
gue absorve fortemente em 595 nm.

Para a preparacdo do reagente de Bradford foram dissolvidos 50
mg de corante Comassie Brilliant Blue G-250 em 25 mL de etanol
absoluto, adicionou-se 50 mL de acido o-fosfdrico 85%, a solucéo foi
diluida para 500 mL de agua destilada e deixada por 30 min em ultrassom.
Ap0s esse tempo a solucao foi filtrada em funil de Buchner e armazenada
em frasco ambar.

A curva de calibracdo para a determina¢do da concentracdo de
proteina, apresentada no Apéndice A, foi preparada utilizando albumina
de soro bovino (BSA) como padrédo, na faixa de concentracdo de 0 a 1
mg.mL™.,

Para a andlise foram utilizados 100 pL de extrato enzimatico e
adicionados a 5 mL do reagente de Bradford sob agitacdo. Ap6s 10 min
foi medida a absorbancia em 595 nm. As medidas foram realizadas em
triplicata de experimentos.

3.6.2 Determinacdo de agUcares redutores

A quantificacdo de acgUcares redutores totais foi realizada pelo
método de Miller (MILLER, 1959) utilizando &cido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS). Neste método, o DNS sofre reducdo 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 foi preparado pesando-se 75 g de tartarato de
sodio e potassio (Sal de Rochelle) e dissolvendo-o em 70 mL de agua
destilada. Apds completa dissolugdo, adicionou-se 4 g de NaOH sob
agitacdo. Entdo, acrescentou-se de forma lenta 2,5 g de &cido 3,5-
dinitrosalicilico no voértice da solucdo em agitacdo. Apds completa
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dissolugdo, o volume final foi ajustado para 250 mL em um baldo
volumétrico, com agua destilada.

A curva padrdo com solugdo de glicose para determinacdo da
concentracdo de acglcares redutores, apresentada no Apéndice B, foi
determinada nas concentragdes de 0 a 5 pmol.mL! para a a-amilase e 0 a
3 umol.mL* para a pectinase.

Na realizagdo da curva, foram realizadas as adi¢6es sequenciais de
solucdo tampao fosfato, solucdo estoque de glicose e solucdo de DNS. Os
tubos foram agitados, aquecidos durante 5 min a 100 °C, e resfriados em
banho de gelo para a a-amilase e aquecidos durante 10 min a 100 °C, e
resfriados em banho de gelo para a pectinase. Ap6s o resfriamento das
solugdes, foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm.

3.6.3 Determinagdo da atividade enzimatica
3.6.3.1 Atividade da a-amilase livre

A atividade da a-amilase foi determinada pela quantidade de
acucares redutores liberados durante a hidrélise do amido (BERNFELD,
1955). As condi¢Bes Otimas de operagdo foram estudadas por Furlan
(2012) e adotadas para a caracterizacdo da enzima deste trabalho.

Um volume de 25 ulL da solucdo de enzima 0,2% (v/v) foi
incubado em tubo de ensaio a 45 °C na presenca de 475 uL de 1% (m/v)
de amido, 0,5 M de NaCl em tampao fosfato 0,05 M (pH 7,5) durante 15
min. Apds este tempo adicionou-se 500 pL de DNS e a solucéo foi fervida
por 5 min e resfriada em banho de gelo. A absorbéancia foi lida em 540
nm. Foram feitas amostras de branco adicionando o substrato, DNS e a
solugdo de enzima, sequencialmente, de forma que sua atividade fosse
imediatamente inativada pelo DNS e qualquer residual de agUcar redutor
do extrato enzimético fosse descontado da atividade final.

A atividade enzimatica (U.) foi determinada pela Equagdo 1,
expressa em U.mL* ou umol.mL-t.min.

€LV Dy
U, = v @

Onde, [C] é a concentracéo de agucar redutor (umol.mL™?), V1 é o
volume total da solucdo (mL), De ¢ a diluicdo da solucdo enzimatica
utilizada, t é o tempo de reacdo (min) e Ve é o volume da solucdo de
enzima (mL).
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3.6.3.2  Atividade da pectinase alcalina livre

A cadeia da pectina apresenta regides onde o &cido galacturénico
é substituido por agucares redutores sob a agdo da pectinase. A atividade
da enzima foi determinada medindo-se 0 aumento de aglcares redutores
presentes no meio. As condi¢des dtimas de operacdo foram estudadas por
Silva (2013) e Pimentel (2010) e adotadas para a caracteriza¢do da enzima
deste trabalho.

Um volume de 100 pL da solugdo de enzima 0,05% (v/v) foi
incubado em tubo de ensaio a 55 °C na presenca de 900 pL de 0,5% (m/v)
de pectina citrica, 20 mM de NaCl e 0,1 mM de CaCl, em tampéo fosfato
0,05 M (pH 8,5) durante 5 min. Apds este tempo adicionou-se 1 mL de
DNS e a solugdo foi fervida por 10 min e resfriada em banho de gelo. A
absorbéancia foi lida em 540 nm. Foram feitas amostras de branco
adicionando o substrato, DNS e a solucdo de enzima, sequencialmente,
de forma que sua atividade fosse imediatamente inativada pelo DNS e
qualquer residual de aclcar redutor do extrato enzimatico fosse
descontado da atividade final.

De forma analoga a o-amilase, a atividade pectinolitica foi
determinada pela Equacéo 1 e expressa em U.mL™* ou pmol.mLt.min.

3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS PREPARACOES
ENZIMATICAS

3.7.1 Difusdo em meio sélido com orificio

A atividade antimicrobiana das enzimas Bioprep 3000L e
Termamyl 2X foram determinadas pelo método qualitativo de difusdo em
meio solido com orificio, seguindo as recomendacbes do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2012a).

As suspensdes bacterianas foram repicadas e cultivadas em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) durante 24 h, a 37 °C, em estufa
bacterioldgica. Entdo, foram ajustadas para uma concentracdo de 102
UFC.mL* (Unidades Formadoras de Coldnia por mL) utilizando a escala
0,5 de McFarland, e diluidas em salina estéril (0,85%) para a
concentracdo de 10* UFC.mL™,

Verteu-se meio de cultura Plate Count Agar (PCA) nas placas de
petri, deixando solidificar. Os microrganismos de interesse
(Staphilococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa) foram semeados nas placas de agar PCA com
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0 auxilio de um swab, realizando-se a semeadura em trés direcGes
garantindo a total deposicdo dos mesmos sobre 0 meio de cultura. Em
cada placa, foram feitos trés orificios equidistantes, com diametro de
aproximadamente 6 mm, sendo depositado nestes as preparacfes
enzimaticas Bioprep® 3000L e Termamyl® 2X puras. Incubou-se a 37 °C
por 24 h e, ap6s decorrido este tempo, mensurou-se a zona de inibigéo de
crescimento microbiano formada, com auxilio de uma régua milimétrica.

O procedimento para a levedura Candida albicans, sucedeu-se de
forma anéloga, no entanto, para esta, a suspensao da levedura foi repicada
e cultivada em caldo BHI durante 24 h, a 27 °C, e apds, verteu-se 0 meio
de cultura Agar Sabouraud Cloranfenicol e semeou-se a concentragio de
108 UFC.mL™! utilizando a escala 0,5 de McFarland.

Todos os testes de difusdo em meio sélido foram realizados em
triplicata.

3.7.2  Técnica de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi
realizada utilizando-se a metodologia descrita na CLSI (2012b), com
modificacdes.

O teste de microdiluicdo em pocos foi realizado em placas com 96
micropocos, contendo 100 L de caldo BHI para os ensaios com bactérias
e 100 pL de caldo Sabouraud para os ensaios com a levedura. Os testes
foram realizados em triplicata, 200 pL da solugéo de Bioprep® 3000L ou
Termamyl® 2X foi adicionada aos pocos correspondentes a linha A. Apds
homogeneizacdo das amostras, aliquotas de 100 pL foram transferidas
sucessivamente para novos micropogos, obtendo-se assim solugdes com
diferentes concentragdes. Para cada concentracdo, apresentadas na Tabela
4, foram adicionados 5 pL de cada in6culo de bactéria ou levedura
investigado, na concentragdo de 10* UFC.mL"* e 108 UFC.mL* utilizando
a escala 0,5 de McFarland, respectivamente. As microdilui¢des foram
realizadas tendo como padrao inicial a concentracdo de proteinas de cada
preparado enzimatico puro.


http://ludwigbiotec.com.br/site/Produto/agar-sabouraud-cloranfenicol-
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Tabela 4 — Concentragdes de preparacdo enzimatica avaliadas

para CIM.
Concentracgéo de Concentragéo de
Amostra proteina da Termamyl® proteina da Bioprep®
2X (ug.mL™?) 3000L (ug.mL1)
A 67000,0 37000,0
B 33500,0 18500,0
C 16750,0 9250,0
D 8375,0 4625,0
E 41875 2312,5
F 2093,8 1156,3
G 1046,9 578,1
H 523,4 289,1

As microplacas contendo as bactérias foram incubadas em estufa
microbioldgica com temperatura controlada de 37 °C durante 24 h, e a
microplaca contendo a levedura a 27 °C durante 24-48 h. Para a
confirmacéo da presenca de microrganismos viaveis nas concentragdes
ndo inibitorias, utilizou-se o a solugcdo do corante de cloreto de
trifeniltetrazolio 0,5% (TTC), no volume de 20 pL, que reflete a atividade
das enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de respiracdo
celular, tornando possivel a distingdo das amostras vivas, coradas em
vermelho, daquelas mortas, que mantém a cor (MOTA et al., 2012).

