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RESUMO

O tecido de algodao cru contém 4-12 % de impurezas (gorduras, ceras, pectinas, proteinas, etc.)
e pigmentos (flavonoides) naturais, que dao uma natureza hidrofébica e uma coloragao
indesejada, dificultando o tingimento téxtil. Esses constituintes nao celuldsicos sdo comumente
removidos pela combinagao de purga alcalina com hidréxido de sédio e de branqueamento com
peroxido de hidrogénio, em altas temperaturas e acompanhados de volumosa lavagem, que
podem causar problemas ambientais e danos as fibras. Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi usar enzima como agente para a biopreparacdo do algoddo. Inicialmente, foi medida a
atividade de uma pectato liase comercial (BioPrep® 3000 L) em diferentes condi¢des de
temperatura (40, 50 e 60 °C), pH (7, 8 e 9) e concentracdo de surfactante ndo i6nico (0,0; 0,5 e
1,0 g/L), utilizando um planejamento fatorial e visando a estratégia futura de biopurga téxtil.
Depois, a enzima (1,0; 5,0 e 10,0 g/L) foi empregada na biopurga de tecidos de malha 100 %
algodao por 30 minutos, em condi¢des 6timas previamente estabelecidas de 55 °C e pH 8,5,
sob uma variedade de possibilidades de pds-tratamento com variacdo da temperatura (55, 70 e
90 °C) e da concentragdo de surfactante (0-1,0 g/L). A pectinase também foi avaliada quanto
ao seu potencial para a biopurga com reutilizacdo do banho enzimatico. A solugdo aquosa com
BioPrep® 3000 L foi reutilizada dez vezes e apenas 10 %, em volume, foi restituido com solugio
nova de enzimas em cada novo ciclo. Finalmente, a capacidade de branqueamento da lacase
Novozym® 51003 (55 °C, pH 5, 30 min) foi testada, em alternativa ao branqueamento quimico,
a fim de eliminar as substancias coloridas do algoddao cru. As amostras tratadas foram
caracterizadas quanto a perda de massa, teor de pectina, absor¢do de 4gua, indices de branco,
amarelo e claridade, espectroscopia infravermelha, morfologia e tingimento. Concluiu-se que
os efeitos dos fatores pH, temperatura e concentracao de surfactante foram estatisticamente
significativos a atividade da pectinase. Esses resultados proporcionaram suporte aos
experimentos posteros de biopurga, onde alto nivel de limpeza e boa molhabilidade (=5 s) do
tecido de malha de algoddo foram alcangados na concentracdo de enzima mais baixa (1 g/L).
Verificou-se que uma concentragao de surfactante de 0,2 g/L e uma temperatura de lavagem de
70 °C, apos a biopurga, tiveram um grande impacto na remocdo de ceras e gorduras da
superficie do algodao e foram adequadas para conferir alta hidrofilidade (5,47 + 0,76 s) com
baixa perda de massa (2,57 = 0,09 %). Quantidades consideraveis de substancias pécticas
(=95 %) foram digeridas pela pectinase, mesmo com o retiso do caldo enzimatico em dez vezes.
Os constituintes nao celuldsicos foram removidos da cuticula e da parede priméaria do algodao,
com destrui¢ao leve ou ndo detectavel das fibras. Essas alteracdes composicionais foram
associadas a melhoria das propriedades de absor¢do de agua das amostras e resultaram em uma
absor¢ao muito boa de corante, em todos os tratamentos. A capacidade de tingir das malhas
biopurgadas (K/S = 5,46 = 0,21) foi tdo boa quanto as malhas alcalinas (K/S = 4,91 + 0,45),
com valores de K/S ligeiramente mais altos. O grau de branco dos tecidos, no entanto, era pouco
(32-35 graus Berger). Os experimentos com a enzima lacase demonstraram que hé apenas um
semibranqueamento (=36 graus Berger) com lacase e investigacdes futuras sdo necessarias. De
acordo com buscas anteriores na literatura, esta ¢ a primeira tentativa detalhada de biopurga
com reaproveitamento do banho e das enzimas, contribuindo assim para a economia de agua e
do processo. Reutilizando o banho de biopurga, se possibilitard uma diminui¢do no consumo
intensivo de insumos e na geragao de aguas residuais, por meio de uma técnica economicamente
atraente, simples, promissora e sustentavel. O processo demonstrou possuir eficdcia comparavel
a da purga alcalina convencional e ha viabilidade de aplicacdo industrial. Essa abordagem
podera ajudar a impulsionar os processos biotecnoldgicos nas industrias téxteis.

Palavras-chave: Algodao. Biopurga. Reutilizagdo de enzimas. Pectinase. Economia de 4gua.
Biobranqueamento. Lacase. Processo ecologico. Industria téxtil.



ABSTRACT

Raw cotton fabric contains 4-12 % (w/w) of impurities (waxes, pectins, proteins, etc.) and
natural pigments (flavonoids), which give it a hydrophobic nature and an unwanted color,
difficulting the coloration and finishing textiles. These non-cellulosic constituents are
commonly removed by a combination of alkaline scouring with sodium hydroxide and
hydrogen peroxide bleaching, at high temperatures and followed by several washing steps, that
can cause damage to fibers and the environment. Given this, the main objective of this was to
evaluated enzyme efficiency as an agent for biopreparation of cotton. Initially, a factorial
experimental design was used to evaluate the activity of a commercial pectate lyase (BioPrep®
3000 L) at different reaction conditions of temperature (40, 50, and 60 °C), pH (7, 8, and 9),
and nonionic surfactant concentration (0.0, 0.5, and 1.0 g/l), aiming at the future strategy of
textile bioscouring. Bioscouring experiments of knitted cotton fabrics were carried out at
different enzyme concentrations (1.0, 5.0, and 10.0 g/1) for 30 minutes at previously established
optimum enzyme activity conditions of 55 °C and pH 8.5, and with varying post-treatments
including effects of temperature (55, 70, and 90 °C) and surfactant (0-1.0 g/1). Furthermore, the
reuse of the bioscouring bath was evaluated. The aqueous solution with BioPrep® 3000 L was
reused ten times and only 10 % by volume was completed with fresh enzyme solution in each
new cycle. Finally, bleaching of knitted cotton fabric with laccase Novozym® 51003 was
investigated at 55 °C, pH 5 for 30 min, as an alternative to chemical bleaching, in order to
reduce the coloring matter from raw cotton. The treated samples were characterized in terms of
weight loss, whiteness index, water absorption, pectin content, morphology, FTIR spectrum,
and dyeability. It was found that all three factors temperature, pH, and nonionic surfactant
concentration had a statistically significant influence on the activity of the pectate lyase. These
results provided substantial support for the subsequent bioscouring assays, where a high level
of cleanliness and good wettability (=5 s) of knitted cotton fabric at the lowest enzyme
concentration (1 g/l) were achieved. A surfactant concentration of 0.2 g/l and a washing
temperature of 70 °C, after bioscouring in the post-washing step, were found sufficient to aid
in the removal of waxes and fats from the cotton surface and were adequate to achieve high
hydrophilicity (5,47 + 0,76 s) at low weight loss (2,57 = 0,09 %), unlike other bioscouring
studies that used temperatures equal or higher than 80 °C. Considerable amounts of pectic
substances (=95 %) were digested by pectinase, even with the reuse of the enzyme bath up to
ten times. The non-cellulosic constituents were removed from the cuticle and primary cell wall
of the cotton, with slight or not detectable destruction of the fibers. The compositional changes
were associated with the improvement of water absorption properties of the samples and
resulted in a very good dye absorption, in all treatments. The dyeability of bioscoured fabrics
(K/S =5,46 + 0,21) was as good as that of alkaline treated swatches (K/S =4,91 + 0,45), with
slightly higher K/S values. Whiteness, however, was low (32-35 Berger degrees). The laccase
bleaching experiments have only resulted in semi-bleaching (=36 Berger degrees), and future
investigations are needed. According to our knowledge based on previous literature reports, this
is the first detailed investigation of the reuse of bioscouring baths, thus helping to reduce cost
and aid in water conservation. Reusing bioscouring baths, diminishes significantly the
consumption of inputs materials and the and generation wastewater, and is an economically
attractive, promising, and sustainable approach. In general, bioscouring developed in this study
has demonstrated efficacy comparable to conventional alkaline scouring and potential for
industrial application.

Keywords: Cotton. Enzymatic scouring. Enzyme reuse. Pectinase. Water economy.
Biobleaching. Laccase. Ecological process. Textile industry.
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1. INTRODUCAO

A industria téxtil ¢ uma das industrias mais antigas, diversificadas e maiores do mundo
(PENSUPA etal., 2017), estando presente em todos os paises, abrangendo diferentes categorias
de consumo e tendo uma enorme relevancia nas dimensdes sdcio-politica, econdmica e cultural
(FUJITA; JORENTE, 2015). Essa industria tem quase 200 anos no Brasil, que ¢ referéncia
mundial em design de moda praia, “jeanswear” e “homewear”, o quarto maior produtor e
consumidor de denim do mundo e o quarto maior produtor de malhas do mundo (ABIT, 2020).
O algodao, por sua vez, ¢ uma importante fibra natural e um dos materiais mais utilizados na
industria téxtil e de vestuario (DEMIR et al., 2018).

As fibras de algodao precisam passar por varios processos quimicos de preparacao téxtil
para obter as propriedades adequadas para uso (AGRAWAL, 2005), pois a absor¢ao de 4gua e
a brancura do algoddo cru sdo insuficientes (BUSCHLE-DILLER et al., 1999). Uma purga
alcalina com hidréxido de sédio, seguida pelo branqueamento com peroxido de hidrogénio,
geralmente tém sucesso tanto na remocao das impurezas hidrofobicas, quanto na descoloracao
das impurezas coloridas (HARDIN, 2010). Entretanto, grandes quantidades de produtos
quimicos poluentes, energia e 4gua sdo necessarias, resultando em correspondentes emissoes
de gases de efeito estufa, rejeitos solidos e liquidos contaminados (HASANBEIGI; PRICE,
2015). A descarga de produtos quimicos nocivos torna os efluentes altamente toxicos, com
sérios impactos na saide humana e no meio ambiente (KHATTAB; ABDELRAHMAN;
REHAN, 2020), se estes ndo forem tratados adequadamente (HASANBEIGI; PRICE, 2015).
Além disso, a preparacdo quimica realizada em condi¢des severas de pH e temperatura pode
causar despolimerizacao da celulose e redugdo da resisténcia fisica das fibras, levando a uma
menor qualidade dos produtos de algoddo (ABDULRACHMAN et al., 2017; SINGH et al.,
2018; XIAOKANG; HAITAO; JIANYONG, 2019).

Enzimas sdo proteinas biodegradaveis e seu uso pode contribuir para superar esses
problemas. A biopreparagdo de fibras téxteis ¢ uma area muito promissora, porque oOS
componentes das fibras como gorduras, ceras, pectinas, proteinas, corantes, entre outros, sao
substratos ideais para diferentes classes de enzimas (ANDREAUS et al., 2019). Muitos
processos de biopreparagdo foram entdo propostos, para substituir 0s processos convencionais
com produtos quimicos, conservar agua e energia, reduzir o impacto ambiental e diminuir os
danos as fibras (BESEGATTO et al., 2018). As condi¢des operacionais com enzimas sdo mais
suaves, incluindo temperaturas mais baixas, pH mais neutro e menor consumo de agua (devido

as etapas reduzidas de enxague e uso de agua de resfriamento) (HASANBEIGI; PRICE, 2015;
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HUSSAIN; WAHAB, 2018). Os tratamentos podem ser feitos nas maquinas e instalagdes
existentes com a omissao de reagentes agressivos e perigosos. Como as enzimas tém excelente
seletividade de substrato, a biopreparacao ¢ segura, facil de controlar ¢ somente agira em
substratos especificos da superficie das fibras de algodao (HARDIN, 2010; MOJSOV, 2012).
As pectinases, por exemplo, sdo enzimas que degradam pectina e sdo as mais eficazes na
biopurga dos tecidos de algoddo (AGRAWAL et al., 2007). As lacases tém se revelado com
potencial de aplicagdo para o biobranqueamento (GONCALVES et al., 2014; PEREIRA et al.,
2005; SPINA et al., 2016; TIAN et al., 2012; TULEK et al., 2021; TZANOV et al., 2003a).

Todavia, embora existam algumas tecnologias de biopreparagdo exploradas com éxito
nas industrias téxteis, os pesquisadores ainda estdo tentando encontrar meios confidveis para
expandir os horizontes do laboratorio para a escala industrial (SHAHID et al., 2016). Para
convencer os fabricantes do segmento téxtil a migrar de processos convencionais para processos
enzimaticos, o ultimo devera ser simples, de custo igual ou menor, gerar efluente em menor
volume e comprovadamente mais facil de tratar, e o tecido produzido de mesma ou melhor
qualidade (HARDIN, 2010). Como as enzimas apresentam custos mais elevados do que os
materiais convencionais (HARDIN, 2010), sua reutilizagdo pode ser uma solugdo para tornar o
seu uso mais econdmico, ja que como biocatalisadores ndo sdo consumidas durante as reagdes
(MADHU; CHAKRABORTY, 2017). A reciclagem e o reaproveitamento das enzimas
tornariam o processo mais vidvel economicamente e facilitaria a substitui¢do dos produtos
quimicos no preparo do algodao (MADHU; CHAKRABORTY, 2017).

Paralelamente, conservar dgua e mitigar a poluicdo da dgua serdo cruciais para a
industria téxtil moderna e fardo parte da estratégia para tornar seus processos produtivos mais
ecologicamente corretos, especialmente em partes do mundo onde a agua € escassa
(HASANBEIGI; PRICE, 2015; REIS et al., 2017). Segundo Holkar et al. (2016), a 4gua residual
¢ um grande impasse ambiental para o crescimento da industria téxtil e o interesse hoje estd em
tecnologias que possam produzir agua reutilizavel. As tecnologias de reutilizacdo da agua
oferecem reducdes potenciais na retirada direta de agua da natureza, com um retorno sobre o
capital investido em meses (CHEN et al., 2019), e também podem resultar em multiplos co-
beneficios ambientais (reducdo da polui¢do) e sociais (melhoria da saude humana), que se forem
quantificados em valores monetarios, aumentardo o custo-beneficio dessas tecnologias
emergentes (HASANBEIGI; PRICE, 2015).

Ha uma imensa pressdo sobre a industria de processamento téxtil para desenvolver
tecnologias sustentaveis, de baixo custo e altamente competitivas (SHAHID et al., 2016), e o

uso de enzimas, em diferentes etapas, pode ser a chave para alcangar a ecoeficiéncia na cadeia
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téxtil, minimizar o uso de recursos naturais ¢ mudar as praticas de producdo (ANDREAUS et

al., 2019).

1.1.  OBJETIVOS

Estabelecer melhorias na biopreparacdo do algodao cru, com foco na biopurga e na
reutilizagdo do banho de enzimas para remog¢ao de impurezas nao celuldsicas, com beneficios
a qualidade do produto e ao processo. Para atingir o objetivo geral, os objetivos especificos

definidos estdo listados abaixo:

i.  Fazer uma revisao da literatura, para identificar o estado da arte da biopreparagdo do
algodao;

ii.  Avaliar o efeito multivariado do pH, da temperatura e da concentragao de surfactante
ndo idnico sobre a atividade da pectinase comercial Bioprep® 3000 L, utilizando
planejamento fatorial 2* completo com ponto central;

iii.  Aplicar a enzima pectinase comercial Bioprep® 3000 L na biopurga de tecidos de malha
100 % algodao, selecionando as melhores condigdes operacionais;

iv.  Avaliar os efeitos da temperatura e da adicao de surfactante na etapa de lavagem, apds
a biopurga, no tocante ao desempenho dos substratos biopurgados, sobretudo em termos
de mudanga na hidrofilidade;

v.  Explorar o retiso do banho enzimatico no processo de biopurga téxtil;

vi.  Testar o uso da enzima lacase comercial Novozym® 51003 no biobranqueamento de
malhas 100 % algodao;

vii.  Analisar os tecidos de algodao tratados enzimaticamente quanto as suas propriedades
fisico-quimicas e téxteis;
viii.  Quantificar e comparar os resultados dos tratamentos enzimaticos com 0 processo

convencional da industria téxtil.

1.2.  ESTRUTURA DA TESE

A tese foi estruturada no formato de artigos cientificos, com a inclusd@o dos manuscritos
resultantes da pesquisa, e estd dividida em sete capitulos: (1) introdugdo, (2) revisdo da
literatura, (3) artigo 1, (4) artigo 2, (5) artigo 3, (6) artigo 4 e (7) conclusdes gerais. Uma lista

de referéncias é fornecida no final.
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A revisdo da literatura comega com uma visao geral da industria té€xtil, com destaque
para a fibra de algodao e sua composicao quimica. Em seguida, os processos de biopreparagao
do algodao sao apresentados e um relatorio do estado da arte sobre a biopurga ¢ fornecido. Os
artigos usados foram coletados principalmente na base de periddicos “Scopus”.

O artigo 1 foi intitulado “COMPREENDENDO OS EFEITOS DOS PARAMETROS
DE PROCESSO NA BIOPURGA DO ALGODAO E SUAS INTERACOES NA ATIVIDADE
DA PECTATO LIASE POR ANALISE DE PLANEJAMENTO FATORIAL”. Plano de
estudos: Foi feita a caracterizagio de uma pectato liase comercial (BioPrep® 3000 L) em
diferentes temperatura (40, 50 e 60 °C), pH (7, 8 ¢ 9) e concentracdo de surfactante ndo i6nico
(0,0; 0,5 e 1,0 g/L), e a avaliacdo do seu potencial para aplicacdo na biopurga téxtil sob
condi¢des otimizadas por projeto experimental. O surfactante ¢ um aditivo complementar na
composicdo do banho de biopurga e a estabilidade da enzima ao agente surfactante ¢ um
parametro importante que permite que as enzimas sejam usadas em diferentes tipos de
industrias (OUMER; ABATE, 2017). Resultados gerais e conclusdes: A maxima atividade
enzimatica (618,17 = 70,67 U/mL) foi identificada na temperatura de 60 °C, pH 9 e na auséncia
de surfactante. Diante disso, a biopurga foi realizada a 55 °C e pH 8.5, ambos ligeiramente
abaixo da condicdo 6Otima, considerando que condi¢des menos severas seriam benéficas,
sobretudo no que se refere a reutilizagdo futura da enzima, para ndo causar prejuizos ao
desempenho da enzima por desnaturagdo e para que esta tenha alta atividade ainda. A enzima
(1 g/L) mostrou alto potencial biotecnologico na biopurga de algodao e a acdo benéfica do
surfactante na biopurga, sobre a absorc¢ao de dgua dos tecidos (=5 s), a0 menos compensou por
uma atividade enzimatica eventualmente reduzida.

O artigo 1 foi publicado no periodico “THE JOURNAL OF THE TEXTILE
INSTITUTE”. Bruna Lyra Colombi, Quesli Martins, Cintia Kopsch Imme, Diofer Barboza Da
Silva, José Alexandre Borges Valle, Jiirgen Andreaus, Manuel Jos¢ Lis Arias, Rita De Cassia
Siqueira Curto Valle. Understanding the effects of process parameters in the bioscouring of
cotton and their interactions on pectate lyase activity by factorial design analysis. The Journal
of The Textile Institute, 2021. DOI: 10.1080/00405000.2021.1907987.

O artigo 2 foi intitulado “AVANCOS NA BIOPURGA SUSTENTAVEL DE TECIDOS
DE ALGODAO: AVALIACAO DE DIFERENTES POS-TRATAMENTOS PARA
MELHORAR A MOLHABILIDADE DO TECIDO”. Plano de estudos: A ideia foi estabelecer
um roteiro para a biopurga de algodao, utilizando a preparagio de pectinase comercial BioPrep®
3000 L em condigdes brandas de pH (8,5), tempo (30 min) e temperatura (55 °C), sob uma

variedade de pos-tratamentos com variagdo da temperatura (55, 70 e 90 °C) e da concentragao
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de surfactante ndo i6nico (0-1,0 g/L). Com isso reunir varias informag¢des-chave do processo
(informagdes geralmente estdo espalhadas por varios artigos diferentes) para explorar reais
possibilidades de aplicagdo industrial. Resultados gerais e conclusdes: Este estudo forneceu
um entendimento sobre a previsibilidade do desempenho de limpeza da biopurga, ao decidir
alguns parametros do processo. A enzima foi capaz de degradar especificamente as substancias
pécticas (>95 %) do algodao, mas propriedades de absorcdo de agua satisfatorias s6 foram
alcancadas com uma etapa posterior de lavagem a quente. Foi observado que 0,2 g/L de
surfactante e 70 °C foram essenciais e suficientes na etapa de pos-tratamento, para ruptura e
remocdo da camada de ceras do algoddo cru, enquanto a maior parte da biopurga atual ¢
realizada com um procedimento de emulsificagdo em alta temperatura acima de 80 °C, o que ¢
uma vantagem ambiental e econdmica interessante.

O artigo 2 foi publicado no periodico “CLEANER ENGINEERING AND
TECHNOLOGY”. Bruna Lyra Colombi, Rita De Céssia Siqueira Curto Valle, José Alexandre
Borges Valle, Jiirgen Andreaus. Advances in sustainable enzymatic scouring of cotton textiles:
Evaluation of different post-treatments to improve fabric wettability. Cleaner Engineering
and Technology, v. 4, n. 100160, 2021. DOI: 10.1016/j.clet.2021.100160.

O artigo 3 foi intitulado “UMA ABORDAGEM SUSTENTAVEL PARA A
BIOPURGA DE ALGODAO: REUTILIZACAO DA PECTATO LIASE CONTIDA NO
BANHO DE TRATAMENTO”. Plano de estudos: A industria téxtil utiliza grandes
quantidades de agua, energia, produtos quimicos e matérias-primas, e nas Ultimas décadas,
tornou-se importante economizar esses insumos. Com o procedimento de biopurga ja bem
estabelecido nos artigos anteriores, a reutilizagdo do banho de biopurga foi avaliada,
diferentemente da maioria das biopurgas que sdo realizadas usando uma solugdo enzimatica
fresca. Cerca de 90 % do banho de limpeza bruto contendo pectinase foi recuperado,
completado com 10 % de solugao enzimatica nova e reutilizado na biopurga. Resultados gerais
e conclusdes: Até dez ciclos consecutivos de reutilizagdo foram possiveis, resultando em uma
diminui¢do de 95 % de pectina no tecido e uma hidrofilidade aceitdvel para processamentos
industrias de tingimento, estamparia e acabamento (=30 s). A reutilizacdo do banho bioldgico
de biopurga torna o processo baseado em enzimas mais competitivo e atende as necessidades
da industria téxtil moderna, por um processamento mais ecoldgico e sustentavel.

Uma representacao grafica com a sequéncia de trabalho dos artigos 1, 2 e 3 ¢ mostrada

na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Resumo grafico com a sequéncia de trabalho dos artigos 1, 2 e 3.
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O artigo 4 é um resumo expandido intitulado “BRANQUEAMENTO ENZIMATICO
DE TECIDOS DE ALGODAO COM LACASE”. A purga enzimdtica nio é suficiente em
relacdo ao grau de branco e um branqueamento adicional ¢ comumente necessario para remover
as impurezas amarelas das fibras de algodao, antes do tingimento e acabamento (BABU et al.,
2007; SPICKA et al., 2015). No artigo 4, fez-se o biobranqueamento do algoddo com uma
enzima lacase comercial Novozym® 51003 e, embora os dados disponiveis sejam preliminares,

indicam que a abordagem ¢ promissora para uma investigagao mais completa.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. INDUSTRIA TEXTIL

Muito além das nossas roupas, os produtos desta industria revestem moveis,
protegem-nos do sol, estdo em nossos calgados. Para além das fronteiras de nossa
visdo, percebemos que materiais téxteis estdo presentes nos meios de transporte, nas
edificagdes e em muitos outros processos industriais. Se expandirmos ainda mais
nossa observagao, ¢ possivel notar que, ndo importa o tamanho de uma cidade, sempre
havera algum negoécio relacionado ao setor, seja uma oficina de costura ou uma
pequena loja de bairro. Seria dificil imaginar um mundo em que ndo houvesse
produtos téxteis a nosso dispor para criarmos as mais variadas solugdes e atendermos
a diversas necessidades essenciais. (CNI, 2017, p. 11).

A industria téxtil compreende um grupo diversificado e segmentado de
estabelecimentos que produzem e/ou processam produtos relacionados a téxteis: fibras, fios e
tecidos (BABU et al., 2007). Estabelecimentos téxteis recebem e preparam fibras, transformam
fibras em fios, convertem o fio em tecidos ou produtos relacionados e, em seguida, tingem e
finalizam esses materiais em vdrios estagios de produciao (BABU et al., 2007; HOLKAR et al.,
2016). O processo de conversdo de fibras brutas em produtos acabados (sintetizado na Figura
2.1) é complexo e, por isso, a maioria das fabricas ¢ especializada (BABU et al., 2007;

PENSUPA et al., 2017).

Figura 2.1 — Fluxograma com as etapas envolvidas no processo de producao téxtil.
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fibras fios tecidos

Tingimento e
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Preparacio Acabamento

Fonte: Adaptado de PENSUPA et al. (2017).

Os produtos téxteis e o proprio setor sdo imprescindiveis na vida diaria e estdo sempre
se expandindo, desde aplicagdes médico-hospitalares até aplicagdes na construgdo civil,
tecnologias de nano fabricagdo e tecnologias aeroespaciais (PALAMUTCU, 2017). Com o

aumento da populagdo mundial, houve um aumento na demanda por produtos téxteis que levou
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a um alto volume de producdo de fibras téxteis (PENSUPA et al., 2017). Em 1975,
aproximadamente 23,94 milhdes de toneladas de fibras téxteis foram produzidas no mundo
inteiro e esse nimero aumentou progressivamente para 108,3 milhdes de toneladas em 2020
(FERNANDEZ, 2021), em que as fibras sintéticas a base de petroleo representavam mais de
60 % do consumo total (PALAMUTCU, 2017). Apos a Segunda Guerra Mundial (1939-1945),
surgiram as fibras sintéticas e o desenvolvimento de industrias fabricantes de fibras sintéticas,
e essas afetaram a producdo de fibras naturais e as tendéncias de consumo (PENSUPA et al.,
2017). Na atualidade, o consumo de fibras sintéticas € superior ao das fibras naturais e a Figura

2.2 mostra a distribui¢do do consumo de fibras em todo o mundo, em 2017.

Figura 2.2 — Consumo global de fibras em 2017.
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Fonte: Adaptado de PALAMUTCU (2017).

A expansao da industria téxtil exerce também uma influéncia significativa na economia
global (PENSUPA et al., 2017). A China, por exemplo, ¢ o maior produtor e foi o principal
exportador mundial de téxteis em 2019, com um valor a cerca de 120 bilhdes de dolares de
exportagdes (SABANOGLU, 2020). Segundo a Associagdo Brasileira da Industria Téxtil e de
Confeccgdo (ABIT, 2020), o Brasil é o quarto maior produtor de denim e de malhas do mundo
(produgdo média téxtil de 2,04 milhdes de toneladas), com um faturamento anual na ordem de
185,7 bilhdes de dodlares, mais de 25.000 empresas formais e 1,5 milhdes de empregos diretos.
O Brasil tem a maior cadeia téxtil completa do ocidente, a comegar pela produgdo de fibras
(plantagdo de algodao) até os desfiles de moda, transitando por fiagdes, tecelagens,
beneficiadoras, confec¢des e forte varejo, representando um mercado dinamico, sélido e de

grande influéncia na economia (ABIT, 2020).
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A industria téxtil utiliza diferentes recursos/matérias-primas e a industria té€xtil baseada
em algoddo ¢ a considerada neste estudo. A histéria de téxteis confeccionados de algodado ¢
antiga (pré-historica) e os primeiros registros remontam a 5.800 a.C., em restos de capsulas e
tecidos que foram encontrados numa caverna localizada no México (WULFHORST; GRIES;
VEIT, 2006). O algodao foi a fibra dominante até o final do século XX, quando perdeu a posi¢ao
privilegiada ao poliéster, mas continua muito a frente das outras fibras téxteis (EICHHORN et
al., 2009; PALAMUTCU, 2017). Mais de 20 milhdes de toneladas de algodao sdao produzidas
anualmente e os principais paises produtores incluem India, China, Estados Unidos e Brasil
(Figura 2.3). Os consumidores continuam comprando grandes quantidades de produtos de
algoddo devido as caracteristicas desejaveis: sdo absorventes de umidade, tém um bom
caimento (leves e confortaveis) e tém longa durabilidade (SHAHBANDEH, 2020). Ramos
comuns de aplicacdo comercial sdo em vestudrio e artigos de cama, mesa, banho e decoragao

(WULFHORST; GRIES; VEIT, 2006).

Figura 2.3 — Os dez principais paises produtores de algodao na safra 2019/2020 (em 1.000

toneladas).
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Fonte: Adaptado de SHAHBANDEH (2020).

2.2. ALGODAO

O algodao ¢ uma fibra celuldsica, unicelular, que se origina como uma pelugem na
semente das plantas do género Gossypium (MOJSOV, 2012), cultivadas em regides tropicais
subtropicais do mundo (EICHHORN et al., 2009). Das 50 espécies conhecidas, apenas 4 sdo
cultivadas e de grande importancia comercial (G. hirsutum, G. herbaceum, G. barbadense e G.

arboreum), com as outras 46 espécies de algodao crescendo espontaneamente em estado
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selvagem nos tropicos e subtropicos (EGBUTA et al., 2017). Cada semente hospeda cerca de
2.000 a 7.000 fibras, de cor geralmente branca cremosa ou amarelada (AGRAWAL, 2005).

A fibra de algodao (largura média de 11,5-20,0 um) possui uma estrutura multicamadas
com quatro camadas elementares (de fora para dentro, Figura 2.4): cuticula, parede primaria,
parede secundaria e lumen, que sdo diferentes estruturalmente e quimicamente (MOJSOV,
2012). A cuticula é uma fina membrana externa (2,5 % da massa da fibra), amorfa e composta
por ceras, proteinas e pectinas, que protege o algodao contra ataques ambientais e contra a
penetracao de agua (LI; HARDIN, 1997). A parede primaria tem 0,1 um de espessura, o que
representa apenas 1 % da espessura total da fibra, e consiste em 52 % de celulose com uma
mistura complexa de pectinas, ceras, proteinas, cinzas € outros compostos organicos
compreendendo o restante (ETTERS, 1999). A parede secundéria ¢ a camada mais espessa
(91,5 % da massa da fibra) formada por celuloses paralelas e sobrepostas (sdo camadas
concéntricas de celulose com tor¢cdes de forma alternada) e o limen é um canal central

composto por residuos protoplasmicos (LI; HARDIN, 1997; MOJSOV, 2012).

Figura 2.4 — Diagrama da microestrutura do algoddo, mostrando a distribuicdo de celulose e
de outros materiais ndo celuldsicos nas varias camadas da fibra. (A dimensao da parede
celular ndo esta em escala).
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O limen ¢ a parte “viva” da célula, cheia de liquido (PENSUPA et al., 2017),
responsavel pelo transporte de adguas e nutrientes para a fibra durante o seu crescimento
(PEREIRA et al., 2015). Na maturidade a fibra seca, a parede celular desincha e o lumen
colapsa, conferindo uma se¢do transversal tipica em forma de rim (feijdo) a fibra de algodao,
de didmetro irregular com torgdes ou convolagdes periddicas ao longo do comprimento (Figura
2.5) (KARMAKAR, 1999). As fibras de algodao maduras sdo entdo células secas, nas quais o
limen se torna um espaco oco dentro da parede celular colapsada (PENSUPA et al., 2017). As
fibras que eram cilindricas se tornam fitas planas e torcidas, que podem se interligar quando
fiadas para formar o fio, que ¢é a base dos materiais téxteis de algoddo (EICHHORN et al.,

2009).

Figura 2.5 — Micrografia eletronica de varredura da secdo transversal de fibras de algodao cru.
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Fonte: GOYNES (2003).

A composi¢do quimica da fibra de algodao (Tabela 2.1) varia em func¢do da variedade
do algoddo, do ambiente de cultivo (geologia, constituicdo do solo, condigdes climaticas,
técnicas de cultivo, etc.) e do nivel de maturagao das fibras (DARIA; KRZYSZTOF; JAKUB,
2020). O teor de celulose, 88 a 96 %, aumenta com o aumento do grau de maturacdo (DARIA;
KRZYSZTOF; JAKUB, 2020; MOJSOV, 2012). As impurezas ndo celuldsicas variam de 4 a
12 %, sobre a massa total em base seca (KARMAKAR, 1999), e estao localizadas, sobretudo,
no lado mais externo da fibra, na cuticula e na parede priméaria (STANESCU et al., 2010), sendo
provavel que a concentracdo aumenta a medida que a zona externa se aproxima (ETTERS,

1999).
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Tabela 2.1 — Valores tipicos para a composi¢ao quimica de uma fibra de algodao madura.
Quantidade na

Constituintes (Qo/l:tl:ltll:z(:: :zzzl) parede primaria
(% em base seca)

Celulose 88,0 — 96,5 52

Proteina 1,0-1,9 12

Ceras 0,4-12 7

Cinza (sais inorganicos) 0,7—-1,6 3

Pectinas 0,4—-1,2 12

Outros (resinas, pigmentos, hemicelulose,

acucares, acidos organicos, substancias lenhosas 0,5 — 8,0 14

incrustadas)

Fonte: ETTERS (1999); KARMAKAR (1999).

Dentre todas as fibras vegetais, o algodao apresenta o maior teor de celulose (DARIA;
KRZYSZTOF; JAKUB, 2020): depdsitos de celulose na parede celular secundaria do algodao
sd0 a mais pura (concentrada) forma de celulose que ocorre no reino vegetal e que esta
disponivel na natureza (TARCHEVSKY; MARCHENKO, 1991). A celulose, de formula geral
(C6H1005)n, € um polissacarideo linear formado por moléculas de celobiose recorrentes,
consistindo de dois anéis de glicose unidos entre si através de ligagdes glicosidicas do tipo B-
1,4 (ver Figura 2.4) (PEREIRA et al., 2015). Duas unidades de glicose adjacentes sdo ligadas a
partir da eliminagao de uma molécula de agua (H2O) entre seus grupos hidroxilas (-OH) ligados
ao carbono 1 e 4 (PEREIRA et al., 2015). Até 10.000 unidades de glicose, repetidas
aproximadamente a cada 1,03 nm, podem ser encontradas nas cadeias celuldsicas do algodao
(KARMAKAR, 1999; PEREIRA et al., 2015), o que corresponde a uma massa molecular na
faixa de 50.000-1.500.000 g/mol (MOJSOV, 2012).

A celulose do algodao consiste em regides cristalinas (=70 %) e regides amorfas
(=30 %) menos organizadas (Figura 2.6) (MOJSOV, 2012). Os grupos hidroxilas (-OH) ligados
as unidades de anel podem se ligar as hidroximetilas (-CH2OH) de cadeias proximas via
ligacdes de hidrogénio, para formar as microfibrilas celuldsicas compreendendo de 60 a 70
cadeias de celulose (Figura 2.6) (TARCHEVSKY; MARCHENKO, 1991). As cadeias se
aderem entre si por ligagdes de hidrogénio e também por forgas de Van der Waals (MOJSOV,
2012; PENSUPA et al., 2017). As microfibrilas formadas t€ém diametros de 10 a 30 nm e sdo
orientadas no espacgo de forma definida em angulos (PEREIRA et al., 2015). Esses arranjos das
moléculas de celulose, em relagdo umas as outras e ao eixo da fibra, dao as propriedades fisicas
da fibra de algoddo como matéria-prima téxtil, bem como o seu comportamento quimico e
reatividade (MOJSOV, 2012). Algumas propriedades fisicas e mecanicas estdo listadas na

Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Propriedades fisicas e mecanicas de fibras de algodao.

Comprimento médio (mm) 20,0 — 64,0
Largura média (pum) 11,5-20,0
Massa especifica (g/cm?) 1,5-1,6
Resisténcia a tracdo (MPa) 300 — 700
Alongamento na ruptura (%) 7,0-8.,0
Modulo de Young (GPa) 5,0-13,0

Fonte: DARIA; KRZYSZTOF; JAKUB (2020).

Figura 2.6 — Subunidades da fibra de celulose na parede secundéria da fibra de algodao.
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Os componentes contendo nitrogénio constituem o maior percentual de impurezas do
algoddo bruto, quando expressos como proteina (1,1 — 1,9 %), e ocorrem no limen da fibra
como residuo protoplasmaético e, em pequena por¢do, na parede primaria (WAKELYN et al.,
2006). A fibra de algoddo contem proteinas e peptideos, aminoacidos livres e nitrogénio ndo
proteico (WAKELYN et al., 2006). Os componentes proteicos detectados sdo leucina, valina,
prolina, alanina, oxi-proteina, treonina, acido glutdmico, glicina, serina, acido aspartico,
asparagina, lisina e arginina, que podem ser convertidos em compostos soliveis e removidos
por ebulicdo com alcalis (KARMAKAR, 1999).