O controle positivo corresponde a 100 puL de BHI ou caldo
Sabouraud e 5 pL de microrganismo, de modo a atestar que o caldo
utilizado possibilita o crescimento dos microrganismos testados. O
branco corresponde somente a 100 pL meio de cultura, de modo a atestar
a esterilidade deste.

3.7.3 Defini¢do da preparacgdo enzimatica de trabalho

Através dos resultados obtidos nos ensaios 3.7.1 e 3.7.2, definiu-
se 0 extrato enzimatico pectinolitico Bioprep® 3000L como o objeto de
estudo deste trabalho, baseado na melhor eficiéncia e propriedade
antimicrobiana apresentada.
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3.8 FUNCIONALIZAGAO DO SUBSTRATO DE ALGODAO

3.8.1 Oxidacao via periodato de sodio

A producéo de grupos aldeidos a cadeia de celulose do algodao foi
realizada via reacdo com periodato, de acordo com Seabra e Gil (2007),
com modificagdes. Durante o processo de ativagdo da celulose, amostras
de tecido foram imersas em solucdo de metaperiodato de sédio 0,1 M, em
uma razdo de banho 1:30, a temperatura ambiente e auséncia de luz.

O tempo de oxidagdo foi avaliado através da quantificacdo da
concentracdo de metaperiodato de sddio. A quantidade de periodato
consumido foi determinada pela medida da absorbancia do liquido
sobrenadante a 290 nm ao longo do tempo de reacdo (KIM; KUGA, 2001,
MAEKAWA; KOSHIJIMA, 1984). A curva padrdo para determinacao da
concentracdo de periodato, apresentada no Apéndice C, foi determinada
nas concentracdes de 0 a 4x10- mol.L™.

O consumo de periodato foi determinado conforme a Equacéo 2.

[104_]inicial - [ 104_]
CP = < X 100 )
[104 ]inicial

Onde, CP ¢ o consumo percentual de periodato (%), [10; 1iniciar €
a concentracdo de periodato inicial da reacdo (mol.L') e [10,] é a
concentracdo de periodato ao longo do tempo de reagéo (mol.L™).

Apos definido o tempo de reagdo e submetidas ao tratamento de
oxidacdo, as amostras foram lavadas com agua destilada e secas a
temperatura ambiente.

3.8.2 Confirmacéo da formacao de grupos aldeidos

3.8.2.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (ATR-FTIR)

As medidas de ATR-FTIR das amostras foram realizadas na
Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da UFSC. Os espectros foram obtidos
utilizando-se um espectrébmetro modelo Cary 600 Series FTIR
Spectrometer (Agilent Technologies), com um acessorio de refletancia
total atenuada horizontal (ZnSe). As amostras foram colocadas
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diretamente sobre o cristal e foi realizada a medida de 20 varreduras no
intervalo 4000-500 cm! e resolucéo de 4 cm™ para cada amostra.

3.8.2.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A analise de DSC também foi realizada na Central de Analises do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UFSC, em equipamento Jade-DSC — Perkin Elmer, utilizando cépsulas de
alumina. A analise DSC foi realizada nas condi¢des relatadas por Kim e
Kuga (2001), com a temperatura variando de 25 a 400°C, velocidade de
aquecimento de 10 °C.min sob atmosfera de nitrogénio de 20 mL.min%.

3.8.2.3  Teste de Fehling

A confirmacdo da formacdo de grupos aldeidos por Fehling foi
realizada seguindo a metodologia descrita por Girelli, Salvagni e Tarola
(2012) com algumas modificages. Reagiu-se 70 mg do tecido de algodédo
previamente ativado com 3 mL de Fehling reativo, obtido através da
mistura de volumes iguais de Fehling A (69,27 g.L* de sulfato de cobre
Il penta hidratado) e Fehling B (362 g.L* de tartarato de sodio e potassio
e 100 g.L* de hidréxido de sédio) a 100 °C, durante 10 min.

O reagente de Fehling é composto pelo ion ciprico em solugdo
basica, complexado com o anion do acido tartarico (MORITA;
ASSUMPCAO, 2007). Quando o reagente de Fehling entra em contato
com um aldeido, ocorre a oxidagéo desse aldeido em &cido carboxilico,
reduzindo seu complexo azul de fon clprico (Cu?*) a fon cuproso de
(Cu*), que em solugdo bésica € um precipitado marrom-avermelhado de
Cu,0, conforme apresentado na Equacéo 3.

!

R—CHO + 20u0 =5 R—COOH + Cu,0

Aldeido Solucio Acido Oxido @)
de Fehling Carboxilico Cuproso

39 ESTUDO DO PROCESSO DE IMOBILIZACAO DA
PECTINASE

Foram realizados dois estudos para o processo de imobilizacao,
ambos a partir de um planejamento fatorial completo 23, com sua anélise
realizada por meio do software STATISTICA 7®. O primeiro estudo foi
baseado no processo de imobilizagdo via adsor¢do, no qual foi


https://www.netzsch-thermal-analysis.com/pt/landing-pages/calorimetro-diferencial-de-varredura-dsc-analise-termica-diferencial-dta/
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considerado como matriz suporte o tecido de algoddo sem
funcionalizagcdo. O segundo baseou-se no processo de imobilizacdo via
ligacdo covalente, no qual utilizou-se como matriz suporte o tecido de
algod&o funcionalizado com periodato.

O planejamento experimental foi realizado com a finalidade de
avaliar como as variaveis afetam o processo de imobilizagdo enzimatica,
tendo como resposta a atividade da enzima imobilizada (item 3.11). Para
0 presente experimento foram consideradas como variaveis
independentes: Temperatura (X1), Concentracdo da Enzima (X2) e pH
(X3). Os valores de cada variavel utilizada no planejamento foram
definidos a partir de testes preliminares. Os valores da concentragdo de
enzima avaliados levaram em consideracdo a concentracdo inibitoria
minima encontrada no ensaio do item 3.7.2. A codificacdo das variaveis
independentes e seus respectivos niveis sao representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Codificagdo das variaveis utilizadas no planejamento fatorial

completo 23,
X3
X1 <
Nivei Concentragdo X2
fveis Temperatura q .
C) e enzima pH
(mg.mL1)
-1 25 10 7
0)* 40 20 8
1 55 30 9

*ponto central

A partir da combinag&o entre os niveis das variaveis independentes
proveniente do planejamento fatorial completo, o experimento referente
aos estudos apresenta oito ensaios lineares. Para que seja possivel realizar
testes de curvatura e verificar o ajuste do modelo proposto, ainda foi
considerado para o presente experimento, trés réplicas referentes ao ponto
central, como pode ser observado na Tabela 6.



63

Tabela 6 — Matriz do planejamento 23 com variaveis codificadas.

Ensaios X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 (0) (0) (0)
10 (0) (0) (0)
11 0) 0) ©)

Para a realizagdo dos ensaios, as amostras de tecido foram imersas
em solucBes tampdo com a enzima diluida na concentracdo de proteina
desejada, em uma razdo de banho de 1:30 (m/v), e colocadas em banho
termostatico durante 24 h sob agitacdo constante. Para o pH 7 e pH 8,
utilizou-se solugdo tampéo fosfato 0,05 M e para o pH 9, solugéo tampéo
Tris-HCI. Apos a reagdo de imobilizacdo, as amostras foram lavadas trés
vezes com 4gua destilada, em uma relacéo de banho de 1:50 e entdo secas
e armazenadas a temperatura ambiente.

Anélise de varidncia (ANOVA), a um nivel de significancia de 95
%, e teste de falta de ajuste (lack of fit) foram realizados de modo a
verificar a adequacdo dos dados experimentais obtidos aos modelos de
regressao estatisticos.

3.10 ESTABILIDADE AO ARMAZENAMENTO

A enzima foi imobilizada via adsorcdo fisica e via ligagdo
covalente, nas melhores condi¢des encontradas através do estudo dos
processos de imobilizacdo, e foram armazenadas secas, a temperatura
ambiente. Sua estabilidade ao armazenamento foi verificada
periodicamente através da atividade enzimética do imobilizado (item
3.11) e da sua atividade antimicrobiana (item 3.12).