Alcoois primarios (C26-C36) € 4cidos graxos (Cis-Cs6) sdo os principais componentes
lipidicos da fibra de algoddo madura (AGRAWAL et al., 2007). Oleos e ceras naturais sio
misturas de dalcoois graxos, acidos graxos saturados, ésteres de alta massa molecular,

hidrocarbonetos saturados e insaturados, aldeidos, glicerideos, compostos acilicos, resinas,
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cutina e suberina (AGRAWAL, 2005; ETTERS, 1999; HARDIN, 2010), que podem ter uma
faixa bastante elevada e ampla de pontos de fusdo, de 64 até 214 °C (AGRAWAL et al., 2007;
SENTHIL RAJA et al., 2012), e podem ser classificados em: (1) saponificaveis (=40 % do
contetdo total) e (2) ndo saponificaveis (=60 %) (AGRAWAL et al., 2007). Dos compostos
ndo saponificaveis, os alcoois, ésteres e acidos graxos de alta massa molecular sdo os mais
dificeis de serem removidos (HARDIN, 2010). Esses materiais cerosos ddo um toque macio a
fibra e reduzem as forgas de atrito durante a fiagdo agindo como lubrificantes (AGRAWAL,
2005; WAKELYN et al., 2006), ao mesmo tempo que ddo uma alta hidrofobicidade ao algodao
cru (MOJSOV, 2012).

A cinza residual contém potéassio (2.000 a 6.500 ppm) como ion metalico mais
abundante, seguido pelo magnésio (400 a 1.200 ppm) e calcio (400 a 1.200 ppm) (WAKELYN
et al., 2006). Outros ions metalicos que estdo presentes em pequenos vestigios no algodao sdo
sodio, ferro, magnésio, cobre e zinco (AGRAWAL, 2005).

A pectina (Figura 2.7) estd presente, principalmente, nas zonas da parede celular
priméria do algodao como um gel de preenchimento de espago, e trata-se de um polimero de
cadeia longa (com um grau de polimerizagdo de 200-400) que tem dezessete diferentes
monossacarideos em sua estrutura quimica. A pectina €, quigd, a mais complexa macromolécula
natural, de alta massa molecular, comumente amorfa, insolivel em agua, solivel em solugdes
alcalinas e cuja hidrolise final da o acido galacturénico (Figura 2.8). E constituida de, no
minimo, 65 % de residuos de acido galacturdnico ligados entre si por ligagcdes a(1—4) num
padrdo linear, com pontos de ramificacdo nos quais predominam cadeias laterais de arabinose
e galactose. (CANTERI et al., 2012; EICHHORN et al., 2009; HOONDAL et al., 2002). A alta
metilacdo (85 %) do acido poligalacturdnico o torna fortemente hidrofobico, contribuindo para

a falta de absor¢do de dgua do algodao cru (LI; HARDIN, 1997).
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Figura 2.7 — Representagdo esquematica da cadeia de pectina.
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Fonte: Adaptado de CANTERI et al. (2012).

Figura 2.8 — Estrutura quimica primaria de uma molécula de pectina. Os residuos de ramnose,
galactose, arabinose, xilose e outros nao estdo incluidos.
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2.3.  BIOPREPARACAO DO ALGODAO NA INDUSTRIA TEXTIL

Quimicamente, toda fibra de algodao contém 92 % de celulose, em média, e o resto sao
impurezas naturais ndo celuldsicas, que constituem por volta de 10 % da massa total e estdo
presentes na (ou perto da) parede celular priméaria (MOJSOV, 2014). Os constituintes nao
celuldsicos sdo pectinas, gorduras e ceras, proteinas e corantes naturais (MOJSOV, 2014), que
conferem ao algoddo cru uma protecao hidrofobica e uma superficie lubrificada ao
processamento (WAKELYN et al., 2006), limitando fortemente a absor¢ao de dgua e a alvura
da fibra de algodao (MOJSOV, 2014; STANESCU et al., 2010). Devido a natureza hidrofobica
e cores indesejadas, os téxteis ndo estdo prontos para os processos de tingimento, estamparia e
acabamento (AGRAWAL, 2005). O tecido de algodao bruto precisa ser preparado, limpo e
convertido em hidrofilico, a fim de alcancar adequada absorc¢ao de 4gua e uniformidade de cor
(fixacdo igualmente distribuida da tinta) durante o tingimento (LOSONCZI, 2004). Assim,
procedimentos para eliminagdo das impurezas foram elaborados.

A Tabela 2.3 sumariza os estigios de preparacdo, os quimicos envolvidos no
procedimento industrial classico e as possiveis enzimas desenvolvidas nas ultimas décadas.
Com a preparagdo, as substancias ndo celuldsicas que circundam o nucleo de celulose sao
removidas e, como resultado, a fibra de algodao se torna hidrofilica, mais branca e apropriada
para tingimento e outros processos (MOJSOV, 2012). O resultado final ¢ uma fibra de celulose
quase pura (teor acima de 99 %) e com excelente absorvéncia (WAKELYN et al., 2006).

Na fabricagao de tecido plano, os fios de urdume devem ser revestidos com um agente
de colagem (material aglutinante), antes da producdo no tear, para que adquiram maior
resisténcia mecanica e nao quebrem durante os esfor¢cos significativos da tecelagem
(ANDREAUS et al., 2019). Entdo, na preparacdo convencional de tecidos planos hd uma etapa
de desengomagem, anterior a purga e ao branqueamento, para remog¢ao do agente de colagem,

enquanto os tecidos de malha sdo apenas purgados e branqueados.
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Tabela 2.3 — Etapas de preparacdo do tecido de algoddo com os respectivos quimicos ¢ as
principais enzimas desenvolvidas para cada processo.

o~ ;. Principais
Processo Descricao Quimicos . P
Enzimas
Retirada de impurezas .
. . . Pectinases,
naturais como gorduras,  Agentes alcalinos (hidroxido
. 1 - 4 . - proteases,
ceras, pectinas e de calcio, hidroxido de sédio linases
Purga proteinas do tecido de e carbonato de sodio), CIIJ)tinas’es
algodao, para que a surfactantes e . ’
- \ . . xilanases e
absor¢ao de agua seja emulsificantes.
celulases.
aumentada.
Eliminagdo dos Agentes de branqueamento
pigmentos naturais oxidantes (peroxido de
(flavonoides) que ainda hidrogénio, peroxido de
permanecem na fibra sodio, acido peracético, Glicose
celulosica, para fornecer  hipoclorito de sodio e clorito  oxidase,
Branqueamento , 1 .
uma base branca de s6dio) ou redutores arilesterase e
consistente para (didxido de enxofre, lacases.
aplicacdo de tintura. hidrossulfito de sodio e
Remogao da tonalidade bissulfito de so6dio) e
amarelada. agentes tensoativos.
Fonte: Adaptado de ANDREAUS et al. (2019); LOSONCZI (2004); SHAHID et al. (2016); VARADARAJAN;
VENKATACHALAM (2016).

Entre os varios estagios de processamento do algodao, a preparagdo representa uma das
etapas mais agressivas dentro da industria de beneficiamento téxtil, altamente consumidora de
energia, agua e produtos quimicos (AGRAWAL, 2005; LOSONCZI, CSISZAR; SZAKACS,
2004). O uso de produtos quimicos e de elevadas temperaturas t€ém muitas desvantagens,
incluindo agdes corrosivas nos equipamentos, formacdo de vapores toxicos, alto consumo
energético, despolimerizagdo da celulose, redugdo da resisténcia da fibra e poluicao ambiental
(RAMADAN, 2008). Cerca de 75 % dos poluentes organicos oriundos do acabamento téxtil
sdo provenientes da tradicional preparagdo de produtos de algodio (LOSONCZI; CSISZAR;
SZAKACS, 2004) e os efluentes representam sérias ameagas ao meio ambiente, sendo
caracterizados por alto pH e alta demanda quimica e demanda bioldgica de oxigénio
(VARADARAJAN; VENKATACHALAM, 2016).

As enzimas sdo biocatalisadores extremamente eficientes e altamente especificos que
podem superar esses problemas. As enzimas sio proteinas globulares que consistem em longas
cadeias lineares de aminoacidos que se dobram em uma estrutura tridimensional com
propriedades unicas (SHRIMALI; DEDHIA, 2016). Cerca de quatro mil enzimas sdo
conhecidas, em torno de duzentas ja sdo usadas pelas industrias e a demanda est4d em constante

crescimento (BESEGATTO et al., 2018). De acordo com um estudo recente, o mercado global
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de enzimas industriais foi avaliado em US$ 5,9 bilhdes em 2020 e espera-se que atinja US$ 8,7
bilhdes até 2026 (MARKETSANDMARKETS, 2020). Novozymes®, DSM e DuPont sdo os
maiores produtores, e América do Norte e Europa sao os maiores consumidores, embora China,
Japdo e India consumam quantidades crescentes de enzimas a medida que suas economias
crescem (BESEGATTO et al., 2018).

Os tratamentos enzimaticos, em substituicdo aos tradicionais, vém para suprir a caréncia
de processamentos téxteis mais sustentaveis, aliados a tecnologia limpa e ganhos ambientais,
valendo-se do potencial catalitico das enzimas (BESEGATTO et al., 2018). Os bioprocessos
(biopurga e biobranqueamento) minimizam os danos as fibras por serem realizados em
condi¢des suaves de pressdo, pH e temperatura, bem como sdo ecologicamente aceitos pela
diminui¢do da quantidade de quimicos e energia consumidos e de efluentes gerados (SHAHID
et al., 2016; SHRIMALI; DEDHIA, 2016; VARADARAJAN; VENKATACHALAM, 2016).
Os tratamentos enzimaticos podem economizar energia porque operam em temperaturas mais
baixas e o efluente ¢ mais facil de tratar e limpar (HARDIN, 2010) pela biodegradabilidade das
enzimas. Proporcionam pleno suporte e inovagao a industria téxtil, melhorando a qualidade dos
seus produtos, a seguranca das condicdes de trabalho e em total acordo com as regulamentagdes
ambientais (ALY; MOUSTAFA; HEBEISH, 2004).

Todavia, embora os bioprocessos oferegam muitas vantagens, existem algumas
deficiéncias a serem superadas relacionadas a viabilidade econdmica, principalmente devido ao
alto custo das enzimas, e diversos problemas tecnoldgicos (KALANTZI; KEKOS; MAMMA,
2019) como taxas reacionais mais lentas e baixa eficacia, que impedem sua total aceitagdo em

aplicacdes industriais (SHAHID et al., 2016).

24. BIOPURGA

A purga alcalina tem sido usada com sucesso ha séculos e ¢ frequentemente feita com
hidréxido de so6dio (NaOH) diluido (0,5 a 4,0 %) em temperaturas proximas ao ponto de
ebulicdo da agua (100 °C) (HARDIN, 2010). Contudo, ainda que a purga alcalina seja eficaz e
os custos do NaOH sejam baixos, esta requer grandes volumes de 4gua de enxague para
diminuir o pH do tecido e consome uma quantidade consideravel de energia (AGRAWAL et
al., 2007; SHAHID et al., 2016). Durante o processo, enquanto a temperatura esta elevada e sob
condicdes altamente alcalinas, se o tecido estiver em contato com o ar ou com tragos de metais
como cobre e ferro, podem ocorrer danos oxidativos a celulose, que podem resultar na

despolimerizagao da celulose e em perda de resisténcia do tecido (HARDIN, 2010). Além disso,
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devido a natureza ndo especifica da purga alcalina, pode ser que aconte¢a uma remog¢ao
completa e desnecessaria das ceras da superficie do algodao, criando uma sensagdo de mao
aspera no tecido (HARDIN, 2010).

A biopurga € o processo baseado na ideia de remover especificamente as impurezas nao
celulosicas com enzimas especificas (HOONDAL et al., 2002). Na biopurga, pectinases podem
ser empregadas para remocgao de pectina, proteases para proteinas, lipases para 6leos e gorduras,
xilanases para hemicelulose e assim por diante, de forma individual ou associada (ANDREAUS
et al., 2019). As enzimas, dada a sua especificidade, vao atuar exclusivamente nos compostos
que se deseja eliminar, tendo uma influéncia passivel de controle sobre a fibra de algodao
(HARDIN, 2010), e sao selecionadas com base no pH, temperatura, tempo e qualidade do
produto final (HOONDAL et al., 2002; SHAHID et al., 2016). A disponibilidade de uma série
de preparagdes enzimaticas comerciais ja estd disponivel no mercado e alguns exemplos podem
ser vistos na Tabela 2.4.

A maioria dos processos de biopurga sdo fundamentados na decomposi¢ao da pectina
por enzimas pectinases (MOJSOV, 2012). As enzimas pectinases agem nos compostos pécticos
da cuticula e da parede primaria do algoddo, que atuam como uma barreira hidrofobica
impermeavel (“cola bioldgica™) covalentemente ligada a celulose e fortemente ligada por
hidrogénio as outras substancias (Figura 2.9) (MADHU; CHAKRABORTY, 2017; MOJSOV,
2012). A digestao da pectina pelas pectinases desestabiliza a estrutura do algodao, afrouxa a
matriz celulésica e liberta os produtos ndo celulosicos para subsequente remoc¢do por
emulsificagdo em uma lavagem com agua quente e surfactante (NIAZ et al., 2011). A maior
parte dos materiais de cera t€ém pontos de fusdo abaixo do ponto de ebulicao da 4gua (100 °C)
e os tratamentos de alta temperatura podem ser eficazes na sua remog¢ao ou pelo menos na sua
redistribuicdo na superficie da fibra de algoddo (HARDIN, 2010). Assim sendo, ao remover a
pectina ¢ mais fécil retirar todas as outras impurezas soltas, sem causar despolimerizagdo da

celulose, demasiada perda de massa e queda na resisténcia dos materiais (SHAHID et al., 2016).



Tabela 2.4 — Exemplos de preparacdes enzimaticas comerciais para biopurga de algodao.
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Enzima Prepara.g: a0 Proc.lutor da Referéncia
Comercial Enzima
(AGRAWAL et al., 2008)
(KALANTZI et al., 2008)
Pectinase alcalina . (KALANTZI et al., 2010)
(Pectato liase) BioPrep3000L  Novozymes (KALANTZI; KEKOS;
MAMMA, 2019)
(SILVA etal., 2017)
(TZANOV et al., 2001)
(BRISTI; PIAS; LAVLU,
2019)
Pectinase alcalina ~ Scourzyme L Novozymes (CHOE et al., 2004)
(HEBEISH et al., 2009)
(NIAZ et al., 2011)
Pectinase acida Pectinase 62L Biocatalysts (TZANOV et al., 2001)
Pectinase Rakuto Kasei
(Pectina liase) PectoZym HF (Israel) Ltd. (DEGANI, 2021)
Pectinase . DSM-Gist-
(Poligalacturonase) Rapidase c-80L Brocades (DEGANI, 2021)
Celulase Cellusoft L Novozymes (HEBEISH et al., 2009)
Celulase Cellusoft CR Novozymes (SILVA etal., 2017)
(KALANTZI et al., 2010)
. . KALANTZI; KEKOS;
Lipase Lipolase 100L Novozymes f\/l AMMA, 2019)
(SILVA etal., 2017)
. Cutinase ISC- InterSpex Products,
Cutinase 02-BE1 Inc. (DEGANTI, 2021)
Protease Alcalase 2.5L Novozymes %\I/iﬁl\l;lﬁ/lilzg{), II;;EKOS’
Xilanase Pentopan Mono Novozymes (KALANTZI; KEKOS;
BG MAMMA, 2019)
Enzima Beisol PRO CHT Group (PUSTIANU et al., 2018)

multicomponente
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Figura 2.9 — Interconexdes entre celulose e outros componentes ndo celuldsicos na parede
primaria da fibra de algodao.

Pectina
= '- )0
Microfibrilas de =
celulose . ‘ .
e Hemicelulose
.na

Fonte: Adaptado de AGRAWAL (2005).

Li e Hardin (1997) descreveram que as pectinases penetram na cuticula do algodao por
meio de fissuras ou microporos, entram em contato com as substancias pécticas e as hidrolisam,
0 que resulta na remoc¢ao parcial da cuticula ou na quebra da continuidade da cuticula (Figura
2.10). As pectinases hidrolisam as substancias pécticas em moléculas mais simples (UENOJO;
PASTORE, 2007) e pectinases alcalinas, acidas e neutras podem ser usadas na biopurga de
algoddo (PUSIC; TARBUK; DEKANIC, 2015; TZANOV et al., 2001). Sob o ponto de vista
ecologico, o uso de pectinase neutra € benéfico, pois ndo ha necessidade de neutralizacao das

aguas residuais (PUSIC; TARBUK; DEKANIC, 2015).

Figura 2.10 — Biopurga de algoddao com pectinase: A) pectinase em contato com pectinas; B)
pectinase digerindo pectinas; e C) ap6s uma biopurga completa com pectinase.
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Fonte: Adaptado de LI; HARDIN (1997).
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As enzimas pectinases diminuem o percentual dos constituintes ndo celuldsicos
(impurezas) e ddo melhor absor¢do de agua, suavidade ao toque e brancura aceitavel aos tecidos
de algoddao (ABDULRACHMAN et al., 2017; CHOE et al., 2004; IBRAHIM et al., 2019; NIAZ
et al.,, 2011; WANG et al., 2007). Em temperaturas inferiores a 60 °C, numa gama de
concentragdes enzimaticas e em tempos varidveis (15 minutos até 20 h), originam-se téxteis
com baixo conteudo de pectina e com excelente capacidade de tingimento, de modo tdo eficaz
quanto o processo alcalino convencional (ABDULRACHMAN et al., 2017; CHOE et al., 2004;
DEGANI, 2021; KALANTZI et al., 2008; WANG et al., 2007). A concentragdo otima varia,
mas via de regra, as pectinases ja sdo bem-sucedidas em baixas concentracdes, na faixa de 0,05
e 2 % (MADHU; CHAKRABORTY, 2017). Alguns autores argumentam que o aumento na
dose da enzima pectinolitica melhora a eficiéncia da biopurga (IBRAHIM et al., 2019) e produz
tecidos com atributos mecanicos melhorados, ou seja, mais resistentes aos esforgos de
cisalhamento, flexdo, tragdo e compressao (KALANTZI et al., 2008). Um pré-tratamento com
agua fervente durante 30 minutos facilita a acessibilidade das enzimas as fibras do substrato
(WANG et al., 2007) e uma lavagem curta postera, a mais de 80 °C, viabiliza a eliminacdo de
ceras e gorduras (CHOE et al., 2004). Agrawal et al. (2007) demostraram que um pré-
tratamento das fibras com n-hexano também ajuda na remocao de cera e melhora o desempenho
da pectinase, medido em termos de hidrofilidade e remog¢ao de pectina do tecido.

A imobiliza¢do de uma pectinase em nanoparticulas magnéticas, com vista a biopurga
de algoddo, foi estudada por Chakraborty, Rao e Goyal (2017). A enzima imobilizada
apresentou termoestabilidade superior a da enzima livre, podendo ser recuperada por um ima e
reutilizada em até cinco ciclos. Tém-se utilizado também pectinases em conjunto com a energia
ultrassonica (EASSON et al., 2015; ERDEM; IBRAHIM BAHTIYARI, 2018; PUSTIANU et
al., 2018). Os resultados s@o favordveis e apontam para uma eficiéncia de biopurga maior que
37 %, quando equiparada ao método com enzimas e sem ultrassom (EASSON et al., 2015), e
um efeito hidrofilico muito bom no algoddo (ERDEM; IBRAHIM BAHTIYARI, 2018) com
redugdo expressiva no tempo de tratamento e/ou na concentragdo enzimatica (PUSTIANU et
al., 2018). De acordo com Karaboga et al. (2007), a introducdo da energia ultrassonica durante
o tratamento enzimatico do tecido de algodao melhora a transferéncia de massa para as partes
internas do material téxtil, a eficiéncia enzimatica e a produtividade, sem afetar adversamente
o substrato. A agitacdo mecanica, idem, pode encurtar o tempo do processo e reduzir a dosagem
de pectinase necessaria para dar uma alta molhabilidade ao tecido (HARTZELL-LAWSON;
DURRANT, 2000). O tratamento combinado de plasma/enzima sobre o tecido de algodao cru,



37

igualmente ofereceu vantagens significativas, com producgao de materiais de alta qualidade (alta
hidrofilidade) com propriedades intrinsecas inalteradas (DEMIR et al., 2018).

Kalantzi et al. (2010) citam a necessidade do uso de outras enzimas concomitantes no
processo de biopurga, que garantam a remog¢ao das impurezas insoluveis, como por exemplo as
substancias lipidicas (AGRAWAL et al., 2008), e de celulases que auxiliem na quebra da
cuticula e da parede primaria do algodao (LI; HARDIN, 1997; NIAZ et al., 2011). Cutinase e
lipase sao ferramentas efetivas na remog¢do de ceras superficiais (GURURAIJ et al., 2020;
NERURKAR; JOSHI; ADIVAREKAR, 2015; SENTHIL RAJA et al., 2012) e o efeito aditivo
na pectinase acelera a taxa catalitica, reduz o tempo e minimiza a temperatura de operacao
(AGRAWAL et al., 2008; KALANTZI et al., 2010), originando tecidos com alto indice de
absorcao de agua (DEGANI, 2021). O uso sinérgico de celulase e pectinase, da mesma forma,
da origem a uma limpeza mais eficaz do algodao, em termos de velocidade e uniformidade do
tratamento (LI; HARDIN, 1997), entretanto, bastante cuidado no uso de celulases ¢ requerido,
por possibilidade de excessivas perdas de massa e de resisténcia da fibra (HARTZELL; HSIEH,
1998; HEBEISH et al., 2009).

Quando uma combinagdo enzimatica ¢ usada, o uso total de enzimas de maior custo
tende a diminuir (HONG et al., 2019) e tornar o processo industrial mais economico. Silva et
al. (2017) avaliaram o efeito de uma associacdo enzimadtica comercial de celulase, lipase e
pectinase na biopurga de tecidos de malha 100 % algodao. A articulacdo das trés enzimas
proporcionou resultados interessantes (com elevado padrdo de qualidade) de remocdo de
pectina, hidrofilidade e grau de branco, alcangando qualidade pariforme e, por vezes superior a
usual com alcalis, consumindo menos agua e energia. Kalantzi, Kekos e Mamma (2019)
também sugeriram realizar a biopurga de algodao com combina¢des multienzimaticas, por meio
da agdo sinérgica das enzimas pectinase, lipase, protease e xilanase. A metodologia proposta
permitiu que as caracteristicas estruturais da celulose do algoddo ndo fossem severamente
afetadas pelo tratamento enzimdtico, enquanto quantidades suficientes de impurezas nao
celulosicas foram removidas, a baixas cargas de enzimas para reduzir o custo de produgdo
(KALANTZI; KEKOS; MAMMA, 2019).

Outro aspecto importante a ser estudado se refere ao uso de aditivos no banho de
biopurga, sequestrantes fracos e tensoativos (surfactantes), para assegurar o bom desempenho
das enzimas e a hidrofilidade do artigo téxtil, respectivamente (CSISZAR etal.,2001; SHAFIE;
FOUDA; HASHEM, 2009; TZANOV et al., 2001). A titulo de exemplo, o EDTA (4cido
etilenodiamino tetra-acético) ¢ um agente sequestrante que retira ions metalicos e ¢ adicionado

quando concentracdes significativas de céalcio e magnésio estao presentes no algodao, deixando
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as areas mais livres a penetracdo das enzimas (HEBEISH et al., 2009). J4 os tensoativos,
aumentam o efeito da lavagem, devido a reducdo da tensdo superficial das fibras com
penetracao mais facil das enzimas nos microporos e fissuras (TZANOV et al., 2001), e auxiliam
na emulsificagdo de ceras e gorduras nao saponificaveis, tornando-as soltiveis em agua e
passiveis de rapida eliminacdo dos tecidos (HEBEISH et al., 2009). Segundo Holmberg (2018),
os surfactantes ndo idnicos sao mais compativeis com as enzimas do que os surfactantes i6nicos.

O historico existente de trabalhos e o empenho cientifico dos Gltimos anos asseguram
que a biopurga representa uma opc¢ao economicamente viavel, considerando os custos/consumo
de produtos quimicos, enzimas, dgua, energia e tratamento de efluentes (CHOE et al., 2004), e
promissora as necessidades da industria téxtil. Podendo ser feita, inclusive, em misturas de
algoddo com seda, 13, caxemira (MADHU; CHAKRABORTY, 2017) e poliéster (HEBEISH et
al., 2009), colide com a desvantagem do tempo necessario das reacdes, o que dificulta a sua
utilizagdo em sistemas continuos, e ¢ limitada a fios e tecidos que serdo tingidos em tonalidades
mais profundas (CHOE et al., 2004; HARDIN, 2010). Tons mais escuros podem exigir uma
purga menos vigorosa (HARDIN, 2010).

Recentemente, Xiaokang, Haitao e Jianyong (2019), a fim de acelerar a taxa de biopurga
e encurtar o processo, usaram um método continuo por foulardagem em tecidos de malha 100 %
algodao. Os tecidos foram umedecidos a 50 °C e, em seguida, molhados nas enzimas pectinase
por alguns segundos, retirados e passados pelo Foulard varias vezes. Os resultados mostraram
que, a taxa catalitica do método por foulardagem foi seis vezes mais rapida do que pelo método
de esgotamento (50 °C por 80 min), reduzindo o tempo total de processamento (de 80 min para
15 min) e, além disso, a molhabilidade dos tecidos de algodao era melhor do que aqueles
tratados por esgotamento. Na foulardagem repetida, a pressdo dos rolos promoveu a
permeabilidade e aumentou a area acessivel as enzimas, e os produtos biopurgados tiveram boa
resisténcia e toque suave (XIAOKANG; HAITAO; JIANYONG, 2019).

Com o advento da biotecnologia na area de enzimas e de tecnologia das fermentagdes,
diversas abordagens foram exploradas por pesquisadores para encontrar novas fontes
microbianas para enzimas, com amplas faixas de atividade sob diferentes condi¢des de
temperatura e pH (ABDULRACHMAN et al., 2017; HONG et al., 2019; RAJULAPATI et al.,
2020; SHAHID et al., 2016). Cepas que foram isoladas da casca de tomate, da casca de
maracuja e de solos agricolas, e foram aplicadas na purga enzimatica, encorajam o uso de
recursos locais para a producgao de enzimas e mostram boas perspectivas para apoiar a produgao
ecologicamente correta na industria té€xtil (GURURAJ et al., 2020; IBRAHIM et al., 2019;
JARAMILLO et al., 2016).
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2.4.1. Enzimas Pectinases

As pectinases formam um conjunto complexo de enzimas que degradam substancias
pécticas e que sdo produzidas por plantas, fungos, bactérias, nematoides e insetos (50 % sao
produzidas a partir de fungos e leveduras, 35 % de bactérias e 15 % sdo de origem vegetal ou
animal) (JOHN et al., 2020). Dependendo do mecanismo de agdo, elas podem ser classificadas
como esterase, hidrolase e liase (Tabela 2.5) (UENOJO; PASTORE, 2007) e incluem
principalmente poligalacturonases, pectina esterases, pectina liases e pectato liases, com
diferentes especificidades de substrato (estrutura principal da pectina ou pectato, Figura 2.11)
(KOHLI; GUPTA, 2015). Com base na exigéncia de pH para atividade enzimatica maxima, as
pectinases podem ainda ser classificadas em grupos acidos e alcalinos (KOHLI; GUPTA,

2015).

Tabela 2.5 — Classificacdo das enzimas pécticas.

Tipo de pectinase = Nome sugerido pela EC Sigla Nome comum
Esterase Polimetilgalacturonase esterase PMGE  Pectina esterase
Hidrolase Pol@gala'cturonase PG Poligalac‘.furonase
Polimetilgalacturonase PMG Pectina hidrolase
Liase Pol@gala'cturonase liase ‘ PGL Pectgto l@ase
Polimetilgalacturonase liase PMGL  Pectina liase

EC = Comissdo de Enzimas, sigla em inglés.
Fonte: Adaptado de UENOJO; PASTORE (2007).

Figura 2.11 — Modo de agdo das enzimas pectinases em uma molécula de pectina.
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Fonte: Adaptado de UENOJO; PASTORE (2007).
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A pectina esterase (PMGE) atua sobre a molécula de pectina, removendo os residuos
metil e convertendo pectina em pectato (4cido péctico, polimero ndo esterificado, pectina de
baixa metoxilacao) (ANDREAUS et al., 2019; UENOJO; PASTORE, 2007). Tem pH 6timo de
atividade entre 4,0-7,0 e temperatura ideal variando de 40 a 60 °C (ARAUJ O; CASAL;
CAVACO-PAULO, 2008). Tem grande importancia bioldgica, pois permite a agdo posterior
de pectinases (PG e PGL) que s6 atuam sobre compostos pécticos menos esterificados
(VARGAS, 2013).

As poligalacturonases (PG) hidrolisam as liga¢des glicosidicas a-1,4 entre dois residuos
de acido galacturonico, usando mecanismos de divisao endo (hidrolise aleatdria, randémica) ou
exo (hidrélise sequencial a partir das unidades externas) (UENOJO; PASTORE, 2007).
Apresentam valores de pH 6timo na regido acida, de 2,5-6,0, e temperatura 6tima entre 30 e
50 °C (ARAUJO; CASAL; CAVACO-PAULO, 2008).

A pectina hidrolase (PMG) catalisa a clivagem hidrolitica de liga¢des glicosidicas a-1,4
na pectina altamente esterificada, podendo apresentar acdo endo-PMG ou exo-PMG (UENOJO;
PASTORE, 2007).

As liases (pectato liases e pectina liases) quebram as ligacdes glicosidicas por reacdo de
transeliminacao do hidrogénio e dao galacturonideos com uma ligacdo insaturada (dupla) entre
os carbonos das posi¢des 4 e 5 na extremidade nio redutora do 4cido galacturénico formado.
Pectato liase (PGL) catalisa a clivagem de ligacdes a-1,4 do &cido péctico de modo endo ou
exo, requer Ca®" para atividade, tem pH 6timo na regido alcalina (7,5-10,0) e temperatura 6tima
entre 40 e 50 °C. A pectina liase (PMGL) atua por B-eliminacdo no substrato (pectina) de modo
endo ou exo, possui um pH 6timo de atuagdo em torno de 5,5 e temperatura 6tima entre 40 e
50 °C. (UENOJO; PASTORE, 2007).

As pectinases sdo uma das enzimas mais produzidas comercialmente, apresentando uma
taxa de crescimento acelerada no mercado, de 2,86 % em média por ano (JOHN et al., 2020), e
tém atraido muita atencdo como provaveis catalisadores biologicos em uma variedade de
processos industriais (HOONDAL et al., 2002). As pectinases alcalinas estdo entre as enzimas
industriais mais importantes, visto que elas tém ampla aplicacdo, especialmente no
processamento téxtil para biopurga de algoddo, onde podem substituir o uso de produtos
quimicos agressivos, muita agua e energia (HOONDAL et al., 2002; JOHN et al., 2020;
KOHLI; GUPTA, 2015).
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2.4.2. O estado da arte da biopurga de algodao

O “Estado da Arte” da biopurga de algodao aplicada a industria téxtil foi realizado a
partir de uma investigacao de artigos e a Figura 2.12 mostra o numero (acumulado) de artigos
relatados pelo Scopus, quando as palavras biopurga e algodao foram usadas como base para a
pesquisa bibliografica. Os dados foram verificados em 25 de marco de 2021. As caracteristicas
de alguns desses estudos sdo apresentadas na Tabela 2.6 e dao embasamento sobre a

metodologia utilizada e resultados para comparagao.

Figura 2.12 — Publica¢des académicas sobre biopurga e algodao no banco de dados Scopus
(situacdo: 25 de marco, 2021).
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Tabela 2.6 — Caracteristicas dos estudos acerca da biopurga de algodao, 1998-2021.

(Continua)
Referéncia Enzima Condig¢oes de processo Observacoes da pesquisa
Aumento de 14-21 % no grau de branco do tecido de algodao,
[Celulase] =1-10 g/L e aumento de até 29 % na brancura quando combinados
(CSISZAR; SZAKACS; Celulase 50 °C; pH 5; 0,5-8 h celulase (pré-tratamento) e purga alcalina com NaOH.
RUSZNAK, 1998) Surfactante nao i6nico, 1 g/L A abordagem sugerida potencializou a eficiéncia dos produtos
Relagdo de banho 1:100 quimicos convencionais, tal como melhorou a brancura, o

brilho e as caracteristicas de cor dos tecidos.

[Pectinase alcalina] =20 U/g

55°C: pH 8: 2 h A biopurga com dois tipos de pectinases, atuando em condigdes

alcalinas ou acidas, foi tdo eficiente quanto o processo quimico
em termos de absor¢do de dgua (<1 s) dos tecidos.

O surfactante ndo i6nico mostrou-se compativel com as
enzimas € um componente necessario no banho enzimatico, de
alto impacto na remocao de ceras e gorduras.

(TZANOV et al., 2001) Pectinase  [Pectinase acida] =70 U/g
40 °C;pH 5; 2 h

Surfactante néo idnico, 0,1 %

Um curto tratamento do tecido a mais de 80 °C, apods o
tratamento com pectinase a 60 °C, foi essencial para a remogao
de ceras.

A capacidade de tingimento das malhas de algodao
biopurgadas foi tdo boa quanto as malhas alcalinas. A
desvantagem ¢ que a biopurga sé foi facilmente aplicavel em
produtos de cor escura.

A suavidade ao toque alcancada nos produtos finais permitiu
uma reduc¢do na quantidade de agentes amaciantes e antirrugas
aplicados na etapa de acabamento.

[Pectinase] = 0,5 g/L
60 °C; pH 8,5; 15-20 min
Relacao de banho 1:8

(CHOE et al., 2004) Pectinase  Um agente sequestrante (1 g/L), um
agente umectante (1 g/L) e um
agente antirrugas (1 g/L, opcional)
foram adicionados.

A concentragdo enzimatica de 1 g/L, 57 °C, pH 9,1 e 1,25 h

[Pectinase] = 0,25-1,75 g/LL foram os parametros otimizados para a biopurga, que
. 55-65 °C; pH 8,6-9,8; 0,5-2 h permitiram uma remog¢ao de pectina desejada (73,6 %) e uma
(WANG etal., 2007) Pectinase Surfactante nao i6nico, 0,1 % molhabilidade adequada (<1 s) dos tecidos de algodao.

Propor¢ao de 20 mL por g de tecido Um pré-tratamento com agua fervente durante 30 minutos
melhorava a acessibilidade da pectinase as pectinas das fibras.
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Tabela 2.6 — Caracteristicas dos estudos acerca da biopurga de algodao, 1998-2021.

(Continua)
Referéncia Enzima Condig¢oes de processo Observacoes da pesquisa
A enzima cutinase foi uma ferramenta efetiva na degradagao e
[Cutinase] = 100 U/g + remogao das ceras superficiais do algoddao em baixa
Pectinase  [Pectinase] =52 U/g temperatura (30 °C) e o seu efeito aditivo na pectinase reduziu
(AGRAWAL et al., 2008) Cutinase 30 °C; pH 8; 15 min o tempo de incubagdo da pectinase (15 min) e aumentou a taxa
Triton X-100, 1 g/L catalitica, resultando numa biotecnologia inovadora, viavel,
rapida e competitiva.
[Pectinase] = 5-1000 U/g A aplicagdo de uma pectinase comercial, BioPrep® 3000L,
50°C;pH&; 1-3h pdde originar téxteis sem pectina e com baixo conteudo de cera,
(KALANTZI et al., 2008)  Pectinase Agente umectante ndo i6nico, 0,1 % de modo tﬁg eficaz qugntoNO processo alcalino convencional e
(m/v) com potencial para aplicagao industrial.
Proporg¢ao de liquido para tecido de O uso de concentragdes enzimaticas mais altas gerou tecidos
40:1 com propriedades mecanicas melhoradas.
[Pectinase] = 0,5-3 g/L
55 °C; pH 8,5; 60 min Os bioprocessos foram compardveis a limpeza alcalina
convencional, no entanto, deve-se ter cuidado com a utilizagao
[Pectinase] = 0,5-1,5 g/L de celulases, pois apesar da elevagdo na absorc¢ao de dgua dos
Pectinase 55 °C; pH 8,5; 60 min + tecidos usando a mistura de enzimas (pectinase + celulase),
(HEBEISH et al., 2009) Celulase [Celulase] = 0,5-1,5 g/L uma queda na resisténcia a tracdo também foi observada.
55 °C; pH 4,8; 60 min A incorporacao de agente quelante EDTA ou B-ciclodextrina

na solucdo de banho favoreceu as propriedades técnicas e
Agente umectante ndo i0nico, melhorou o desempenho dos substratos téxteis a base de
0,5 g/L algodao (algodao e algodao/poliéster).
Proporcao de 50 mL por g de tecido
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Tabela 2.6 — Caracteristicas dos estudos acerca da biopurga de algodao, 1998-2021.

(Continua)
Referéncia Enzima Condig¢oes de processo Observacoes da pesquisa
[Lipase] = 50-300 U/g
50 °C; pH 7; 120 min A limpeza mediada por lipase originou tecidos de algodao
livres de cera e com quantidades consideraveis de pectina e
[Lipase] = 50 U/g + proteina removidas. Isso melhorou a hidrofilidade (<1 s) e a
Lipase [Pectinase] = 100 U/g brancura (42,7 %) dos tecidos.
(KALANTZI etal., 2010) Pectinase 50 °C; pH 7; 30 min A combinagdo de lipase com pectinase, em um processo de
etapa Unica, permitiu reduzir o tempo de biopurga e gerou
Agente umectante ndo i6nico, 0,1 % tecidos com propriedades desejadas e excelente desempenho de
m/v tingimento.
g
Propor¢do de 40 mL por g de tecido
Ap6s o uso de lipase como agente de limpeza, os resultados de
[Lipase] =480 U FTIR mostraram uma reducdo na intensidade das bandas
gSO]?I;)THIL RAJA etal, Lipase 50 °C; pH 5; 60 min atribuiveis as substincias cerosas presentes nas fibras do
Proporcdo de 30 mL por g de tecido algoddo cru, melhorando a absor¢do de agua (2 s) dos tecidos
em nivel elevado.
As condigdes Otimas de biopurga (100 % de poténcia
[Pectinase] = 0-100 uL/100 mL ultrassonica a 220 kHz por 60 min com 31 mg/mL de enzima)
45 °C- pH 3.85: 5- 6(1)1 min resultaram numa remoc¢do de pectina maior que 98 %, em
Triton’g( 1 OE) 1’ gota relagdo a purga alcalina com NaOH (considerada 100 %), e
- s . 0 ~ .
(EASSON et al., 2015) Pectinase  Proporcao de 100 mL por 350 mg de desempenho maior que 37 % em comparagao com a biopurga

tecido
0-100 % (0-980 W) de poténcia e 0-
270 kHz de frequéncia no ultrassom

sem ultrassom.