3.11 ATIVIDADE DA PECTINASE IMOBILIZADA

Para verificar a atividade da enzima imobilizada, reagiu-se 50 mg
de tecido de algoddo, contendo a enzima suportada, com 2 mL de solugéo
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de pectina citrica 0,5% (m/v), 20 mM de NaCl e 0,1 mM de CaCly,
preparada em tampédo fosfato 0,05 M (pH 8,5) durante 5 min, a
temperatura de 55 °C, sob agitacdo mecanica. Apos este tempo, coletou-
se 1 mL do meio reacional e adicionou-se 1 mL de DNS. A solucéo foi
fervida por 10 min e resfriada em banho de gelo. A absorbéncia foi lida
em 540 nm. Foram feitas amostras de branco com o tecido sem enzima
imobilizada.

De forma analoga a atividade da enzima livre, a atividade da
enzima imobilizada (U,) foi determinada de acordo com a Equacéo 4 e
expressa em U.g? ou umol.gt.min.

1.V,
t.ms

U] = (4)

Onde, [C] é a concentragéo de agucar redutor (umol.mL™?), V1 é o
volume total da solugéo (mL), t é o tempo de reacdo (min) e ms é a massa
de suporte (g).

3.11.1 Eficiéncia de imobilizacéo

A eficiéncia de imobilizacéo foi calculada através da relacéo entre
a concentracdo de proteina total oferecida no inicio da imobilizacdo e
concentracdo de proteina total remanescente no sobrenadante, apds a
imobilizagdo, conforme a Equacao 5.

[Proteinaliniciai— [PrOteina]final

Y (%) = x 100 (5)

[Proteina]iniciai

Onde, Y é a eficiéncia de imobilizagdo (%), [Proteina]inicia é @
concentracdo de proteina oferecida no inicio da imobilizacdo (mg.mL™)
e [Proteinalsinq € a concentragdo de proteina remanescente no
sobrenadante ao final da imobilizagdo (mg.mL2).

3.11.2 Atividade recuperada

A atividade recuperada considera quanto de atividade enzimatica
é recuperada apds o processo de imobilizacdo em relacdo a quantidade de
atividade enzimética oferecida inicialmente pela enzima livre, em
solucdo. Também é considerado no calculo da atividade recuperada, o
volume de extrato enzimatico utilizado na imobilizacdo e a massa total de
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imobilizado produzido, conforme a Equagéo 6 (SHELDON; VAN PELT,
2013).

UI Xms
Uy XV,

AR (%) = x 100 (6)

Onde, AR é a atividade recuperada (%), U, ¢ atividade da enzima
imobilizada (U.gt), Uo (U.mL™) é a atividade do extrato pectinolitico
livre oferecido para a imobilizacdo, ms (g) é a massa total de suporte
utilizada e Ve (mL) é o volume de extrato enzimatico utilizado na
imobilizacdo.

3.12 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA ENZIMA
IMOBILIZADA

A atividade antimicrobiana foi avaliada atraves da técnica
qualitativa de difusdo em 4agar, para uma bactéria gram-negativa
(Escherichia coli), uma bactéria gram-positiva (Staphylococcus aureus)
e uma levedura (Candida albicans), adaptada através da AATCC
147:2004 e da norma internacional 1SO 20645:2004, esquematizada na
Figura 5.

Figura 5 — Avaliacéo da atividade antimicrobiana através do método de
difusdo em agar.
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De forma analoga ao item 3.7.1, as colbnias de bactérias Gram-
positiva ou Gram-negativa e da levedura foram semeadas em placa de
Petri contendo o meio de cultura especifico para cada microrganismo.
Amostras de tecidos foram colocadas sobre os microrganismos semeados
e as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h no caso das
bactérias, e a 27 °C por 24 h no caso da levedura.

A zona de inibicdo média, em ambos os lados da amostra, foi
calculada conforme a Equagéo 7.

L,—L
ZI=% )

Onde ZI ¢ a zona de inibigdo em torno da amostra (mm), Lz é a
largura da zona de inibicdo total (mm) e Ly € a largura do tecido (mm).

A AATCC 147:2004 determina que o tamanho da zona de inibicdo
ndo pode ser interpretado como uma avaliacdo quantitativa de atividade
antibacteriana. Os materiais tratados devem ser comparados com um
material correspondente ndo tratado e uma amostra de material com
atividade bacteriostatica conhecida, sendo que o critério de aprovacao do
teste deve ser acordado de acordo com as partes interessadas. No entanto,
para constituir uma atividade antibacteriana aceitavel, ndo deve haver
coldnias de microrganismos diretamente sob a area de contato da amostra.

Ja de acordo com a norma internacional 1SO 20645:2004, o tecido
mostra um bom efeito antibacteriano se ndo houver zona de inibigéo e
nenhum crescimento de cepas Gram-negativas e Gram-positivas embaixo
do téxtil antibacteriano.

Neste trabalho, zonas de inibigdo maiores ou iguais a 1 mm seréo
classificadas como satisfatérias e se a amostra € totalmente coberta pelas
coldnias de microrganismos, a propriedade antimicrobiana é classificada
como insuficiente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados
experimentais obtidos através da metodologia apresentada no Capitulo 3.

41 CARACTERIZAGAO DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

As enzimas a-amilase e pectinase foram avaliadas quanto a
guantidade de proteina total e atividade enzimatica. Os resultados obtidos
sdo apresentados na Tabela 7.

4.1.1 Determinacdo da concentracéo de proteina

A concentracgdo de proteina das prepara¢des enzimaticas utilizadas
foi determinada segundo o método de Bradford, descrito no item 3.6.1.
Os resultados obtidos nos ensaios sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados obtidos para a caracterizacdo das preparagdes
enziméticas comerciais.
Atividade Atividade

Proteina

Enzima total enzimética enzimét_ica
(mg.mL"Y) (U.mL?) especifica
' (U.mg*)
Termamyl® 2X 67,0 4532,2 67,7
Bioprep® 3000L 37,0 14162,1 390,6

A determinagdo da concentracdo de proteina é importante para a
determinacdo e discussdo da atividade enzimatica especifica. Apesar
disto, avaliando-se a quantidade de proteinas isoladamente, ndo se pode
afirmar que uma alta concentracao proteica esteja relacionada a uma alta
atividade enzimatica, tendo em vista que se trata de um preparado
enzimatico e a enzima declarada do caldo pode ndo ser o Unico
componente de natureza proteica presente, além da possibilidade de haver
enzimas desnaturadas no meio, que ndo apresentam atividade.

Uma das formas de promover a comparacdo da atividade
enzimatica entre diferentes estudos, porém em mesmas condigdes
operacionais, é através da atividade especifica, a qual é expressa pela
razdo entre a atividade enzimatica encontrada e a quantidade de proteina.
As preparagdes enzimaticas comerciais foram caracterizadas para a
atividade amilolitica e pectinolitica, respectivamente.
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A empresa Novozymes declara que a Termamyl® 2X ® possui
atividade amilolitica de 240 KNU-T/g e a BioPrep® 3000L possui
atividade pectinolitica de 3000 APSU-CA/g, entretanto, os valores de
atividade fornecidos pela empresa ndo podem ser comparados com 0s
obtidos neste trabalho, devido ao fato de as metodologias utilizadas serem
diferentes.

Em estudo avaliando a atividade da enzima Termamyl® 2X, Costa
(2014) obteve uma atividade de 824,56+6,93 U.mL, trabalhando em
solucédo de enzima 10% (v/v), concentracdo de amido de 0,7% (m/v), 10
min de reacdo, a 60 °C. Na caracterizacdo da enzima comercial Bioprep®
3000L, Silva (2013) encontrou uma atividade enzimatica de 578,97+
11,13 U.mL! e atividade especifica de 16,08 U.mg*, em pH 8, 55 °C, 5
min de reacdo e concentracdo de 0,25% (m/v) de pectina citrica, enquanto
Pimentel (2010) encontrou uma atividade enzimatica de 2553 U.mL%, em
pH 8,5, 55 °C, 5 min de reacdo e concentracdo de 0,25% (m/v) de pectina
citrica.

Além da metodologia utilizada, o resultado da determinacédo da
atividade enzimética é funcéo das condi¢es operacionais em que esta é
determinada, como pH, temperatura, substrato e tempo de reagdo. Aliado
a isto, é importante ressaltar que a quantificacdo da atividade enzimatica
adotada nestes estudos, expressa em U.mL?, calculada através da
Equagdo 1, também depende da diluigdo de enzima usada na reagdo.
Todos estes fatores atrelados dificultam a comparagéo de resultados.