A frequéncia de 220 kHz significou que o ultrassom pode ser
incorporado com facilidade na industria téxtil, sem necessidade
de dispendiosas barreiras acusticas e de prote¢do auditiva do
trabalhador.
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Tabela 2.6 — Caracteristicas dos estudos acerca da biopurga de algodao, 1998-2021.

(Continua)
Referéncia Enzima Condig¢oes de processo Observacoes da pesquisa
[Lipase] = 2-10 % sobre a massa do A lipase (8%, 69 °C,‘pH 9, 120 min) foi capaz de remover
(NERURKAR: JOSHI: ‘ tecido parcela sqbstancnal de impurezas cerosas do algodz?lo e degrada-
ADIV AREKA’R 201 5’) Lipase 20-80 °C: pH 3-11: 30-180 min las em acidos graxos, assegurando absor¢ao maxima (1 s) e o
’ Proporgﬁé) de 40 m’L por g de tecido minimo de prejgizo ao.t§01do, de forma tao eficaz quanto o
tratamento alcalino tradicional.
[Pectinase] = 100-300 U/mL O processo cata}lisado pela pectinase (endo—poligalacturongse)
(ABDULRACHMAN et ‘ 40°C:pH5: 1h resultou em tecidos de glgodﬁg com absorcao de égug méx1rpa
al., 2017) Pectinase 0.2 % ’ (m /V)’ de agente umectante de 16,5 s, que esta na faixa .acelta. para processamento industrial
’ P’ropor(;ﬁo de 20 mL por g de tecido (<30 s), e com maior resisténcia a tragﬁp e menor perda de
massa, em comparagao com a purga quimica.
[Pectinase livre ¢ imobilizada em A enzima imobilizada apresentou . estabilidade térmica
nanoparticulas magnéticas] = 0,05- aumeptada (em comparagéo com a enzima livre), podepdp ser
(CHAKRABORTY: RAO: bt 0,5 mg/mL ’ ?el.lt.lhlzada em até c1ncodc1c10s, retendg 70 (VZ dall) sua atividade
’ > Pectinase P inicial, e ser recuperada com um ima. iopurga com
GOYAL, 2017) é(;ci’ pH 8,6 contendo 0,6 mM de pect@nase imobilizada mostrqu-se eﬁciegte para remogao de
Proporcio de 10 mL por g de tecido pectina e aumento da hidrofilidade de tecidos 100 % algodao,
fornecendo uma técnica economica, atraente e sustentavel.
_ A combinacdo de trés enzimas comerciais (3,580 U/g de
Eie;iz;ei 6-?)_3’3568%/2/-% " celulas;, 0,236 U/g de lipase e 0,868 U/g de pectiqase) tr.ouxe
[Pectinase] = 6_0 868 Ulg beneficios a malha de algoddo, em termos de hidrofilidade
Celulase 55 °C: pH 6,5 46 min (14 s), grau de branco (25 graus Berger) e remogao de pectina
(SILVA et al., 2017) Lipase Surfaé tante ’1 ’g L (87 %).
Pectinase : O teste com a atividade média das trés enzimas também

Agente quelante, 0,8 g/L
Propor¢ao de 8 mL por g de tecido

apresentou bons resultados, semelhantes a purga alcalina
convencional, mas consumindo menos agua e energia, em pH
neutro e com mais salubridade ambiental.
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Tabela 2.6 — Caracteristicas dos estudos acerca da biopurga de algodao, 1998-2021.

(Continua)
Referéncia Enzima Condig¢oes de processo Observacoes da pesquisa
Plasma atmosférico: velocidade de L o . .
. o s A combinacdo sinérgica de plasma/enzimas produziu
4 m/min; poténcia de 1 kW; 5 . Ses sionificati i loods Ih
assagens por cada lado + modificagdes significativas nas fibras de algoddo, melhorando
. Dassz o a hidrofilidade (de 6=161,3° para 103,6°) e a brancura (de 10,9
Pectinase  Pectinase: 50 °C; pH 6-7; 30- .
(DEMIR et al., 2018) . . N para 17,3 graus Berger), sem causar danos superficiais ao
Lipase 60 min; relagdo de banho de . looi avel d
1:20 (g:mL) + tecido. Revelou-se uma tecnologia aceitavel, “quando
" Cen o . . comparada a convencional, ¢ com grande potencial para
Lipase: 50 °C; pH 5; 60 min; relagdo aplicagdes na industria téxtil
de banho de 1:30 (g:mL) pricay ]
[Pectinase] = 0,5-3 g/L O uso da energia ultrassonica teve uma correlagio positiva com
(ERDEM: iBRAHIM . 55 °C; pH 8,2; 15-120 min 0s Valo'res de hidrofilidade e brancura de.m'echas de algoddo. O
Pectinase  Agente umectante, 1 g/L procedimento envolvendo resultados otimizados, baseado em
BAHTIYARI, 2018) . A .. .
Agente sequestrante, 0,5 g/L. tempo, energia e fatores econdmicos, foi: 1 g/L de enzima
Banho de ultrassom (40 kHz) pectinase por 30 min na presenca de ultrassom.
Mistura [Beisol PRO]=1-3 % A biopurga ultrassonica pode ser um caminho para a produgdo
de 55 °C; pH 8; 15-55 min eficiente de algodao hidrofilico em menores tempo e/ou
enzimas Citrato de soédio como agente concentracdo de enzimas.
(PUSTIANU et al., 2018)  (produto  complexante e detergente ndo Em condi¢des de ultrassom, as receitas ideais para a biopurga
comercial i6nico de tecidos mistos de algodao e canhamo foram: concentracdes
Beisol Proporgao de 10 mL por g de tecido de enzima entre 1,7-2,5 % e tempo de tratamento entre 29-
PRO) Banho de ultrassom (25-45 kHz) 30 min.
[Pectinase] = 0,8-8 Ulg + A limpeza maxima foi alcar}gada uiando 4 U/g deNpectmase e
. _ 5 U/g de xilanase, por 60 min a 50 °C, numa relagdo de banho
[Xilanase] = 1-10 U/g N
o . de 1:15 (gzmL) em tampdo pH 8,5 contendo EDTA 1 mM e
Pectinase 0.0 “¢; PH 79,55 15-150 min Tween® 80 1 %
0.
(SINGH et al., 2018) Xilanase EDTA, 0,1-5 mM Os tecidos de algoddo apresentaram um ganho de 1,17 % em

Agente umectante, 0,1-2 %
Proporcdo de tecido para liquido na
faixa de 1:10-1:30

brancura e 3,23 % em brilho, ¢ uma reducado de 4,18 % em
amarelecimento, em comparac¢ao com os tecidos purgados pelo
método alcalino.
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Tabela 2.6 — Caracteristicas dos estudos acerca da biopurga de algodao, 1998-2021.

(Continua)
Referéncia Enzima Condig¢oes de processo Observacoes da pesquisa
%g‘ét]“f;%_g% OH[‘;/mmlEOla nsOlens = 30 {/mL de HiC a 80 °C por 5 min +20 U/mL de TfC a 50 °C
80 °C; pH 8,5: 1 h por 1 h deu os melhores resultados e foi considerado um
’ ” método eficiente de biopurga.
) o . . A combinagdo das cutinases para biopurga de algodao foi
(HONG et al., 2019) Cutinase Iélll(rin;fg dec,"l"}lljeljmii)sl’ﬁ dSa Elsrcl:)a t avaliada pelo monitoramento da molhabilidade e tingibilidade
TEC (50 °C; pH 8.5: 1 h) dos tecidos, e obteve desempenho melhor do que o método
’ ” alcalino, inclusive com menor perda de peso.
Razio liquido-amostra de Em‘pora H.iC. sqzinha possuia boa' performglnce, o0 uso total de
10:1 (v/m) enzimas diminuiu quando a combinagao foi usada.
Cepas de fungos foram isoladas do solo agricola para a
producdao de pectinase acida e os resultados experimentais
[Pectinase] = 10, 20 mL/L demonstrgram impactos.positivos na utiliza¢do dessa enzima
50 °C; pH 5: 45 ’min bruta na biopurga de vérias malhas de algodao.
(IBRAHIM et al., 2019) Pectinase Propo}gﬁo cie tecido e liquido de A eficiéncia da biopurga e a hidrofilidade do tecido foram
120 melhoradas com o aumento da dosagem enzimatica de zero a
' 20 g/L. Além disso, houve melhoria significativa no indice de
branco e uma diminuicdo perceptivel no indice de
amarelecimento dos tecidos.
A andlise da hidrofilidade (0,1 s), indice de branco (45,55 graus
[Pectinase] = 10-60 U/g + Berger) e capacidade de tingimento (K/S 4,79) dos tecidos de
[Lipase] = 10-40 U/g + algodao biopurgados, indicou uma remocdo suficiente das
Pectinase  [Protease] = 5-15 U/g + impurezas nao celuldsicas a baixas cargas de enzimas quando
(KALANTZI; KEKOS; Lipase [Xilanase] = 50-200 U/g usadas simultaneamente: 60 U/g de pectinase, 10 U/g de lipase,
MAMMA, 2019) Protease 50 °C; pH 7; 60 min 11,7 U/g de protease e 140 U/g de xilanase.
Xilanase = Agente umectante ndo 1i6nico, A acdo sinérgica das quatro enzimas em procedimento de etapa

0,1 % (m/v)
Propor¢ao de 40 mL por g de tecido

unica, ndo afetou gravemente as caracteristicas estruturais do
algodao e indicou menos danos a celulose, em comparagdo com
0 processo de purga tradicional.
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Tabela 2.6 — Caracteristicas dos estudos acerca da biopurga de algodao, 1998-2021.

(Conclusio)
Referéncia Enzima Condig¢oes de processo Observacoes da pesquisa
Uma cepa isolada da casca de tomate foi utilizada para a
[Cutinase] =5 g/L producao da enzima cutinase ¢ a enzima foi aplicada na
40°C;pH 7;4 h biopurga de tecidos de algodao.
(GURURAJ et al., 2020) Cutinase  Agente umectante, 1 g/L Uma parede primdria aspera e aberta na fibra de algodao, sem
Propor¢ao de tecido e liquido de a camada cerosa lisa, confirmou a atividade da cutinase nos
1:40 tecidos tratados. Os tecidos tiveram um aumento na capacidade

de umedecimento (10 s) e pareciam mais macios.

[Pectinametilesterase] =4,2 U/mL =
10 mg/mL

Houve uma remog¢do mais eficaz da pectina do tecido de

P li = L = ~ . . . .
[Pectato liase] 6,0 U/m algoddo pela mistura das enzimas pectinametilesterase e

(RAJULAPATI et al., Pectinase 10 mg/mL pectato liase, semelhante a remog¢do com purga com NaOH. As
2020) [Pectinametilesterase] = 5 mg/mL + analises de molhabilidade e resisténcia a tragdo indicaram que
[Pectato liase] = 5 mg/mL 0 processo enzimatico poderia ser utilizado para substituir o
processo quimico nas industrias téxteis.
50 °C, 60 min
Razdo de 1 g de tecido/25 mL
O tratamento com cutinase levou a hidrolise das ceras da
Cutinase: 37 °C; pH 8; 20 h cuticula do algodao.
A extensdo de degradagdo da pectina aumentou quatro vezes
Pectina Liase: 37 °C; pH 8; 20 h como resultado da agdo de pectina liase ou poligalacturonase.
Cutinase ‘ Um efeito sinérgipo fgi encon.trado no tratamento combipado
(DEGANI, 2021) Pectinase Poligalacturonase: 37 °C; pH 5; de cutinase e pectina liase: a digestdo da cuticula pela cutinase

20 h resultou na formagdo e aumento de microporos na camada
externa da fibra de algoddo, o que permitiu uma rapida

Detergente nao i6nico, 0,1% (m/v)  penetracdo da pectinase na camada mais interna de pectina.

Razao de 1 g de tecido/10 mL Este efeito foi expresso em alta absorcdo de agua (24 s) e
aumento da perda de peso dos tecidos.
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2.5. BIOBRANQUEAMENTO

O branqueamento ¢ o ultimo passo antes do tingimento, com a finalidade de descolorir
os pigmentos naturais (flavonoides) indesejados presentes nas fibras té€xteis, responsaveis pela
aparéncia amarelada de fios ou tecidos (AGRAWAL, 2005; MADHU; CHAKRABORTY,
2017; SHAHID et al., 2016). Tradicionalmente, o branqueamento de algodao é conseguido em
condig¢des reacionais intensas (90-100 °C, pH 10-12 e em altas concentragdes de H>O, e NaOH)
e requer lavagem e enxagues extensivos, o que pode provocar severos danos as fibras e ao meio
ambiente (AGRAWAL, 2005; MADHU; CHAKRABORTY, 2017). Glicose oxidase, lacase ¢
arilesterase sdo enzimas consideradas com potencial para o biobranqueamento por via
enzimadtica (Tabela 2.7), a partir de trés mecanismos diferentes: (1) geracdo in loco de perdxido
de hidrogénio; (2) transferéncia de elétrons; e (3) geragdo in loco de 4acido peracético,

respectivamente (ANDREAUS et al., 2019; VARADARAJAN; VENKATACHALAM, 2016).

Tabela 2.7 — Reacdes catalisadas enzimaticamente para branqueamento de algodao.

Enzima Reacio
Glicose Glicose oxidase
oxidase C¢H1,06 + O ———— > C¢H4,0, + H,0,
R1
OH

0 on o, 2H0
Lacase | Lacase

| OH

0
Arilesterase H3CYO\ 0" “on, T 2 HO—OH————» /4< v 2 /0‘<

0‘ HO OH HO CH,

Fonte: GONCALVES et al. (2014); OPWIS; KNITTEL; SCHOLLMEYER (1999); SPICKA et al. (2015).

A enzima glicose oxidase ¢ capaz de catalisar a oxidagdo da glicose a glucolactona, que
por sua vez produz acido glucénico e perdxido de hidrogénio (H20O2) como um produto
secundario (MADHU; CHAKRABORTY, 2017). O biobranqueamento de tecidos de algodao
com perdxido de hidrogénio gerado enzimaticamente pela glicose oxidase foi estudado por

Tzanov et al. (2001) e trés importantes caracteristicas foram elencadas a partir deste estudo. (1)



50

A aeracao de oxigénio desempenha um papel muito importante na reacdo e na produgdo de
peroxido, aumentando em duas vezes a atividade da glicose oxidase; (2) a quantidade de
peréxido enzimatico requerida foi duas vezes maior do que no branqueamento quimico padrao,
para auferir o mesmo grau de branco ao tecido (= 66 graus Berger); e (3) a melhor ativagdo do
peroxido foi obtida em alta temperatura (90 °C) e em meio alcalino, contudo, nestas
circunstancias (alta temperatura e pH > 11,5) a glicose caramelizou, tornando a solucdo de
banho acastanhada e conferindo cor a amostra, ao invés de branquear o tecido. A glicose
adicionada pode proteger o algodao do branqueamento, por isso quantidades maiores de
peroxido produzido enzimaticamente sdo necessarias (MADHU; CHAKRABORTY, 2017).

Ramadan (2008) fez o biobranqueamento de algodado, linho e suas misturas, com a
enzima glicose oxidase. O autor encontrou bons resultados em relagdo ao grau de branco (= 60
graus Berger), indice de amarelecimento e comportamento mecanico (resisténcia a tragdo e
porcentagem de alongamento) dos tecidos branqueados, comparaveis aqueles do
branqueamento quimico. As condi¢des otimizadas foram: 25 U/mL de glicose oxidase, 10 g/L
de glicose, 85 °C de temperatura, valor de pH 10 e duragdo do tratamento de 90 minutos.

Através da imobilizagdo da enzima glicose oxidase em diferentes suportes (algodao,
oxido de aluminio e vidro, por exemplo), alguns pesquisadores descreveram uma produgio
suficiente de peroxido com baixa concentragdo de enzima, aplicagdo repetida da enzima sem
perda significativa da atividade e melhor estabilidade enzimatica ao armazenamento (OPWIS;
KNITTEL; SCHOLLMEYER, 1999; TZANOV et al., 2002). As enzimas imobilizadas, em vez
de livres, aumentaram levemente a alvura dos tecidos de algodao (de 73,6 para 74,1 graus
Berger) (TZANOV et al., 2002), mas podem ser usadas varias vezes e por um periodo de tempo
maior (OPWIS; KNITTEL; SCHOLLMEYER, 1999), o que tornaria o processo mais
econdmico (MADHU; CHAKRABORTY, 2017). A reutilizagdo dos banhos de desengomagem
contendo glicose (da preparacdo de tecidos planos), como substrato para a geragao enzimatica
de peroxido de hidrogénio, também parece ser uma possibilidade vantajosa em larga escala,
pela economia no uso da 4gua e no tratamento de efluentes (OPWIS; KNITTEL;
SCHOLLMEYER, 1999).

As lacases sdo enzimas multi-cobre que catalisam a oxidagdo de uma ampla gama de
substancias organicas e inorganicas, a medida que reduzem oxigénio molecular a agua
(TZANOV et al., 2003a). Elas foram testadas para o biobranqueamento do algodao cru, pela
primeira vez, por Tzanov et al. (2003a), com o pressuposto de que poderiam atacar os grupos
hidroxila fendlicos e descolorir ou eliminar as substancias coloridas do algodao (PEREIRA et

al., 2005). Tzanov et al. (2003a) mostraram que a enzima lacase sozinha ndao melhorou a
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brancura dos tecidos nos niveis pretendidos, mas surpreendentemente, relataram um aumento
na brancura final do algoddo quando as lacases foram aplicadas antes do branqueamento
convencional a base de H,O,. Uma explicacdo ¢ que a enzima lacase transformou a matéria
corante do algodao em outros intermediarios coloridos, que sdo mais suscetiveis a oxidagao
com perdxido e, portanto, mais faceis de remover durante o branqueamento quimico posterior
(GONCALVES et al., 2014; TZANOV et al., 2003a). O grau de branco alcangado (= 76 graus
Berger) no processo combinado de lacases/H>O, foi semelhante a dois branqueamentos
consecutivos com peroxido (TZANOV et al., 2003a) e isso significa que, o acoplamento do
pré-branqueamento com lacase (pH 5, 50 °C, 1 h) ao branqueamento quimico pode levar a uma
maior brancura dos tecidos ou a diminuig¢do no consumo de perdxido de hidrogénio (PEREIRA
et al., 2005).

O pré-branqueamento mediado por lacase (pH 5, 60 °C, 30 min) parece ser uma técnica
eficaz para melhorar o rendimento do branqueamento tradicional no tecido de algoddo ¢ as
vantagens sdo: (1) dosagem mais baixa de H>O; (apenas metade); (2) temperatura reduzida
(30 °C menor); e (3) redugdo do tempo em 33 % (TIAN et al., 2012), com repercussdes positivas
tanto nos custos quanto na sustentabilidade ambiental de todo o processo (SPINA et al., 2016).
Os resultados de Spina et al. (2016) também estdo de acordo com as investigagdes anteriores,
onde as enzimas lacases (pH 5, 50 °C, 60 min) trabalhando em sinergia com o método
convencional foram aplicadas com sucesso no branqueamento de tecidos de algodao,
aumentando a brancura em até 4,34 vezes das fibras convencionalmente branqueadas. Ademais,
o potencial de clareamento do algoddo com lacase/H>O, assistido por ultrassom foi
demonstrado por Gongalves et al. (2014). A tecnologia de ultrassom melhorou a eficiéncia
enzimatica, aumentou os niveis de branco do algodao (até 118,23 graus Berger) e o desempenho
global do clareamento (menos energia e produtos quimicos foram necessarios), sem afetar a
resisténcia a tra¢ao dos tecidos.

Betcheva et al. (2007), da mesma forma, estudaram o biobranqueamento do linho
(semelhante ao algoddo, o linho € uma fibra natural que detém a celulose como o componente
estrutural mais importante) com lacase pura e lacase combinada com peroxido. Segundo os
pesquisadores, o procedimento enzimatico prévio simplificou o branqueamento padrdo com
perdxido, diminuindo a temperatura (de 80 para 50 °C) e o tempo (de 60 para 15 minutos), e
produziu materiais téxteis com alta brancura e propriedades mecanicas muito bem preservadas.

Recentemente, Tiilek et al. (2021) imobilizaram uma lacase em estrutura metal-organica
revestida de silica e, em seguida, exploraram seu uso industrial para o branqueamento de tecidos

100 % algodao combinado com H20; e NaOH. As enzimas livres apresentaram atividade



52

maxima a 55 °C, enquanto as enzimas imobilizadas apresentaram maior estabilidade térmica e
maior eficiéncia de branqueamento em condigdes de processamento adversas. O processo foi
realizado em banho unico (lacase + HoO> e NaOH) a 80 °C, pH 5 e 45 min, seguido de 1-3
lavagens em agua quente a 90-95 °C e enxague final com agua fria. Apos cinco reutilizagdes, a
lacase imobilizada reteve 75-80 % de sua atividade inicial € mostrou uma poderosa capacidade
de branqueamento, podendo diminuir custos e preocupagdes ambientais na industria téxtil.

O branqueamento com arilesterase ¢ feito na presenga de peroxido de hidrogénio e o
sistema enzimatico catalisa a peridrolise do diacetato de propilenoglicol, formando
propilenoglicol e 4acido peracético durante a reacdo (FARRELL; DE BOSKEY; ANKENY,
2016; SPICKA; TAVCER, 2013a; SPICKA; TAVCER, 2015; SPICKA et al., 2015). A
principal vantagem do acido peracético, como agente clareador, ¢ que um grau de branco
adequado do tecido de algodao (68-82 graus Berger) pode ser obtido a 65 °C e em pH neutro
(SPICKA; TAVCER, 2013a), ¢ essas condi¢des mais benignas minimizam os prejuizos as
fibras e ao meio ambiente (SPICKA; TAVCER, 2015). Com o pH abaixo de 10 e na temperatura
de 65 °C, o peroxido de hidrogénio ¢ muito estavel e ndo contribui para o branqueamento das
fibras, mas uma elevacao da temperatura no final do tratamento (85 °C, 15 min) ativa o perdxido
de hidrogénio restante no banho de biobranqueamento e aumenta para além a alvura dos tecidos
de algodio (SPICKA; TAVCER, 2013a).

O biobranqueamento com arilesterase (1 g/L) €, normalmente, realizado a 65 °C durante
1 h, com 1,5 g/L de surfactante, 3 g/L de diacetato de propilenoglicol, 6 mL/L de H>O> (35 %),
0,5 g/L de um agente estabilizador (opcional) e 2 g/L de carbonato de sddio para deixar o pH
inicial do banho alcalino (= pH 10), ja que durante o clareamento o pH diminui (= pH 8) com a
formagdo do acido peracético (SPICKA; TAVCER, 2013a; SPICKA; TAVCER, 2015;
SPICKA et al., 2015). Como o pH final é quase neutro, ndo ha necessidade de uma etapa
adicional para neutralizagdo do banho antes da sua descarga no sistema de esgoto e, nesta
perspectiva, menos tempo, energia e agua sdo consumidos (SPICKA; TAVCER, 2015).

O branqueamento em baixa temperatura com 4acido peracético produzido
enzimaticamente com enzimas arilesterase apresenta alta capacidade de branqueamento,
independente da composi¢ao do tecido (algoddo, bambu, polidcido lactico e proteina de soja),
e corresponde ao branqueamento convencional com peréxido de hidrogénio (SPICKA et al.,
2015). Pode também ser combinado de forma eficiente com a biopurga com enzimas pectinases
em um banho Unico de preparacdo, como uma alternativa viavel para o processamento téxtil
(SPICKA; TAVCER, 2013a). Um produto comercial, Gentle Power Bleach™ (Huntsman,

Basiléia, Suica) que utiliza a formulagdo de enzima liquida PrimaGreen® EcoWhite
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(Biesterfeld, Hamburgo, Alemanha), tem funcionado e est4 disponivel no mercado (FARRELL;
DE BOSKEY; ANKENY, 2016; SPICKA; TAVCER, 2013a; SPICKA; TAVCER, 2015;
SPICKA et al., 2015). Dettore (2011) comparou os impactos ambientais associados ao
branqueamento enzimatico com Gentle Power Bleach™ em relagio ao convencional e os
resultados mostraram uma vantagem maior que 20 % na maioria das categorias de impacto
analisadas, incluindo mudangas climéticas, saide humana, qualidade do ecossistema e uso da
agua. As reducdes nos impactos das mudangas climaticas seriam quase iguais a emissao anual
de 7 usinas termelétricas a carvao (DETTORE, 2011).

O branqueamento por meios enzimaticos (glicose oxidase, lacase e arilesterase) tem
recebido atencdo, mas até o momento ndo hd uma tecnologia completamente eficaz e
industrialmente viavel disponivel para o algoddo (ANDREAUS et al., 2019). Os esforcos de
pesquisa futuros devem ser direcionados para aperfeicoar a eficiéncia do processo, a
aplicabilidade industrial e a minimizacao de custos. Quando se compara o custo das técnicas
quimica e enzimatica, a segunda tem um custo um pouco maior, mas considerando as questoes
ambientais ¢ evidente que muito dinheiro podera ser economizado (RAMADAN, 2008). A
adocao global do biobranqueamento proporcionard beneficios econdmicos e ambientais, com
contengdes anuais de até 10 trilhdes de litros de dgua doce e reducdes de até¢ 30 milhdes de

toneladas de gases de efeito estufa no mundo (SHAHID et al., 2016).

2.6.  BIOPROCESSOS DE PREPARACAO COMBINADOS

Se ambos os processos de preparacdo do algodao (isto €, remocdo de impurezas nao
celulodsicas e matérias corantes) puderem ser unidos em um Unico processo de forma eficiente,
o consumo de 4agua, energia, tempo e agentes auxiliares poderd ser reduzido para mais
(HEBEISH et al., 2009) e menos efluentes serdo produzidos (MOJSOV, 2015). Na literatura
especializada, diversas estratégias ja sdo encontradas, como a integracdo das enzimas de
biopurga com o branqueamento com acido peracético (HEBEISH et al., 2009; MOJSOV, 2015;
SHAFIE; FOUDA; HASHEM, 2009; USLUOGLU; ARABACI, 2014), a possibilidade de uma
biopreparacdo completa usando enzimas de degradacdo do amido, pectinase e glicose oxidase
(MOJSOV, 2019; SPICKA; TAVCER, 2013b), pectinase e arilesterase em banho tunico
(SPICKA; TAVCER, 2013a) ou celulase, pectinase, lipase e glicose oxidase em um banho
sequenciado (REIS et al., 2017).

Um desenvolvimento de biopurga combinada com branqueamento por acido peracético

formado in situ usando tetracetiletilenodiamina (TAED) e H>O; foi proposto por Hebeish et al.
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(2009) para tecidos a base de algoddo. Os autores sugeriram uma preparagdo em estagio unico
(biopurga e branqueamento simultaneos) realizada a 60 °C, pH 8, por 60 minutos. A formulagao
aquosa otima, que deu melhores valores de absor¢do de agua e grau de branco, constituia-se de
enzima pectinase alcalina (2 g/L), TAED (15 g/L), H2O: (5 g/L), agente umectante ndo i6nico
(0,5 g/L) e silicato de sodio (2 g/L). Além das vantagens em relacdo as principais propriedades
técnicas dos tecidos (perda de massa, resisténcia a tragdo e teor de carboxila), a tecnologia foi
ecologicamente correta e reproduzivel, dado que a biopurga com pectinase € o branqueamento
com acido peracético sao realizados em temperatura, pH e tempo semelhantes.

Shafie, Fouda e Hashem (2009) propuseram um processo de uma etapa para biopurga
(com celulase, pectinase ou suas misturas) e branqueamento com acido peracético de tecidos
de algoddo. O 4cido peracético ¢ um agente de branqueamento alternativo ambientalmente
seguro e foi gerado in loco pela reacdo do perborato de sédio com o ativador TAED. A melhor
formulagdo encontrada continha 25 g/I. de TAED, 15 g/L de perborato de sodio, 2 g/L de
pectinase e 5 g/L de agente umectante nao idnico, e as condi¢des ideais foram 60 °C por 90 min.
Os tecidos tratados apresentaram excelente molhabilidade (= 2 s) e indice de brancura (=73
graus Berger), indicando que tanto as enzimas quanto o acido peracético mantém suas
atividades mesmo apds a combinag@o. Usluoglu e Arabaci (2014) também combinaram a
biopurga e o branqueamento de tecidos de algodao/poliamida em um s6 banho, com enzimas
(lipase, protease, celulase ou pectinase) e dcido peracético formado in situ a partir da reagao de
TAED com perborato de sddio. O tratamento foi realizado a 60 °C, pH 7,5 e durante 45 min. A
receita otimizada possuia 20 g/l de TAED, 12 g/L de perborato de sodio, 2 g/L de enzimas e
1 g/L de agente umectante ndo 1i6nico. Os resultados obtidos mostraram excelentes
molhabilidade (1 s) e indice de brancura (> 66 graus Berger) dos tecidos, em tempos muito mais
curtos, com consumo de alcali reduzido e alta eficiéncia, o que seria benéfico para a industria
textil.

De maneira similar, Mojsov (2015) realizou a biopurga com pectinases (acidas e
alcalinas) e o branqueamento com 4cido peracético simultdneos em tecidos de algoddo. O
bioprocessamento (55 °C, 60 minutos) ndo causou danos as fibras, conferiu grau médio de
brancura (= 58 graus Berger) e adequada absor¢@o de agua aos tecidos, e foi acompanhado por
uma demanda significativamente menor de energia, agua, produtos quimicos, tempo e custos.
O processo combinado consumiu apenas 57,5 % de agua, em comparagdo com o processo de
dois banhos separados, € apenas 35,2 % em comparagao com o processo convencional. As aguas
residuais foram geradas em menor quantidade, dispensaram a etapa de neutraliza¢do (pH

final = 6) e eram biodegradaveis. Devido a temperatura mais baixa (de 95 °C para 55 °C),
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menos energia foi consumida e o processo combinado usou somente 27,7 % do vapor necessario
para a purga alcalina e o branqueamento com perédxido de hidrogénio.

Spi¢ka e Tavéer (2013a) estudaram a viabilidade de um pré-tratamento de biopurga e
biobranqueamento com um s6 banho, contendo enzimas pectinase e arilesterase concomitantes.
O sistema enzimatico foi auspicioso e removeu suficientemente a pectina do algodao (amostras
absorventes), com uma alta capacidade de branqueamento dos tecidos (67,84-72,77 graus
Berger) sob condigdes reacionais suaves (65 °C em pH neutro por 60 min). A pesquisa mostrou
que por meio da integragdo, o banho unico foi mais curto, gastou menos energia e tera um custo
mais baixo para a industria.

No mesmo ano, Spicka e Tav&er (2013b) insvestigaram a viabilidade de um pré-
tratamento enzimatico completo do tecido plano de algoddo, a baixa temperatura em um so
banho. O tecido de algodao foi desengomado, purgado e branqueado com uma mistura de
enzimas compativeis de degradacdo do amido, pectinase e glicose oxidase, respectivamente. O
objetivo era degradar a goma de amido em glicose para produzir peréxido de hidrogenio,
transformar o perdxido de hidrogénio em 4cido peracético pela incorporacdo de TAED e
realizar o branqueamento em condi¢des amenas, 50 °C e pH neutro, onde o 4cido peracético ¢
mais eficaz. As pectinases foram incluidas para remover as pectinas das fibras e melhorar sua
molhabilidade. Com baixo consumo de dgua, energia e tempo, puderam ser obtidos tecidos de
algoddo com boa absorcao de agua (< 1 s) e grau médio de alvura (39-51 graus Berger). A alta
concentra¢do de enzimas no banho pode ter impedido o 4cido peracético de acessar e branquear
mais o tecido, e investigacdes adicionais ainda sdo necessarias para otimizar as combinagdes e
concentragdes das enzimas.

Mojsov (2019), similarmente, investigou se os banhos de desengomagem e purga
enzimaticas poderiam ser reutilizados para o biobranqueamento de tecidos planos de algodao
com glicose oxidase, e demonstrou que uma preparagdo completa com enzimas € viavel. Todos
os ingredientes de desengomagem e biopurga foram adicionados ao mesmo tempo num Unico
banho e o tratamento ocorreu a 55 °C, em pH 5 por 60 minutos. A absorc¢ao de d4gua das amostras
tratadas (< 1 s) demonstrou que ha compatibilidade das enzimas de degradagcdo do amido e
pectinases e que estas podem ser efetivamente combinadas. Em seguida, diferentes abordagens
foram usadas na fase de biobranqueamento com glicose oxidase e o perdxido de hidrogénio
produzido pela enzima foi convertido em 4cido peracético pela incorporagao de TAED no
banho. A méxima brancura medida foi de 53,1 graus Berger, que ¢ um grau de branco médio e
estava abaixo da brancura das amostras branqueadas pelo método convencional (74,6 graus

Berger). Segundo Mojsov (2019), as concentragdes de perdxido de hidrogénio obtidas
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enzimaticamente sdo mais baixas e, a vista disso, o biobranqueamento foi menos eficiente, mas
pode ser melhorado com ativadores mais eficazes.

Reis et al. (2017) fez a biopurga e o biobranqueamento sequencial de tecidos de malha
de algodao em apenas um banho, sem realizagao de lavagens intermediarias e sem substituicao
de agua. No inicio, a biopurga foi realizada utilizando as enzimas celulase, pectinase e lipase
para remover impurezas €, em seguida, houve o clareamento com peréxido de hidrogénio
gerado enzimaticamente pela glicose oxidase. Esboco representativo do processo pode ser
encontrado em Reis et al. (2017). Os tecidos tratados tiveram boa hidrofilidade com 52 graus
Berger de brancura, que ainda ¢ considerada relativamente baixa. Todavia, os resultados
demonstraram que o consumo de agua foi quatro vezes menor que no processo convencional,
sendo uma alternativa interessante para a industria de preparagao téxtil, para aplicar em tecidos

que serdo tingidos com cores escuras e médias onde o fundo ndo interfere na cor.

2.7.  AGUA NA INDUSTRIA TEXTIL

Uma crescente preocupacdo com a industria téxtil € o seu consumo extremamente alto
de dgua, grande descarga de aguas residuais (>80 % da usada) e alto potencial de poluicao, que
acelera a escassez de dgua limpa e coloca uma enorme pressdo sobre os recursos hidricos do
planeta (HUSSAIN; WAHAB, 2018). A indutstria téxtil usa grandes quantidades de
eletricidade, combustivel e 4gua em seu sistema produtivo, com as correspondentes emissdes
de gases de efeito estufa e efluente contaminado (HASANBEIGI; PRICE, 2015).

Nos processos de pré-tratamento, tingimento/estamparia e acabamento (processamento
umido) de varios produtos téxteis, incluindo o algoddo, a 4gua ¢ o principal meio para a
aplicacdo de produtos quimicos e, portanto, um niimero avantajado de residuos quimicos e
impurezas entra no sistema de esgoto, aumentando a carga de poluentes e degradando a
qualidade da dgua (CHEN et al., 2019). Os efluentes téxteis contém produtos quimicos toxicos
como acidos, alcalis, corantes, surfactantes, etc., que se nao tratados adequadamente antes do
descarte, podem causar sérios danos ao meio ambiente e a sociedade (HOLKAR et al., 2016).
Cerca de 3.600 corantes e 8.000 produtos quimicos diferentes estdo sendo usados hoje em dia
e, muitos desses, representam uma grave ameaca, direta ou indireta, a saude humana e a vida
aquatica (HUSSAIN; WAHAB, 2018).

Em termos de impacto ambiental, estima-se que a industria téxtil usa mais dgua do que
qualquer outra industria e que quase todas as dguas residuais descartadas sdo altamente poluidas

(HOLKAR et al., 2016), sendo responsavel por 17-20 % da poluicdo de agua industrial
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(PENSUPA et al., 2017) e a pior poluidora de dgua limpa depois da agricultura (HUSSAIN;
WAHAB, 2018). Os tecidos e malhas ndo sdo transformados em produtos acabados sem varias
operagdes com o uso intensivo de agua (LAKSHMANAN; RAGHAVENDRAN, 2017).
Diferentes niveis de necessidade de agua tém sido relatados: fabricas consomem de 200-700 L
de agua por kg de tecido (HOLKAR et al., 2016; HUSSAIN; WAHAB, 2018; PENSUPA et
al., 2017); para produzir tecido acabado suficiente para cobrir um sofd sdo usados 500 L de
agua, em média (HUSSAIN; WAHAB, 2018); uma camiseta de algodao requer
aproximadamente 2.650 L de dgua; o consumo especifico de dgua do tecido plano ¢ de 113 L/kg
e da malha ¢ de 83 L/kg (LAKSHMANAN; RAGHAVENDRAN, 2017). A Figura 2.13 mostra
que as maiores retiradas diretas de 4gua para a producao de tecidos de algodao ocorrem durante
o pré-tratamento, o que corresponde a ~2,21 bilhdes de m? por ano (CHEN et al., 2019).
Também, a preparacdo e o acabamento juntos consomem a maior parte da energia térmica

(=35 %, conforme a planta) (HASANBEIGI; PRICE, 2015).