4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS PREPARACOES
ENZIMATICAS

As enzimas a-amilase e pectinase foram avaliadas quanto a
formacdo de zonas de inibicdo e a sua Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). As preparagdes enzimaticas comerciais foram caracterizadas
guanto a atividade antimicrobiana conforme descrito nos itens 3.7.1 e
3.7.2.

Os resultados obtidos para as preparac@es enzimaticas puras no
teste de difusdo em &gar com orificio podem ser visualizados nas Figuras
6 e 7 sdo apresentados na Tabela 8.



69

Tabela 8 — Didmetros médios para as zonas de inibicao.
Didmetro de inibicdo (mm)
Termamyl® 2X  Bioprep® 3000L

Microrganismo

Staphylococcus aureus 20,7+0,6 30,0+£1,0
Staphylococcus epidermidis 22,3+0,6 29,7+0,6
Escherichia coli 0 21,3+0,6
Pseudomonas aeruginosa 0 11,7+0,6
Candida albicans 0 21,7+0,6

Figura 6 — Resultados dos testes de difusdo em agar para o extrato
amilolitico para diferentes microrganismos.
(@) Staphylococcus aureus, (b) Staphylococcus epidermidis, (c)
Escherichia coli, (d) Pseudomonas aeruginosa, (e) Candida albicans.
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Figura 7 — Resultados dos testes de difusdo em agar para o extrato
pectinolitico para diferentes microrganismos.
(@) Staphylococcus aureus, (b) Staphylococcus epidermidis, (c)
Escherichia coli, (d) Pseudomonas aeruginosa, (e) Candida albicans.

P

O teste de difusdo em meio de cultura sélido é um método
qualitativo de facil execucdo, boa reprodutibilidade e baixo custo,
utilizado para verificar a sensibilidade de microrganismos a agentes
antimicrobianos. Os critérios estabelecidos pela norma M02-All do
Clinical and Laboratory Standards Institute Standards (CLSI, 2012a),
empregados em estudos clinicos de antibidticos, classificam os agentes
antimicrobianos em sensivel, intermediario ou resistente, de acordo com
o didmetro dos halos de inibicdo formados, o agente antimicrobiano
clinico utilizado e o microrganismo testado.

Alguns estudos, como o de Ponce et al. (2003) e Zanetti et al.
(2015), onde a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais foram
avaliadas, classificaram as zonas de inibicho como ndo ativo para
didmetro menor que 8 mm, parcialmente ativo para didmetro entre 9 e 14
mm, microbiologicamente ativo para didmetro entre 14 e 17 mm e muito
ativo para diametros maiores que 17 mm.

Desta forma, a analise qualitativa dos compostos em estudo sugere
qgue houve atividade antimicrobiana para 0s microrganismos
investigados, e que o preparado enzimético Bioprep® 3000L apresenta
maior atividade antimicrobiana frente ao preparado enzimatico
Termamyl® 2X. Tendo como base os resultados obtidos no teste
gualitativo e os estudos existentes na &rea, o extrato pectinolitico
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apresentou-se como uma alternativa altamente viavel para aplicacdo em
téxteis antimicrobianos, sendo classificado, segundo a metodologia de
Ponce et al. (2003) e Zanetti et al. (2015), como muito ativo para S.
aureus, S. epidermidis, E. coli e C. albicans, conforme representado na
Figura 8.

Figura 8 — Diametro médio de inibicdo das enzimas para diferentes
microrganismos.
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Uma andlise quantitativa mais aprofundada das preparacGes
enzimaticas é apresentada através da avaliacdo das CIM das preparacoes
enzimaticas no teste de microdilui¢cdo em caldo, na Figura 9.

Figura 9 — Concentracéo inibitoria minima de extrato enzimatico para
diferentes microrganismos.
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A norma MO07-A9 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012b) estabelece que as solucbes padrdo de agente
antimicrobiano devem ser preparadas em concentracfes de, pelo menos,
1.000 pg.mL* ou dez vezes a concentracdo mais alta a ser testada, das
duas a maior. As microdiluicdes foram realizadas tendo como padréo
inicial a concentracdo de proteinas de cada preparado enzimatico puro.
Entretanto, assim como no teste de difusdio em meio sélido, a
interpretacdo da CIM ideal depende do tipo de antibidtico aplicado e da
aplicagéo.

A partir da Figura 9 observa-se que, assim como no teste
qualitativo de difusdo em meio solido, o extrato pectinolitico Bioprep®
3000L apresentou melhor atividade antimicrobiana comparado ao extrato
amilolitico Termamyl® 2X, inibindo o crescimento das bactérias S.
aureus, S. epidermidis e E. coli, principais microrganismos investigados,
em concentragdes acima de 1156,3 pg.mL?, o que equivale a
aproximadamente 3% (v/v) do extrato pectinolitico puro. Também
apresentou inibicdo em concentragdes acima de 18500 pg.mL* (50% v/v)
e 4625 pg.mL?t (12,5% v/v) para P. aeruginosa e C. albicans,
respectivamente.

Ambos os testes qualitativo e quantitativo foram realizados em
meio de cultura com pH préximo ao neutro de forma que esta variavel
ndo influencie ou favoreca uma das atividades enziméticas dos extratos
estudados.

Ponce et al. (2003) avaliaram 12 tipos de 0Oleos essenciais e
encontraram que os 0Oleos essenciais de Eucalyptus globules (eucalipto),
Melaleuca alternifélia (arvore-do-cha, em inglés tea tree) e Syzygium
aromaticum (cravo da india) tem potencial tecnoldgico para aplicacdo
como agentes sanitizantes, sendo ativos contra uma cultura mista
composta de bactérias mesofilicas aerdbias, Enterobacteriaceae,
bactérias psicrotréficas, bactérias laticas e bolores e leveduras, com halos
de diametros médios 16, 17 € 22 mm, e CIM de 0,1-0,15 mL.100mL™1,
0,05-0,08 mL.100mL* e 0,04-0,05 mL.100mL", respectivamente.

Zanetti et al. (2015) avaliaram a sensibilidade antimicrobiana do
geraniol e acido cinamico contra Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella enterica. Neste estudo, o
geraniol apresentou maior atividade antimicrobiana, com didmetro médio
de inibicdo de 35,3 + 0,08 mm e CIM de 5000 pg.mL* contra
Staphylococcus aureus, 25,5 + 0,05 mm e CIM de 2500 pg.mL™* contra
Escherichia coli, 17,6 + 0,15 mm e CIM de 5000 pg.mL* contra
Salmonella enterica e 15,8 £ 0.04 mm e CIM de 2500 pg.mL* contra
Listeria monocytogenes, sendo classificado como muito ativo para
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella enterica e como
microbiologicamente ativo para Listeria monocytogenes.

Nanoparticulas de ZnO, um dos antimicrobianos utilizados no
setor téxtil, por exemplo, apresentaram diametro médio de 27 mm e 22
mm para S. aureus resistente a meticilina e E. coli, respectivamente
(ANITHA et al., 2013). Bhadra et al. (2011) encontraram zonas de
inibigdo para E. coli de aproximadamente 21 mm utilizando quitosana e
24 mm para quitosana recoberta com nanoparticulas de ZnO, comparado
a 22 mm para o antibidtico clinico amoxicilina. Nanoparticulas de cobre,
outro exemplo utilizado no setor téxtil, no estudo de Chidurala,
Kalagadda e Tambur (2016) apresentaram zonas de inibicdo de
aproximadamente 15 mm, 29 mm e 23 mm contra S. aureus, E. coli e C.
albicans, respectivamente, enquanto o0 antibidtico cotrimoxazol
apresentou halos de 26 mm, 29 mm e 43 mm.

O mecanismo de agdo antimicrobiano do extrato pectinolitico
ainda é um fator desconhecido. De acordo com Thallinger et al. (2013)
algumas enzimas apresentam habilidades para atacar diretamente
microrganismos, interferir na formag&o ou destruir biofilmes e catalisar
reacGes que resultam na producdo de compostos antimicrobianos. Estudos
envolvendo lisozima, uma hidrolase, sugerem que esta destroi a parede
celular de bactérias Gram-positivas através da ruptura da ligagdo B (1-4)
entre o acido N-acetilurdmico e N-acetilglicosamina do peptideoglicano,
resultando na entrada de &gua na célula, causando a lise celular. Esta
propriedade de hidrolisar o peptideoglicano é conhecida como atividade
de neuraminidase ou muramidase (CARRILLO, 2013; IBRAHIM;
MATSUZAKI; AOKI, 2001). E importante ressaltar que nas bactérias
Gram-positivas, o peptideoglicano representa cerca de 90% da parede
celular, enquanto que nas bactérias Gram-negativas, apenas cerca de 10%.
Isto explica a dificuldade de inativar bactérias Gram-negativas, uma vez
gue a maioria dos antimicrobianos atua sob o peptideoglicano. Além
disso, as hidrolases também atuam sobre a quitina, componente da parede
celular fungica (JOLLES; JOLLES, 1984).

A Bioprep® 3000L é uma pectato liase. As liases rompem ligacdes
glicosidicas resultando em galacturonideos com uma ligagéo insaturada
entre os carbonos 4 e 5 do final ndo redutor do &cido galacturénico
formado (UENOJO; PASTORE, 2007). Desta forma, acredita-se que esta
enzima atue de forma semelhante a lisozima, rompendo a parede celular
microbiana e causando a lise da célula.

Estes resultados mostram que o preparado Bioprep® 3000L é um
agente antimicrobiano promissor, com longo espectro de aplicacdo tendo



74

em vista que 0s microrganismos investigados sdo ubiquitarios e estdo
relacionados a casos que vao desde intoxicacfes alimentares a infeccdes
e problemas hospitalares, podendo assim ser utilizado como agente
biostatico para controle da proliferacéo do crescimento microbiano.

Desta forma, através dos melhores resultados de atividade
antimicrobiana apresentados, o extrato enzimatico Bioprep® 3000L foi
definido como objeto de estudo para imobiliza¢éo no substrato de algodao
e obtenc¢do do téxtil antimicrobiano.

43 FUNCIONALIZAGAO DO SUBSTRATO DE ALGODAO

Para criar grupos funcionais aldeido que possam se ligar
covalentemente com a enzima em estudo, o substrato de algoddo foi
tratado quimicamente via oxidacdo com periodato de sédio, como
descrito no item 3.8.1.

O consumo percentual de periodato ao longo da reacdo é
apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Consumo de periodato de sodio durante a oxidacao do
tecido de algodéo.
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Através da Figura 10 observa-se que 0 consumo maximo de
periodato, de aproximadamente 80%, e consequentemente 0 maior grau
de oxidagdo alcangado, ocorreu ap6s 36 h de reagdo. No entanto, durante
este estudo, observou-se perda de massa e uma alteracdo visual na
resisténcia do tecido, apresentando este uma textura mais rigida quando
submetido a um tempo de reagdo maior que 24 h. Desta forma, optou-se
por trabalhar com um menor grau de oxidacdo, porém uma melhor
qualidade do tecido facilitando sua posterior aplicacdo. Em seus estudos,
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Princi et al. (2004) e Wu et al. (2013) também observaram que as fibras
oxidadas tornaram-se rigidas e frageis quando oxidadas por um longo
periodo, além da perda de peso e formagéo de fragmentos sollveis. Wu
et al. (2013) observaram uma diferenca desproporcional entre a
guantidade de periodato consumido e a quantidade de aldeido formado,
sendo que esta diferenca se tornou maior para maiores concentragdes de
periodato de sodio, e atribuiram esta diferenca ao fato de que muito
periodato foi consumido pela degradacdo da celulose em fragmentos. Para
quantificar esta interferéncia do tratamento de funcionalizacdo na
qualidade do tecido, seria interessante futuramente realizar as analises de
resisténcia do tecido ao rasgo e a tracdo e alongamento, em fungdo do
tempo de oxidagdo com periodato de sodio.

Segundo Calvini et al. (2006), pelo menos trés reacGes ocorrem
simultaneamente durante a oxidagdo da celulose. Um ataque réapido,
porém limitado, de periodato ocorre na regido amorfa da celulose,
causando a diminuigdo do grau de polimerizacdo. Uma segunda reacao
lenta, atribuida a oxidacdo na superficie de cristalitos e uma reagdo muito
lenta, possivelmente devido & oxidagdo dos ndcleos cristalinos. Foi
observado que, a medida que a oxidacdo prosseguia, a quantidade de
regido amorfa ndo oxidada diminuia levando a queda da taxa de oxidacé&o.

A Figura 11 apresenta os espectros de FTIR do substrato algodao
antes do tratamento com periodato, realizada no lado direito e no lado
avesso do tecido.

O algodao ¢ a fibra mais importante e mais consumida na industria
téxtil brasileira. Segundo Erhardt (1975), o algodao ¢é a forma mais pura
de celulose encontrada na natureza e caracteriza-se por ser uma fibra
unicelular de origem vegetal, a qual cresce nas sementes de diversos
géneros gossypium (algodoeiro). A fibra de algodao crua, apos a limpeza
mecanica, possui uma composi¢cdo quimica de aproximadamente 95% de
celulose e algumas impurezas ndo celulésicas, tais como proteinas,
aminodacidos, outros componentes nitrogenados, ceras, substancias
pécticas, acidos organicos, aclicares, sais inorganicos e uma pequena
guantidade de pigmentos (WAKELYN et al., 2007).
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Figura 11 — Espectros FTIR para o substrato de algoddo sem tratamento.
(@) Lado direito do tecido, (b) Lado avesso do tecido.
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Através da andlise da Figura 11, observa-se espectros
caracteristicos da celulose, como a existéncia de bandas atribuidas aos
grupos hidroxilicos (estiramento O-H celulésico) na regido de 3600-3000
cm?, alongamento C-H alifaticos na regido de 2900 cm, deformacéo
angular dos grupos C-H em 1329 cm, deformacéo angular de ligacdes
C-O de alcoois primarios em 1096 cm™, banda de absorcéo das ligacdes
C-0O-C, que representa a vibragdo do anel de piranose em 1041 cm™ e
1035 cm™ e ligagdes B-glicosidicas entre unidades de glicana em 895 e
885 cm?, caracteristicas de celulose (DA SILVA, 2014; OH et al., 2005;
PRABHU; VAIDEKI; ANITHA, 2017; SCHWANNINGER et al., 2004).
A banda na regido de 2300 cm™ pode ser associado a grupos nitrila
presentes em corantes reativos e branqueadores opticos contendo triazina,
por exemplo (GUARATINI; VALNICE; ZANONI, 2000; YUEN et al.,
2005).

A Figura 12 apresenta a comparacao de FTIR do substrato algodao
antes do tratamento e apds o tratamento com periodato, realizada nos
lados direito e avesso do tecido.
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Aldeidos e cetonas mostram uma banda forte, proeminente, em
torno de 1740 cm. Esta banda é devido a ligacdo altamente polar C=0.
Devido aos aldeidos também conter uma ligacdo C-H do carbono sp? da
ligagdo C=0, eles também mostram um par de bandas de resisténcia
média posicionado na faixa de 2700-2800 cm. Estas bandas estdo
ausentes no espectro de uma cetona porque o carbono sp? da cetona ndo
tema ligacdo C-H (KIM et al., 2000; MIAO et al., 2011; NIKOLIC et al.,
2014; SCHWANNINGER et al., 2004).

Através dos resultados apresentados na Figura 12, observa-se um
leve estiramento na regido de 1750-1700 cm™, indicando uma possivel
alteracdo na estrutura quimica da amostra e uma suposta formacdo de
grupos aldeidos.

Figura 12 — Espectros FTIR comparando o substrato de algodao antes e
apos o tratamento com periodato.
(a) Lado avesso sem tratamento, (b) Lado direito sem tratamento,
(c) Lado avesso com tratamento, (d) Lado direito com tramtento
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Segundo Kim e Kuga (2001) e Vicini et al. (2004), o aumento do
grau de oxidagdo da celulose diminui a intensidade dos picos cristalinos
aumentando a fase amorfa e reduzindo a temperatura da decomposicao.
Desta forma, a Figura 13 apresenta as curvas DSC a fim de avaliar o
comportamento do processo de oxidacao do tecido com periodato.



78

Figura 13 — Curvas DSC do substrato de algoddo.
(a) Tratamento com periodato, (b) Sem tratamento com periodato
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A partir da Figura 13, observou-se que o pico endotérmico e a
temperatura de decomposicdo diminuiram apds o tratamento com
metaperiodato de sddio de 362 °C a 339 °C, sugerindo 0 processo de
oxidacdo e a formacdo do grupo aldeido no algodéo tratado. Dois outros
picos endotérmicos foram observados na regido de 176 °C e 233 °C apds
0 tratamento. De acordo com Vicini et al. (2004), essas mudancas podem
estar associadas a cisdo térmica facilitada de ligacGes covalentes levando
a geracdo de substancia volatil.

A formagcdo de aldeidos também é confirmada através do teste de
Fehling. O reagente de Fehling, descoberto pelo quimico aleméo
Hermann Von Fehling (1812 - 1885), é um reagente usado para promover
a oxidacao seletiva dos aldeidos e para a oxidagao de carboidratos.