Figura 2.13 — Retirada direta de dgua para producao de tecidos de algodao.
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Fonte: Adaptado de CHEN et al. (2019).

O crescimento populacional e econdmico, bem como de “fast-fashion” (moda réapida),
deverd estimular ainda mais a produgdo e o consumo de téxteis nas proximas décadas, com um
aumento proporcional no uso absoluto de energia e 4gua na induastria (HASANBEIGI; PRICE,
2015; PENSUPA et al., 2017). Mas desafios criticos estao a frente do crescimento da industria
téxtil, para lidar com a escassez progressiva e a poluicdo da agua (LAKSHMANAN;
RAGHAVENDRAN, 2017). O aumento da consciéncia ambiental dos consumidores, o
endurecimento das leis ambientais para descartes de efluentes industriais e a escassez de agua,
estdo obrigando a industria téxtil a revisar, reestruturar e reduzir o seu consumo de agua e os
riscos de efluentes associados (HUSSAIN; WAHAB, 2018). Além disso, em muitos paises as

tarifas de abastecimento de dgua e descarga de efluentes estio aumentando e, para que as
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empresas economizem custos € permanegam competitivas, estas precisam economizar agua e
abordar questdes relacionados ao langamento de 4guas residuais no ecossistema
(HASANBEIGI; PRICE, 2015; LAKSHMANAN; RAGHAVENDRAN, 2017).

Embora nos ultimos anos tenha havido um progresso notavel em diversos tratamentos
para efluentes téxteis, a abordagem de minimizacao de aguas residuais ¢ muito mais eficaz do
que produzir os residuos para depois tratd-los (HUSSAIN; WAHAB, 2018). A limpeza
enzimatica, em relagdo a limpeza alcalina, reduz o consumo de 4gua de enxadgue em 20-50 % e
reduz 20-40 % nas demandas bioquimica e quimica de oxigénio em aguas residuais
(HASANBEIGI; PRICE, 2015). A quantidade de agua consumida para biopurga com
pectinases e branqueamento com acido peracético € 33,4 % menor em relacdo a purga alcalina
e branqueamento com perdxido de hidrogénio, podendo chegar a uma economia de 67 % de
4gua durante o tratamento de um s6 banho (biopurga + branqueamento de um banho) (PRESA;
FORTE TAVCER, 2009). Com base em experimentos realizados pela Novozymes, estima-se
que uma pequena dose de 10 kg de enzima (Scourzyme® 301 L) na biopurga pode economizar
até 20.000 L de 4gua por tonelada de fio processado (NIELSEN et al., 2009). No entanto, o
afastamento completo de processos e produtos convencionais exigird muitos desdobramentos:
educacdo de produtores e consumidores, novos padrdes, investimentos em pesquisa €
desenvolvimento para lidar com as barreiras tecnoldgicas, apoio governamental e dos
formuladores de politicas publicas, incentivos financeiros, entre outros (HASANBEIGI;

PRICE, 2015).
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3. COMPREENDENDO OS EFEITOS DOS PARAMETROS DE PROCESSO NA
BIOPURGA DO ALGODAO E SUAS INTERACOES NA ATIVIDADE DA
PECTATO LIASE POR ANALISE DE PLANEJAMENTO FATORIAL

RESUMO: As pectinases podem ser usadas para remover impurezas e elementos hidrofobicos
da superficie das fibras de algodao, pela degradacdo das substancias pécticas. Sua
caracterizagdo bioquimica ¢ uma ferramenta interessante para entender o mecanismo de
catalise, avaliar os parametros que influenciam na sua atividade e otimizar os processos
industriais. A vista disso, o objetivo deste trabalho foi medir a atividade de uma pectato liase
comercial em diferentes condigdes de temperatura (40, 50 e 60 °C), pH (7, 8 € 9) e concentragao
de surfactante ndo i6nico (0,0; 0,5 e 1,0 g/L), visando a estratégia futura de biopurga téxtil.
Utilizou-se um planejamento fatorial 2* completo com ponto central e concluiu-se que os efeitos
principais dos trés fatores sdo estatisticamente significativos (p < 0,05). A interagdo de segunda
ordem entre a temperatura ¢ o pH, bem como a interagdo entre o pH e a concentracao de
surfactante, também sdo importantes. O ponto de méaxima atividade (618,17 U/mL) sobre o
acido poligalacturénico foi na temperatura de 60 °C, pH 9 e sem surfactante, sendo que a
atividade da pectato liase pareceu ser mais sensivel & mudancas no pH do que na temperatura e
na concentragdo de surfactante. Esses resultados proporcionaram pleno suporte aos
experimentos posteros de biopurga, onde alto nivel de limpeza e boa molhabilidade do tecido
de malha de algoddo foram alcancados (=5 s) na concentracdo de enzima mais baixa (1 g/L).
Assim, a aplicacdo da tecnologia enzimatica poderia contribuir com a melhoria de qualidade
dos produtos e suprir com a caréncia de processamentos té€xteis mais sustentaveis, em total
acordo com as regulamentacdes ambientais.

Palavras-chave: Pectinase. Atividade enzimatica. Otimizagdo de processo. Biopurga. Tecido
de algodao.

3.1. INTRODUCAO

O algodao ¢ a fibra natural mais utilizada para a produ¢do de produtos téxteis diversos
(ABDULRACHMAN et al., 2017; DEMIR et al., 2018). A fibra de algodao ¢, majoritariamente,
celulose (GORDON; HSIEH, 2007) e possui quatro camadas elementares em sua estrutura
morfoldgica, que estdo ilustradas na Figura 3.1 com énfase na cuticula e na parede celular
primdria. A cuticula ¢ uma fina camada externa composta por ceras, proteinas e pectinas, que
protege o algodao contra ataques ambientais e contra a penetracdo de dgua (LI; HARDIN,
1997). A parede celular primaria tem 0,1 um de espessura, o que representa apenas 1 % da
espessura total da fibra, e consiste em 52 % de celulose com uma mistura complexa de pectinas,
ceras, proteinas, cinzas e outros compostos organicos compreendendo o restante (ETTERS,
1999). Sdo cerca de 4-12 % de impurezas naturais ndo celulosicas, localizadas sobretudo na
cuticula e na parede primaria (LI; HARDIN, 1997), que conferem ao algodao cru uma prote¢ao

hidrofobica e uma superficie lubrificada ao processamento (WAKELYN et al., 2006). Por essa
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razdo, o tecido no estado bruto precisa ser preparado, limpo e convertido em hidrofilico, antes
dos processos subsequentes de tingimento, estamparia ¢ acabamento (BESEGATTO et al.,

2018).

Figura 3.1 — Representagdo esquematica da estrutura do algodao, destacando a parede
primaria e o gradiente de concentragao dos materiais nao celulosicos na matriz de celulose.
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O procedimento industrial classico de limpeza/preparacao do algodao compreende uma
purga alcalina com hidroxido de sédio e outros produtos quimicos, em alta temperatura e
acompanhada por vérias etapas de lavagem (VARADARAJAN; VENKATACHALAM, 2016).
O resultado final ¢ uma fibra de celulose quase pura (teor > 99 %) e com excelente absor¢ao de
agua (WAKELYN et al., 2006). Contudo, a preparacdo representa o estagio mais agressivo
dentro de uma industria de beneficiamento téxtil (LOSONCZI, CSISZAR; SZAKACS, 2004),
com elevado uso de energia, geracdo de efluentes toxicos, poluicio ambiental,
despolimerizagdo da celulose e queda na resisténcia dos materiais (RAMADAN, 2008).

Em substituicdo ao tratamento tradicional, uma alternativa atrativa ¢ a biopurga
enzimatica. A biopurga minimiza os danos as fibras, por ser realizada em condic¢des suaves de
pressdo, pH e temperatura, bem como € ecologicamente amigavel pela diminui¢do no consumo
de quimicos agressivos, energia e dgua (SHRIMALI; DEDHIA, 2016; VARADARAJAN;
VENKATACHALAM, 2016). As enzimas, dada a sua especificidade, atuam exclusivamente
nos compostos que se deseja eliminar, tendo uma influéncia passivel de controle sobre a fibra

de algodao (ANDREAUS et al., 2019). As enzimas pectinases podem ser empregadas para a
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remoc¢do das pectinas, que atuam como uma cola biologica impermeavel, ligando os
componentes nao celuldsicos da parede primaria dentro da matriz de celulose (ETTERS, 1999).

A pectina ¢ uma macromolécula constituida de, no minimo, 65 % de residuos de acido
galacturdnico ligados em a(1—4) num padrao linear, com pontos de ramificacdo nos quais
predominam cadeias laterais de arabinose e galactose (CANTERI et al., 2012; EICHHORN et
al., 2009). A alta metilagdo (85 %) do acido poligalacturénico o torna fortemente hidrofobico,
contribuindo para a falta de absor¢ao de agua do algodao cru (GORDON; HSIEH, 2007; LI;
HARDIN, 1997). A enzima pectinase ataca a espinha dorsal do acido poligalacturdnico da
pectina sem a decomposi¢ao das fibras de celulose, que ¢ uma atividade lateral indesejavel da
purga alcalina (ABDULRACHMAN et al., 2017). As pectato liases, em particular, catalisam a
clivagem das ligacdes glicosidicas (do tipo o 1-4) no acido péctico por trans-eliminagdo e
formam produtos com residuos 4,5-insaturados na extremidade ndo redutora (Figura 3.2)
(ANDREAUS et al., 2019). Essa degradagao das pectinas na superficie das fibras de algodao
desestabiliza a estrutura, afrouxa a matriz celulosica e liberta as outras impurezas por
emulsificacdo subsequente (NIAZ et al., 2011). Aqui, a inclusdo de agentes surfactantes no
banho de biopurga ¢ também muito importante, para assegurar a hidrofilidade do artigo téxtil

(TZANOV et al., 2001).

Figura 3.2 — Modo de ac¢do enzimatica das pectato liases em uma molécula de pectina, de
acordo com LINHARDT; GALLIHER; COONEY (1986).
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O surfactante ¢ um aditivo complementar, mas necessario, na composi¢ao do banho de
limpeza enzimatica, que tem alto impacto na remog¢ao de ceras e gorduras para atingir boa
molhabilidade dos tecidos de algodao (TZANOV et al., 2001). Os surfactantes tém a capacidade
de se complexar com ceras e gorduras, tornando-as solliveis em 4gua e passiveis de rapida
eliminacdo (HEBEISH et al., 2009). Além disso, os surfactantes reduzem a tensao superficial e

permitem uma penetragao mais facil das enzimas nos microporos e fissuras das fibras, e podem
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ajudar a manter as enzimas na fase liquida, disponibilizando-as para posterior acdo catalitica
(TZANOV et al., 2001). No entanto, o tipo ¢ a concentracdo do surfactante devem ser
escolhidos com cuidado para evitar efeitos negativos na atividade enzimatica e conservar a
capacidade de umectagdo e detergéncia desejada do banho de limpeza. Segundo Holmberg
(2018), os surfactantes ndo idnicos sdo mais compativeis com enzimas do que os surfactantes
10nicos.

O historico existente de trabalhos e o empenho cientifico dos Gltimos anos asseguram
mais de 1.400 empreendimentos de pesquisa relatados pelo Web of Science quando pectato
liase ¢ usada como palavra-chave, e esse nimero continua aumentando (Figura 3.3). Todavia,
somente 92 publicagdes foram encontradas quando os termos pectato liase e téxtil foram

combinados. Os dados foram baixados em 28 de marcgo de 2020.

Figura 3.3 — Publicagdes relatadas para pectato liase pelo Web of Science.
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Frente a necessidade de amplificar os estudos sobre tratamentos enzimaticos com
pectato liase na industria téxtil, este trabalho pretende caracterizar a enzima comercial Bioprep®
3000 L em condigdes tipicas de ensaio de atividade em acido poligalacturonico (Parte
experimental 1, utilizando 4cido poligalacturénico como o composto modelo para as
substancias pécticas em fibras de algodao) e instituir um roteiro para a biopurga sob condi¢des
otimizadas (Parte experimental 2). Por meio de planejamento experimental fatorial, buscar-se-
4 as varidveis (temperatura, pH e concentracdo de surfactante) mais significativas,
considerando-se a possibilidade de aumentar a atividade enzimatica e a eficiéncia do

bioprocesso. E importante conhecer essas caracteristicas da enzima para avaliar qual a melhor
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faixa de operagdo e a sua sensibilidade ao surfactante, devido a possibilidade de tornarem-se

instaveis ou totalmente inativas durante os processos industriais.

3.2.  MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material

Foi estudada a enzima comercial BioPrep® 3000 L (pectinase alcalina com atividade de
pectato liase de Bacillus licheniformis), gentilmente fornecida pela empresa Novozymes®.
Utilizou-se o surfactante ndo ionico Berol® 175, que ¢ a base de 4lcool primario natural (>60 %
de alcool etoxilado) e foi gentilmente disponibilizado pela empresa Macler Produtos Quimicos
Ltda. Acido poligalacturdnico foi adquirido a Sigma-Aldrich. Tecidos de malha penteada
100 % algodao cru (fios 30.1 Ne, gramatura de 160 g/m?) foram usados como substrato téxtil e
comprados no mercado local. Todos os demais reagentes utilizados possuiam grau de pureza

analitico.

3.2.2. Parte experimental 1 — Atividade enzimatica em acido poligalacturonico

3.2.2.1.Ensaio de atividade enzimatica

A atividade da enzima pectato liase foi determinada de acordo com Collmer, Ried e
Mount (1988), usando 4acido poligalacturonico como substrato (0,24 % (m/v) de &cido
poligalacturénico em 50 mM de tampao Tris-HCI e 0,6 mM de cloreto de célcio) e medindo a
formagdo dos produtos em espectrofotometro com comprimento de onda de 232 nm. Para
iniciar o ensaio, 2,5 mL da solugdo de substrato com (ou sem) surfactante ¢ 0,5 mL da enzima
diluida em 4gua (I mL/L), equilibrados na temperatura pretendida, foram rapidamente
misturados numa cubeta de quartzo com 1 cm de percurso Optico. O aumento da absorbancia
foi monitorado em fungdo do tempo, de modo que a enzima produzisse uma taxa linear de
reagdo por 30 segundos, no minimo. O coeficiente de extingdo molar para os produtos,
galacturonideos com uma ligagdo insaturada entre os carbonos 4-5, a 232 nm é 4.600 M cm™!
(COLLMER; RIED; MOUNT, 1988).

A atividade foi calculada utilizando a equagao (1) e discorrida em U/mL. Uma unidade
de atividade (U) ¢ a quantidade enzimatica necessaria para produzir 1 umol de fragmentos

pécticos insaturados por minuto, nas condi¢des do ensaio.
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U AAbs 1 V
= x = x —2@l g (1)
mL At € Vamostra

Onde: AAbs/At ¢ a razao de aumento da absorbancia por minuto, € ¢ o coeficiente de
extingdo molar, Vi € 0 volume total da mistura reacional (3,0 mL), Vamostra € 0 volume
utilizado de enzima (0,5 mL) e d ¢ a diluig@o da preparacdo enzimatica antes da adi¢do na rea¢ao

(1.000 vezes).

3.2.2.2.Desenho experimental para caracterizagao da enzima

O desenho experimental ¢ uma ferramenta estatistica eficiente utilizada para otimizagao
de processos e para avaliar os efeitos de diversos parametros, individualmente e suas interagoes.
O método de “mudanca de um fator de cada vez” usado para otimizagdo consome muito tempo
e pode levar a conclusdes menos precisas, uma vez que nao considera as interagdes entre os
fatores e, portanto, técnicas multivariadas tém sido cada vez mais usadas em aplicacdes
analiticas, no mundo industrial e em bioprocessos (KALANTZI; KEKOS; MAMMA, 2019).

Neste caso, a atividade da enzima pectato liase, fator dependente, foi medida frente a
trés fatores independentes: temperatura (40, 50 ¢ 60 °C), pH (7, 8 e 9) e concentracdo de
surfactante ndo i6nico (0,0; 0,5 e 1,0 g/L), que potencialmente afetam o comportamento de
catalise. Um planejamento fatorial 2* completo com ponto central (0) foi utilizado como
desenho experimental, onde os fatores foram avaliados nos niveis minimo (-1) e maximo (+1),
totalizando 9 ensaios (Tabela 3.1) feitos em triplicata. Os limites superior e inferior de cada
variavel foram escolhidos por meio das caracteristicas da pectato liase e de investigacdes
preliminares (ver Apéndice C). Os experimentos foram conduzidos de forma aleatéria e a

resposta foi o valor de atividade (U), mensurado conforme metodologia acima.
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Tabela 3.1 — Niveis reais e codificados das varidveis estudadas e matriz do planejamento
experimental fatorial 2° completo com ponto central.

Variaveis Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
X1 (temperatura, °C) 40 50 60
x2 (pH) 7 8 9
x3 (surfactante, g/L) 0,0 0,5 1,0
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

3.2.2.3.Analises estatisticas

O comportamento da enzima em face aos fatores estudados (pH, temperatura e
concentragdo de surfactante) foi comparado a um modelo preditivo de primeira ordem, segundo
a equagao (2), e foram gerados graficos de superficie de resposta. Onde: Y € a resposta prevista,
Bo € o coeficiente de regressdo constante (média geral), Bi € o efeito individual de cada fator, [3;;
¢ o efeito de interagdo de segunda ordem entre os fatores, X; € X; sdo as variaveis independentes
(fatores) adotadas e k ¢ o nimero de fatores estudados. O nivel em que cada termo no modelo
deve ser significativo foi definido em 1 %. Foi realizada a andlise de variancia ANOVA com

99 % de confianca, utilizando-se o software Statistica® versdo 13.

Y=00+ zk: Bixi + Z z BijXiXj 2
im1

i<j
3.2.3. Parte experimental 2 — Biopurga de algodao com pectato liase
3.2.3.1.Biopurga enzimatica dos tecidos de algodao
Os experimentos de biopurga (Figura 3.4) foram realizados em recipientes de ago

inoxidavel de 500 mL, em maquina de lavar de laboratorio téxtil (wash-tester, Kimak, Brusque,

Brasil) com agitag¢do vertical de 40 rpm. Os tecidos de algodao (5,0 g) foram tratados com
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diferentes concentragdes enzimaticas (1,0; 5,0 e 10,0 g/L) numa relacdo de banho de 1:20
(gzmL), sem ou com a presenca de 1 g/L de surfactante ndo idnico (Berol® 175). Todos os
tratamentos com BioPrep® 3000 L foram processados em pH constante de 8,5 (tampao Tris-
HC1 0,05 M), na temperatura de 55 °C e durante 30 minutos. Em seguida, as enzimas foram
desnaturadas em fervura por 10 minutos e os tecidos foram lavados em agua destilada (55 °C
por 10 minutos), extensivamente enxaguados em agua na temperatura ambiente e secos ao ar.
Tratamentos de controle foram realizados nas mesmas condi¢des experimentais, mas sem

adicao de enzima. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

Figura 3.4 — Perfil representativo dos tratamentos enzimaticos.
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3.2.3.2.Determinagdo dos efeitos da biopurga nos tecidos de algodao

A perda de massa foi calculada pela equagdo (3), onde W1 e W correspondem as massas
do tecido antes e apds o processo de limpeza, respectivamente. Antes de cada pesagem, as
amostras ficaram condicionadas por 24 horas em atmosfera controlada com solugado de cloreto
de cobre saturada, na umidade relativa de 65 + 4 %.