A Figura 14 apresenta o resultado do teste de Fehling, comparando
0 substrato sem e com tratamento. Na imagem, os dois primeiros tubos de
ensaio contendo amostras correspondem a duplicata do substrato de
algoddo sem tratamento. Os demais tubos de ensaio correspondem a
amostras de substratos submetidas ao tratamento com periodato.
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Figura 14 — Teste de Fehling para a confirmacdo da funcionaliza¢do do
substrato.
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O teste qualitativo de Fehling confirmou a formacgéo de grupos
aldeido ao substrato apds o tratamento com periodato uma vez que foi
observado a variacdo de cor nas solucdes correspondentes as amostras
funcionalizadas, de azul para marrom-avermelhado, devido a reducédo do
fon cuprico a ion cuproso, ap6s a oxidacdo do grupo funcional aldeido a
acido carboxilico, conforme descrito anteriormente pela Equacdo 3, no
item 3.8.2.3 (MORITA; ASSUMPCAO, 2007).

44 ESTUDO DO PROCESSO DE IMOBILIZAGAO DA
PECTINASE

4.4.1 Imobilizacéo via adsorcéo

Dependendo da natureza das forcas envolvidas, a imobilizacdo por
adsorcdo pode ser classificada quanto a sua intensidade em adsorcéo
fisica e adsorcdo quimica. No caso de adsorcao fisica, ou fisissorcao, a
ligagdo da enzima a superficie do adsorvente envolve uma interacéo
relativamente fraca que pode ser atribuida as forcas de Van der Waals,
gue sdo similares as forcas de coesdo molecular. A adsor¢do quimica, ou
quimissor¢do, envolve a troca ou partilha de elétrons entre as moléculas
da enzima e a superficie do adsorvente, resultando em uma ligacdo
guimica e, portanto, bem mais forte que no caso da fisissorcdo
(NASCIMENTO et al., 2014). Estes dois mecanismos de adsor¢ao ndo
sdo completamente independentes. A distingdo quanto a espécie ser fisica
ou quimicamente adsorvida ndo é muito clara, pois, muitas vezes, ambos
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0s processos podem ser descritos em termos dos principios da adsorcéo
fisica (ADAMSON; GAST, 1997; NASCIMENTO et al., 2014).

Buscando melhores respostas de atividade para a enzima
imobilizada, avaliou-se a influéncia das variaveis Temperatura (X1, °C),
concentragdo da enzima (X2, Mgproteina.ML™) € pH (X3) para o extrato
pectinolitico imobilizado em tecido 100% algod&o através do processo de
adsorcao, conforme descrito no item 3.9. A Tabela 9 apresenta a analise
de varidncia (ANOVA) do planejamento proposto.

Tabela 9 — ANOVA para as variaveis estudadas no processo de
imobilizagdo por adsorcao.

Somados Grausde Quadrado

Fator Quadrados Liberdade Médio F P
Curvatura 275157 1 275157 522987 00186~
(Tle)mperat“ra 15,0988 1 150988 30,4088 0,0313*
Concentragdo ) 145, 1 01864 03543 0,6121
de enzima (2)
pH (3) 21,9412 1 21,9412 41,7035 0,0231*
1by?2 0,9716 1 09716 18468 0,3071
1by3 10,4594 1 10,4594 19,8800 0,0468*
2by 3 55427 1 55427 10,5349 0,0832
Falta de ajuste 1

0,1726 0,1726 0,3281 0,6246

(Lack of fit)

*Significativo a 5%

Apesar da significancia resultante das varidveis independentes
temperatura, pH e interacdo entre estas (p<0,05), o modelo linear
proposto ndo se apresentou adequado para descrever o fendmeno
estudado, uma vez que se observa valores significativos referentes a
curvatura.

As Figuras 15 e 16 apresentam o grafico de Pareto e o gréafico de
contorno, respectivamente, referentes ao estudo de imobilizacdo via
adsorcao, onde observa-se que, embora pequeno, a variavel pH apresenta
efeito significativo positivo e a temperatura apresenta efeito significativo
negativo sobre a resposta, refletindo em um aumento de
aproximadamente 3 vezes no valor da atividade do imobilizado, em
relacdo a menor resposta de atividade enzimatica obtida. A Figura 16
também evidencia o efeito significativo da interagdo entre o pH e a
temperatura na resposta da atividade do imobilizado.
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O fenbmeno de imobilizagdo por adsorcdo € resultado de uma
combinacgdo entre os tipos de forcas envolvidas na adsor¢do fisica e
guimica. Desta forma, sdo varios os fatores que influenciam o processo
de adsor¢do, como a area superficial, as propriedades do adsorvente e do
adsorbato, a temperatura do sistema, natureza do solvente e o pH do meio
(NASCIMENTO et al., 2014)

O pH do meio de imobilizagdo modifica as interacdes entre grupos
de carga elétrica, ou dipolo, da enzima e do suporte, o que influencia na
afinidade entre os mesmos (GELUK et al., 1992). O estudo experimental
da influéncia do pH torna-se necessario para entender a sua influéncia no
processo de imobilizagdo, uma vez que a predicdo tedrica da sua
influéncia na atividade catalitica de uma enzima requer o conhecimento
das caracteristicas do sitio ativo e de sua estrutura quimica, que sdo muito
dificeis de serem obtidas (LI1U, 2013).

Observou-se melhores respostas de atividade para os ensaios de
imobilizagcdo na menor temperatura, de 25 °C. Sabe-se que quanto maior
a temperatura, maior a agitacdo das moléculas e maior a tendéncia das
mesmas de se dessorverem, tendo em vista que a adsorgdo é um processo
exotérmico e, de acordo com principio de Le Chatelier, 0 aumento da
temperatura desloca o equilibrio da reacdo e favorece 0 processo inverso
da mesma, ou seja, a dessor¢do da enzima.

Com base nesta resposta, e considerando que a concentragcdo de
enzima ndo se mostrou significativa, definiu-se o pH 9, a temperatura de
25°C e a concentragdo de enzima de 10 mg.mL como condigBes de
trabalho para a imobilizacdo por adsorcdo, visando também os menores
custos energéticos do processo.
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Figura 15 — Gréfico de Pareto dos parametros avaliados durante a
imobilizacdo por adsorcao.
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Figura 16 — Gréfico de contorno para o processo de imobilizagéo por
adsorgéo.

pH
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4.4.2 Imobilizagdo via ligacdo covalente

De forma analoga a imobilizacdo por adsorcdo, avaliou-se a
influéncia das variaveis Temperatura (X1, °C), concentracdo da enzima
(X2, mgproteina.mL™) € pH (X3) na atividade enzimatica do extrato
pectinolitico imobilizado em tecido 100% algoddo funcionalizado com
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metaperiodato de sodio através do processo de ligacdo covalente,
conforme descrito no item 3.9.

A Tabela 10 apresenta a analise de variancia (ANOVA) do
planejamento proposto para o processo de imobilizagdo por ligagdo
covalente.

Tabela 10 — ANOVA para as variaveis estudadas no processo de
imobilizacdo por ligacdo covalente.

Somados Grausde Quadrado

Fator Quadrados Liberdade = Médio F P
(Tle)mperat“ra 349,7177 1 349,7177 2276,690 0,0004*
Concentragdo 01171 1 0,1171 0,762  0,4747
de enzima (2)
pH (3) 75,1856 1 75,1856 489,465 0,0020*
1by?2 13,8720 1 13,8720 90,308  0,0109%
1by3 21,1997 1 21,1997 138,012 0,0072*
2by 3 35,9094 1 35,9094 233,773  0,0042*
Falta de ajuste 2

5,2959 2,6479 17,238 0,0548

(Lack of fit)

*Significativo a 1%

Através da Tabela 10 observa-se o modelo linear mostrou-se
adequado para descrever o processo em estudo a um nivel de confianca
de 99%, assim como a temperatura, o pH e todas as demais interagdes.

As Figuras 17 e 18 apresentam o grafico de Pareto e o gréfico de
contorno, respectivamente, referentes ao estudo de imobilizacdo via
ligacdo covalente.

Os resultados apresentados pelo grafico de Pareto (Figura 17) e
pela curva de contorno (Figura 18) estdo de acordo com a analise de
variancia. Observou-se que as varidveis que apresentaram maior efeito
significativo na resposta sdo a temperatura e o pH. A temperatura
apresenta um efeito negativo e o pH efeito positivo sobre a resposta. Estes
resultados evidenciaram melhores atividades enzimaticas em valores de
pH 9 e temperatura de 25 °C, onde observou-se um aumento de 10 vezes
na atividade do imobilizado, em relagdo & menor atividade obtida. Assim
como no ensaio de imobilizagdo via adsor¢do, a concentracdo de enzima
ndo se mostrou estatisticamente significativa, optando-se desta forma por
trabalhar com a menor concentragdo avaliada, de 10 mg.mL™.
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Figura 17 — Gréfico de Pareto dos parametros avaliados durante a
imobilizacdo por ligacdo covalente.
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Figura 18 — Gréfico de contorno para o processo de imobilizagéo por
ligacdo covalente.
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Fazendo uma comparacdo entre os graficos de contorno
correspondentes aos métodos de imobilizagdo por adsorcéo e por ligagéo
covalente, apresentados nas Figuras 16 e 18, respectivamente, observou-
se que o método de imobilizacdo por ligacdo covalente apresentou
melhores respostas de atividade para a enzima imobilizada, nas mesmas
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condicdes de pH, concentracdo de enzima e temperatura de imobilizacéo.
De acordo Sheldon (2007), provavelmente, a menor resposta de atividade
para a imobilizacdo por adsor¢do ocorreu devido a lixiviagdo durante o
processo de lavagem, apos a etapa de imobilizacdo, devido a sua ligacéo
fisica, que geralmente é muito fraca para manter a enzima fixada ao
suporte. Ja a atividade na imobilizagdo da enzima ao suporte por ligacdo
covalente é maior devido a vantagem de que a enzima ndo pode ser
lixiviada da superficie.

Além disto, durante os ensaios experimentais de imobilizacdo,
observou-se a degradacao do tecido quando submetidos a temperatura de
55 °C. Esta degradacdo pode ser visualizada na Figura 19, onde as
numeragdes em cada amostra de tecido correspondem as condicdes de
temperatura, concentracdo de enzima e pH de cada ensaio descrito
anteriormente na Tabela 6. De acordo com Silva et al. (2017), preparac6es
enzimaticas podem apresentar atividades secundarias dependendo do
substrato empregado e, o extrato Bioprep 3000 L®, apresenta atividade
secundaria de natureza celulolitica, mesmo sendo muito menor
comparado a atividade pectinolitica. Desta forma, é possivel que o
processo de oxidagdo a que o tecido foi submetido e a temperatura de
imobilizacdo de 55°C (que é a temperatura 6tima da enzima celulase)
tenham favorecido a atividade celulolitica do extrato e a consequente
degradagdo do tecido de algodao.

Figura 19 — Amostras dos ensaios de imobilizacdo via ligacdo covalente.
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45 ESTABILIDADE AO ARMAZENAMENTO DO PRODUTO
TEXTIL

A enzima foi imobilizada por adsorcdo e por ligacdo covalente, nas
melhores condigdes de temperatura, concentracdo de enzima e pH
anteriormente estabelecidas no estudo do processo de imobilizacao.
Entdo, as amostras do imobilizado foram armazenadas secas, a
temperatura ambiente e a sua estabilidade de armazenamento foi
acompanhada periodicamente através da atividade enzimética e da
atividade antimicrobiana do produto téxtil. A Figura 20 apresenta o
espectro FTIR do produto apds as imobilizagdes da enzima.

Figura 20 — Espectro FTIR para os imobilizados.
(@) Controle com tratamento (b) Controle sem tratamento
(c) Ligagdo Covalente (d) Adsorgéo
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Os resultados apresentados na Figura 20 evidenciam a
imobilizacdo da enzima aos suportes. A absorcdo em 2900 cm™ pode ser
atribuida a grupos amino primarios, mostrando a presenca de grupos
amino na enzima livres. O leve decaimento observado no comprimento
de onda de 1650 cm deve-se as vibracdes de estiramento C = N imino e
confirma a formacao de bases de Schiff (BANDEKAR, 1992; JENISHA,;
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DAVID; PRIYADHARSINI, 2015; MORHARDT et al., 2014; WU et
al., 2013).

A atividade enzimatica foi acompanhada durante um periodo de 60
dias e a atividade recuperada foi determinada. Os resultados de atividade
dos imobilizados séo apresentados na Figura 21.

Figura 21 — Atividade enzimatica do imobilizado durante o
armazenamento.
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A atividade enzimética total da enzima livre oferecida no inicio
dos processos de imobilizacdo foi de 7,2 U.mL! para uma concentragdo
de proteina total de 10 mg.mL.

A eficiéncia de imobilizagdo é uma medida indireta, normalmente
utilizada para representar a quantidade de enzima imobilizada ao final do
processo, tendo em vista que ndo é possivel quantificar diretamente a sua
concentracdo no suporte. Apesar de mensurar a concentragao de proteina
livre que foi transferida da solugéo para o suporte, a medida da eficiéncia
ndo garante a manutenc¢do da atividade da enzima ap6s a imobilizacdo,
tampouco considera a concentragdo de enzima que possa ter sido lixiviada
no processo de lavagem a que o imobilizado é submetido no final do
processo. Por estes motivos, outras analises, como atividade enzimatica
do imobilizado e a atividade recuperada sdo consideradas, para que em
conjunto, contribuam com uma melhor compreensdo do processo de
imobilizacdo. Neste estudo, a eficiéncia de imobilizacdo obtida pelo
método de adsorcdo foi de 29 % e pelo método de ligagdo covalente de
34 %. Os valores de eficiéncia e atividade recuperada, encontrados para
estes métodos de imobilizacdo, foram relativamente baixos. Para
melhores resultados e relacdo custo-beneficio, seria interessante que
futuramente novos métodos de imobilizagdo, como por aprisionamento,
sejam investigados.
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No presente trabalho, ambos os métodos de imobilizacdo
estudados (Figura 21), adsorcdo e ligacdo covalente, apresentaram um
comportamento semelhante quanto a estabilidade da atividade da enzima
imobilizada. Observou-se um aumento da atividade durante o
armazenamento, a qual estabilizou apés um periodo de 36 dias de
armazenamento, proporcionando uma atividade recuperada de
aproximadamente 60%, para ambos 0s processos de imobilizacdo. E
importante entender o processo de imobilizacdo, suas limitages
difusionais e como a enzima responde a um determinado material. De
acordo com Sheldon e Van Pelt (2013), este aumento da atividade
enzimatica pode ser justificado pelo favorecimento da ligagdo do
substrato com a enzima, devido mudancas conformacionais causadas pela
ligacdo da enzima ao suporte, como também pode ocorrer 0 aumento da
estabilidade da enzima na solugdo do meio reacional.

Como relatado na literatura, normalmente, obtém-se uma atividade
enzimatica menor para enzimas imobilizadas por ligacdo covalente, em
relacdo a métodos fisicos, como adsor¢do. As interagfes quimicas entre
enzima e matriz, no método de ligagdo covalente resultam em uma
diminuicdo da atividade catalitica porque a ligacdo quimica estavel
formada altera a estrutura da enzima. Estas mudancas conformacionais
ndo ocorrem no método de adsorcdo, porém a auséncia de interagdes
guimicas fortes entre as enzimas imobilizadas e a matriz suporte torna as
mesma suscetiveis a lixiviacdo durante a lavagem, proporcionando uma
durabilidade menor (LIU; CHEN, 2016; SHELDON, 2007; SHELDON;
VAN PELT, 2013).

Embora ambos os métodos de imobilizacdo tenham apresentado
comportamento semelhante quanto ao valor da atividade enzimatica,
acredita-se que a enzima imobilizada por adsor¢do tenha uma atividade
especifica maior que a enzima imobilizada por ligacdo covalente, ou seja,
apresenta uma maior atividade para uma menor concentra¢do de enzima
imobilizada, tendo como base os resultados de atividade antimicrobiana,
discutidos na sequéncia.

451 Atividade antimicrobiana dos tecidos contendo a enzima
imobilizada

Os resultados para a atividade antimicrobiana do tecido com
enzima imobilizada s&o apresentados na Tabela 11 e nas Figuras 22 e 23.



89

Tabela 11 — Zona de inibi¢do antimicrobiana da enzima imobilizada.

Dia E. coli (mm) S.aureus (mm)  C. albicans (mm)
Adsorgao
Controle 0 0 0
1 0 0 0
7 0 0 0
21 0 0 0
30 0 0 0
Ligagdo Covalente
Controle 0 0 0
1 1,0+£0,0 1,2+0,5 30+£1,1
7 1,0+0,0 11+0,2 1,0+0,0
21 1,0+0,0 1,8+04 1,8+0/4
30 0 0 0

A atividade antimicrobiana correspondente a enzima imobilizada
por adsorcéo foi insuficiente tendo em vista que ndo houve formagéo de
zonas de inibi¢do, como apresentado na Tabela 11 e Figura 22. Acredita-
se que isto ocorreu possivelmente porque a concentragdo de enzima
imobilizada remanescente, apés a etapa de lavagem, embora ndo possa
ser medida diretamente, foi inferior & CIM encontrada para a enzima livre
(1156,3 pg.mL1). Ja as amostras correspondentes a enzima imobilizada
por ligacdo covalente apresentaram zona de inibicdo para 0s
microrganismos estudados em até 21 dias de armazenamento, conforme
apresentado na Tabela 11, sendo sua atividade antimicrobiana
considerada satisfatoria. Este halo formado em volta da amostra (Figura
23) significa que o tratamento foi eficaz, pois houve repeléncia do
microrganismo pela superficie e, consequentemente, houve inibicdo do
seu crescimento, podendo ser aplicado para fins bacteriostaticos.

Os resultados de atividade antimicrobiana mostraram-se
satisfatérios comparados a outros compostos comumente utilizados. Para
esta mesma enzima, imobilizada por outros métodos de tratamento,
Ibrahim et al. (2007) obtiveram zonas de inibi¢&o de 6,3 e 16 mm para S.
aureus, 4,5 e 10 mm para E. coli e 5,5 e 8 mm para C. albicans. Outros
estudos com aplicaces em téxteis, como Bera et al. (2015), utilizando
nanoparticulas de prata, encontraram zonas de inibicdo de 2,5 mm para
C. albicans e 1 mm para S. aureus e Balakumaran et al. (2016)
encontraram zonas de inibicdo de 16,97 mm para S. aureus e 13,73 mm
para E. coli.
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Figura 22 — Resultados dos testes de difusdo em &gar para a enzima
imobilizada por adsorc¢&o.
(a) Controle, (b) Staphylococcus aureus, (¢) Escherichia coli,
(d) Candida albicans.

Figura 23 — Resultados dos testes de difusdo em agar para a enzima
imobilizada por ligagdo covalente.
(a) Controle, (b) Staphylococcus aureus, (c) Escherichia coli,
(d) Candida albicans.
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Os resultados de estabilidade ao armazenamento para a atividade
antimicrobiana ndo foram proporcionais aos da atividade enzimatica,
tendo em vista que a primeira apresentou atividade até 21 dias de
armazenamento e a atividade enzimatica se manteve por 60 dias. O
mecanismo de acdo do téxtil antimicrobiano obtido ainda é desconhecido,
mas estes resultados sugerem que a atividade enzimatica e a atividade
pectinolitica, que é a atividade enzimatica predominante do extrato
Bioprep® 3000L, ndo estdo relacionadas. Além disto, o método
qualitativo de analise antimicrobiana utilizado é baseado na difusdo do
agente antimicrobiano no meio de cultura, e uma vez que a enzima se
encontra imobilizada por ligagdo covalente, ndo é possivel que a mesma
difunda no meio e cause a inibicdo do crescimento microbiano, e
consequente formag&o da zona de inibicdo.

Segundo Thallinger et al. (2013), algumas enzimas podem
apresentar habilidades para atacar diretamente microrganismos, interferir
na formacao ou destruir biofilmes, ou catalisar reagdes que resultam na
producdo de compostos antimicrobianos. Com base nestes resultados,
acredita-se que a formac&o de zonas de inibigdo na andlise difusdo possa
estar relacionada a algum composto produzido pelo extrato enzimatico
imobilizado. Entretanto, para uma melhor compreensdo da acdo e
funcionamento do produto obtido, uma andlise mais criteriosa e
aprofundada do mecanismo de acdo sobre o0s microrganismos
investigados precisa ser estudada.

Por fim, baseado nos resultados obtidos neste estudo, como
sugestdo de aplicagdo, o substrato téxtil produzido, poderia ser utilizado
na prevencdo da proliferacdo microbiana, em aplicacBes técnicas como
produtos descartaveis tais como forros para macas e camas de hospitais,
méscaras e toucas cirurgicas etc. Para aplicacdes com finalidade
bactericida como, por exemplo, em casos clinicos como curativos,
ataduras, bandagens etc., onde ocorre a inativacdo do microrganismo,
seria necessério a avaliacdo da atividade antimicrobiana através de
métodos de andlise quantitativos mais complexos, como a AATCC
100:2004, além da realizacdo de testes alergénicos. E também, para
aplicacdo em téxteis convencionais e de vestuério, seria interessante
futuramente investigar a resisténcia da atividade antimicrobiana a ciclos
de lavagens.

Por fim, este tipo de tratamento pode aumentar o valor de mercado
dos produtos téxteis e atender aos requisitos técnicos de novos nichos de
mercado. Também fornece subsidios para o desenvolvimento de
tecnologia sustentavel e proporciona abertura para novos estudos, mais
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detalhados e aprofundados, e investigagdes na area, para a producgdo de
téxteis antimicrobianos.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

51 CONCLUSOES

Os extratos enzimaticos, Termamyl® 2X e Bioprep® 3000L, foram
caracterizados quanto ao teor de proteina e de atividade enzimatica
apresentando os valores de 66,97 mg.mL*! e 4532,2 U.mL? e 37,03
mg.mL?! e 14462,12 U.mL?, respectivamente. Ambos os extratos
apresentaram atividade antimicrobiana, sendo que o extrato enzimatico
Bioprep® 3000L foi mais efetivo para os microrganismos estudados.

O extrato enzimatico Bioprep® 3000L apresentou zonas de
inibicdo de 30 mm e CIM de 1156,3 pg.mL* para S. aureus, 29,7 mm e
1156,3 pug.mL* para S. epidermidis, 21,3 mm e 1156,3 pg.mL* para E.
coli, 11,7 mm e 18500 pg.mL* para P. aeruginosa e 21,7 mm e 4625
ug.mL* para C. albicans, sendo classificado como muito ativo. Estes
resultados mostram que o extrato Bioprep® 3000L é um agente
antimicrobiano  promissor, com longo espectro de aplicacdo,
considerando que 0s microrganismos investigados sdo ubiquitarios e
estdo relacionados a casos que variam desde intoxicacGes alimentares até
infeccdes e problemas hospitalares, podendo ser utilizados como agente
bioestatico para o controle da proliferagcdo do crescimento microbiano.

As respostas aos testes de FTIR, DSC e Fehling evidenciaram a
formacéo de grupos aldeidos, tornando a oxidacdo do tecido de algodao
via reacdo de periodato uma boa alternativa a funcionalizagdo e
imobilizacdo da enzima estudada através de ligacdo covalente. E dificil
comparar os valores de atividade enzimatica obtidos neste estudo com
outros estudos, devido a dependéncia da metodologia utilizada e das
condi¢des operacionais em que sdo determinados, como pH, temperatura,
substrato e tempo de reagéo.

Fatores como temperatura, concentracdo de enzima e pH
influenciam fortemente em reagdes enzimaticas, porém neste estudo, em
ambos processos de imobilizacdo investigados, apenas a temperatura, 0
pH e suas interacGes apresentaram efeito significativo sobre a atividade
do imobilizado.

Os métodos de imobilizag@o por adsorc¢do e por ligacdo covalente
se mostraram como boas alternativas para imobilizacdo da enzima,
apresentando uma atividade enzimatica recuperada de 60% apds 30 dias
de armazenamento.

O método de imobilizacdo por adsorcdo apresentou atividade
antimicrobiana insuficiente, porém o tecido de algoddo oxidado via
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reacdo com periodato se mostrou como uma boa alternativa para
funcionalizacdo e imobilizacdo da enzima estudada. O produto téxtil
obtido por este método apresentou atividade antimicrobiana satisfatoria
para 0s microrganismos estudados durante um periodo de 21 dias de
armazenamento, podendo ser aplicado para fins biostaticos e fornecendo
subsidios para o desenvolvimento de tecnologia sustentavel para a
producdo de téxteis antimicrobianos. Este tipo de tratamento pode
aumentar o valor de mercado dos produtos téxteis e atender aos requisitos
técnicos de novos nichos de mercado.

52 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

* Analisar a resisténcia ao rasgo e a tracdo e alongamento do
substrato téxtil em funcdo do tempo de reacdo com
metaperiodato de sodio;

* Avaliar a imobilizacgdo da enzima por métodos de
aprisionamento, como encapsulag&o;

»  Estudar o tempo de reacdo da imobilizacéo;

* Auvaliar a atividade antimicrobiana para varios ciclos de
lavagens;

* Quantificar a atividade antimicrobiana do produto téxtil;

+  Estudar o mecanismo de acdo antimicrobiana;

» Avaliar o efeito alergénico do produto obtido.
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7 APENDICE A - Curva padrdo de calibracio para a
determinacdo da concentracdo de proteinas

Figura 24 — Curva padréo para a determinacao de
proteina.
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8 APENDICE B - Curva padrdo de calibracio para
determinacdo da concentracdo de agucar redutor

Figura 25 — Curva padréo para a determinacdo de acucar
redutor para a a-amilase.
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Figura 26 — Curva padréo para a determinacdo de acucar
redutor para a pectinase.
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9 APENDICE C - Curva padrdo de calibragdo para a
determinacdo da concentracdo de periodato

Figura 27 — Curva padréo para a determinacao de periodato.
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