W, — W,
1—2> x 100 3)

Perda de Massa (%) = ( W
1

O grau de branco (Berger) foi mensurado em um espectrofotometro de bancada (marca

Konica Minolta, modelo CM-3610D), usando ceramica branca como padrao de calibracao.
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A hidrofilidade dos tecidos foi determinada usando a NBR 13000 (ABNT, 1993) e de
acordo com Nerurkar, Joshi e Adivarekar (2015) o tempo de molhagem de 5 segundos ou menos
representa uma absor¢ao adequada dos tecidos de algodao.

Para determinar a hidrofobicidade da malha crua, foi realizada a medi¢ao do angulo de
contato no instrumento gonidmetro (marca Ramé-Hart, modelo 250).

Micrografias para andlises morfologicas dos tecidos de algodao foram obtidas com um
instrumento MEV JEOL JSM-6390LV convencional (Microscopio Eletronico de Varredura)
com um filamento de tungsténio. As amostras foram previamente revestidas com uma fina

camada de ouro.

3.2.3.3.Analises estatisticas

Os dados de biopurga foram analisados pelo teste de Tukey para comparagdo das varias
médias, considerando um nivel de significancia de 5 %, utilizando-se o software Statistica®

versao 13.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Efeito multivariado do pH, da temperatura e da concentracio de surfactante na

atividade da enzima pectato liase

A enzima pectato liase € muito empregada em processos de biopurga de fibras naturais
celulosicas, notadamente de algodado, para a degradacdo da camada de pectina que recobre a
fibra, conferindo hidrofilidade e possibilitando os processamentos posteriores de tingimento,
estamparia e acabamento (ANDREAUS et al., 2019; BESEGATTO et al., 2018). A pectato
liase requer Ca** para atividade, tem pH 6timo de atuagio na regidio alcalina, entre 7,5 e 10, e
temperatura 6tima entre 40 e 50 °C (UENOJO; PASTORE, 2007). O fato desta enzima requerer
ions célcio para atividade catalitica (BENEN et al., 2000) faz dela interessante para a biopurga
téxtil, visto que, pode-se ter a presenca de célcio nas dguas industriais ou em residuos pré-
existentes nas fibras, sem comprometimento da sua catalise. Linhardt, Galliher e Cooney (1986)
explicam que o célcio atua como um cofator para a enzima pectato liase e/ou se liga ao substrato
acido de polissacarideo, melhorando a susceptibilidade deste ao ataque enzimatico.

A enzima Bioprep® 3000 L, de modo especifico, atua eficientemente no pH entre 7 ¢ 9

e tem sua temperatura 6tima entre 50 e 60 °C (FOULK; AKIN; DODD, 2008). Junto a esta, sdo
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usados surfactantes em muitas formulagdes de biopurga. Os surfactantes agem como agentes
de detergéncia para as substincias graxas imisciveis da superficie das fibras, emulsionando
esses compostos hidrofobicos (6leos e graxas) no meio aquoso € aumentando a umectancia dos
tecidos (RAZA et al., 2014). Entretanto, se o surfactante interagir com a enzima, pode haver
alteragdes conformacionais que eventualmente levem a perda da atividade enzimatica

(HOLMBERG, 2018).

Do ponto de vista pratico, entender a magnitude das interagdes entre os fatores pH,
temperatura e concentracao de surfactante, sobre a atividade da enzima, ¢ vantajoso e pode dar
um direcionamento para a melhoria dos bioprocessos. Na Tabela 3.2 estdo descritos os
resultados experimentais e preditos (utilizando a equagdo 4), realizados através do
planejamento experimental fatorial. Os efeitos dos fatores podem ser observados na Tabela 3.3

e a analise de variancia ANOVA estd na Tabela 3.4.

Tabela 3.2 — Atividade da enzima pectato liase em diferentes temperatura (x1), pH (x2) e
concentracgdo de surfactante (x3).

Atividade Atividade Diferenca
Ensaios | x1(°C) x2 x3 (g/L)  Experimental* Predita (%)

(U/mL) (U/mL)
1 -1 (40) -1(7) -1 (0,0) 114,00 + 3,65 111,19 2,5
2 -1 (40) -1(7) +1 (1,0) 110,61 +£1,71 115,45 4.4
3 -1 (40) +1(9) -1(0,0) 421,57 £ 9,84 414,67 1,6
4 -1 (40) +1(9) +1(1,0) 244,78 £16,28 253,72 3,7
5 +1(60) -1(7) -1(0,0) 147,91 +721 152,76 3,3
6 +1(60) -1(7) +1 (1,0) 159,83 £ 13,10 157,02 1,8
7 +1(60) +1(9) -1(0,0) 618,17 £ 70,67 627,10 1,4
8 +1(60) +1(9) +1(1,0) 473,04+32,09 466,15 1,5
9 0(50) 0(8) 0(0,5)  29539+5034 287,26 2,8

* Os valores sdo a média de trés repeti¢des + desvio padréo.

Observando cada tratamento individual na Tabela 3.2, verifica-se que a enzima
demonstrou maior atividade (618,17 U/mL) a 60 °C, pH 9 e na auséncia de surfactante (ensaio
7). O desvio padrdo desse mesmo tratamento, igualmente foi o maior. Isso pode ser devido a
enzima estar muito proxima da desnaturagdo na temperatura de 60 °C e no pH 9,0 (FOULK;
AKIN; DODD, 2008), levando a possiveis instabilidades na estrutura proteica da pectato liase
e na sua capacidade de servir como catalisador. A temperatura na qual a enzima exibiu sua
melhor atividade foi 60 °C, entretanto, a 70 °C e 80 °C a enzima reteve apenas 55 % e 15 % de
sua atividade maxima, respectivamente (dados ndo publicados, ver Apéndice C), indicando que

temperaturas mais elevadas causam mudangas conformacionais significativas ou mesmo levam
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a desnaturagdo da enzima e perda de sua atividade catalitica. Em pH 10, também, a maioria das

pectinases comerciais perdem atividade enzimatica (DANIELL et al., 2019).

Tabela 3.3 — Efeito das variaveis estudadas sobre a atividade da enzima pectato liase.

Variavel Efeito
Temperatura 127,0%*
pH 306,3*
Surfactante -78,3*
Temperatura X pH 85,4*
Temperatura X surfactante 11,7
pH X surfactante -82,6*

* Valores estatisticamente significativos com 99 % de confianga.

A variavel que apresentou maior efeito foi o pH (Tabela 3.3). De fato, as enzimas tém
grupos i6nicos em seu local ativo que devem estar em uma forma estavel (ZOHDI; AMID,
2013) e como reportam Linhardt, Galliher e Cooney (1986), a cadeia proteica de pectato liases
¢ prevalentemente cationica. A variacao do pH do meio resulta em altera¢des na forma ionica
do sitio ativo da enzima, que afeta a taxa de reagdo e diminui a atividade enzimatica (ZOHDI;
AMID, 2013). O valor de efeito positivo do pH de 306,3 indica que a enzima, nas condigdes
estudadas, aumenta mais a sua atividade com o aumento do pH de 7 para 9, tal como no trabalho
de Foulk, Akin e Dodd (2008), e pode ser atribuido ao alto pKa do residuo bésico (arginina ou
lisina) no sitio catalitico da pectato liase (ABBOTT; GILBERT; BORASTON, 2010).
Comparando-se os ensaios 5 € 7, em que somente o pH era diferente, a enzima teve um ganho
em atividade na ordem de 4 vezes, quando o nivel de pH foi aumentado de 7 para 9. Outros
relatorios também mostraram que algumas pectinases sdo mais ativas em pH alcalino (KHAN;
BARATE, 2016), corroborando com os resultados desta pesquisa. Sob a perspectiva da
biopurga, a atividade da enzima em pH alcalino ¢ benéfica, pois em pH alcalino tem-se uma
maior a¢do de limpeza e interagdo com a sujeira (melhor repulsdo das particulas de sujeira da
superficie do algodao) (VINEYARD; FREITAS, 2015), j4 que o pH alcalino aumenta o
potencial zeta e consequentemente a estabilidade das dispersdes e micelas (goticulas de gordura
aprisionadas por moléculas de surfactante).

Percebe-se que os outros dois fatores, temperatura e surfactante, também sdo
significativos para a atividade da pectato liase (Tabela 3.3). A temperatura como fator isolado
teve o comportamento esperado: aumentou a capacidade catalitica da enzima seguindo a Lei de
Arrhenius. O surfactante, apesar de ter se apresentado desfavoravel para a atividade enzimatica
(sinal negativo), dentre os fatores estudados foi o que causou menor efeito (-78,3) sobre o

desempenho da enzima, mostrando-se pouco agressivo a atuacdo da enzima pectato liase. De
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acordo com Holmberg (2018), o efeito exercido pelos surfactantes difere entre as diferentes
classes de enzimas, mas quase sempre, os surfactantes ndo idnicos sdo mais benignos as
enzimas do que os surfactantes i0nicos (anionicos e cationicos). A maioria da literatura recente
concorda que os surfactantes ndo idnicos sdo menos prejudiciais, perturbadores e
desestabilizadores a atividade enzimatica (AMID; MANAP; ZOHDI, 2014; HELLMUTH;
DREJA, 2016; PIMENTEL, 2010), em razao de ndo interagirem com a enzima por atracao
eletrostatica (HOLMBERG, 2018).

Como neste trabalho ha indicagdo de alguma perda de atividade enziméatica com o
aumento da concentragdo de surfactante ndo i6nico, o surfactante pode estar influenciando a
atividade da enzima de duas maneiras principais: (1) pela ligagdo a enzima, modificando
propriedades enzimaticas intrinsecas como estrutura ou flexibilidade; e (2) pela alteracdo do
ambiente em que a enzima funciona (RUBINGH, 1996). Parece que o surfactante diminui a
interagdo entre enzima e acido poligalacturdnico, seja por adsor¢do a enzima ou por adsor¢ao
ao substrato. Segundo Holmberg (2018), o surfactante nao idnico pode se ligar a enzima através
de interacdes hidrofobicas, causando alteragdes conformacionais que podem levar a
desnaturacdo da proteina. Ou seja, a parte lipofilica (ou parte hidrofobica) da molécula de
surfactante pode estar interagindo com as regides hidrofobicas no interior das proteinas da
enzima, causando a quebra da sua estrutura secundaria e terciaria. O surfactante pode ter
influéncia na fun¢do e na dindmica conformacional da enzima, e essas alteragdes causarao perda
de atividade enzimatica. Interacdes enzima-surfactantes especificas, como ligacdo competitiva
ao local ativo ou adsorcdo a interface onde o substrato ¢ encontrado, também podem influenciar
dramaticamente a atividade (RUBINGH, 1996). As enzimas que atuam sobre os carboidratos
sao bem conhecidas por terem sitios ou dominios de ligacdao especiais, como os Modulos de
Ligacdo de Carboidratos, que ajudam a aumentar a concentracdo da enzima no substrato
polimérico (TZANOV et al., 2003b). O surfactante ndo i6nico pode adsorver ao substrato
(adsor¢do do anfifilico em regides hidrofobicas do acido poligalacturonico) e dificultar a
adsor¢do da enzima ao substrato, impedindo o adequado contato entre a pectinase e seu
substrato e/ou diminuindo a capacidade da pectinase de acessar o substrato, desacelerando a
reacdo catalisada pela enzima Bioprep® 3000 L.

A interagdo de segunda ordem entre o pH e a temperatura, bem como a interagdo entre
o pH e a concentragdao de surfactante, também sdo importantes no intervalo estudado (Figura
3.5-a e Figura 3.5-c), assinalando que a resposta de um fator depende do outro. Estudando o
comportamento da temperatura dentro de cada nivel do pH (Figura 3.5-a), nota-se que em 60 °C

ha um aumento bem maior da atividade ao elevar o pH de 7 para 9, do que na temperatura de
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40 °C. Na Figura 3.5-c, o mesmo ocorre: na auséncia de surfactante hd um aumento bem mais
acentuado da atividade enzimatica ao elevar o pH de 7 para 9.

A interagdo entre temperatura e concentracdo de surfactante ndo foi significativa,
evidenciando que esses dois fatores sao independentes, isto €, o0 comportamento da temperatura
independe da variacdo (auséncia ou presenga) de surfactante, e vice-versa. O efeito de interagdo

ndo significativo pode ser visto pelo paralelismo das linhas apresentadas no grafico da Figura
3.5-b.

Figura 3.5 — Graficos das interacdes: a) T e pH; b) T e concentragdo de surfactante; e c) pH e
concentracao de surfactante.
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Nas Figura 3.6 e Figura 3.7, respectivamente, por intermédio da inclinagio das curvas
da superficie de respostas, verifica-se que had uma correlagdo positiva com as variaveis pH e
temperatura (sinergismo) e uma intera¢ao negativa entre o pH e a concentragao de surfactante
(antagonismo). Em pH 7, a atividade enzimdtica se mostrou baixa e sem influéncia da
concentracdo de surfactante nao i6nico, mas em pH 9 a concentragdao de 1 g/L de surfactante
reduziu a atividade em até 40 %. Mesmo assim, no pH 9 e a 60 °C tem-se as atividades méximas,
independentemente da presenga (473,04 U/mL) ou auséncia (618,17 U/mL) de surfactante ndo

idnico.
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A metodologia de superficie de respostas (Figura 3.6 e Figura 3.7), ademais, permite

uma combinag¢@o de varios niveis intermediarios dos fatores, dentro de uma regido 6tima para

a atividade da pectato liase.

Figura 3.6 — Superficie de resposta com a dependéncia da atividade enzimatica da pectato
liase (U/mL) frente as variaveis independentes temperatura (°C) e pH.
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Figura 3.7 — Superficie de resposta com a dependéncia da atividade enzimatica da pectato
liase (U/mL) frente as varidveis independentes pH e concentracdo de surfactante (g/L).

) R g

U/mL

I - 500
B < 500
I < 500
[ < 400
[1=300
I < 200
B < 100

u/mL
Il = 500
B < 500
= = 400
[ =300
B < 200
B = 100



73

A andlise de variancia (Tabela 3.4) consente comprovar estes efeitos principais ou de
interagdo que interferem significativamente na resposta do problema analisado (atividade
enzimatica), de acordo com o nivel de confianca estabelecido em 99 %. O uso de um nivel de
confianca ainda mais rigoroso poderia ser assumido, porque os valores de “p” sdo menores que
10, com exce¢dio da interagdo entre temperatura e concentragio de surfactante que nio ¢
significativa. A andlise de varidncia (Tabela 3.4) estabelece inclusive os valores dos
coeficientes de determinacdo e de ajuste, por comparagao entre os valores preditos e os
observados do modelo. O coeficiente de determinagio (R?) deu igual a 0,9767, explicando que
97,67 % da variacdo apresentada na atividade da pectato liase foi resultante da variacdo dos
fatores propostos (temperatura, pH e concentracdo de surfactante), com baixa interferéncia
externa e com boa reprodutibilidade dos dados. A equacdo de regressdo obtida com varidveis
codificadas, apos a eliminagdo dos coeficientes insignificantes, ¢ a equacao (4). Os valores
obtidos na analise da curvatura do modelo preditivo linear demonstraram bom ajuste com os
dados observados, ndo tendo havido alterag@o da linearidade com os ensaios realizados no ponto
central. Portanto, pode-se considerar que o modelo permite predizer valores de atividade
enzimatica (Y = variavel dependente) para varios valores intermediarios dos fatores estudados,
de acordo com as condi¢des impostas pelas variaveis independentes (x1, X2 e x3). A diferenga
média percentual entre os valores experimentais e os valores preditos, utilizando-se a equacao

4, foi de 2,5 %, confirmando o bom ajuste representado pelo alto valor de R?.

Y = 287,34+ 63,5%; + 153,2x, — 39,2 X3 + 42,7 X; X; — 41,3 X, X3 (4)

Tabela 3.4 — ANOVA do planejamento experimental fatorial 2° completo com ponto central.

Fonte de variacio SQ GL MQ F P
Temperatura 96772.,7 1 96772,7 95,09 0

pH 562933,5 1 562933,5 553,15 0
Surfactante 36829,9 1 36830,0 36,19 1,1x10°
Temperatura X pH 437939 1 43794,0 43,03 4x107
Temperatura X surfactante 827,3 1 827,3 0,81 0,3791
pH X surfactante 40942,3 1 409423 40,23 6x 107
Curvatura 2233 1 2233 0,22 0,6451
Falta de ajuste 323,5 2 161,8 0,16 0,8542
Erro 18318,2 18 1017,7

Total 800741,6 15

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica.
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3.3.2. Biopurga com pectato liase

Todos os processos desenvolvidos pela pesquisa fundamental devem passar por uma
etapa de otimizagdo, baseada em operagdes estatisticas confiaveis, na qual os resultados obtidos
sdo analisados e as melhores condigdes para aplicagdo industrial sdo estabelecidas (PUSTIANU
etal., 2018). A fim de investigar o efeito da enzima pectato liase Bioprep® 3000 L na biopurga
de tecidos de algodao (Figura 3.8), a investigagao deve ser baseada nos resultados do desenho
experimental com esta enzima sobre o 4cido poligalacturdnico, ponderando as respostas do item
3.3.1. Com base nos limites experimentais pré-estabelecidos, os dados obtidos sugerem que as
condi¢des de tratamento mais eficazes seriam a temperatura de 60 °C, pH 9,0 e ndo uso de
surfactante, para maxima atividade enzimatica. No entanto, avaliando estudos anteriores com
uma enzima pectinase alcalina (HEBEISH et al., 2009), a uma temperatura de 55 °C e pH 8,5,
ambos ligeiramente abaixo da condigdo operacional oOtima encontrada pelo projeto
experimental deste trabalho, foram os preferidos. Considerou-se que condi¢cdes menos severas
seriam benéficas, especialmente no que diz respeito a eventual reciclagem do banho de enzima,
para ndo causar prejuizos a enzima por desnaturacdo e para que esta tenha alta atividade ainda.
Além disso, a adigdo de surfactante pode auxiliar na remoc¢ao de substancias hidrofobicas e este
efeito pode compensar ou mesmo super compensar uma perda na atividade enzimatica.

A limpeza do algodado por enzimas €, em geral, caracterizada por perda de massa, a qual
varia conforme a enzima usada, tipo de tecido, tempo reacional, agitacdo, etc. (KALANTZI et
al., 2008). Essa afirmacdo pode ser confirmada pela Figura 3.8-a, onde todos os tratamentos
com pecto liase provocaram uma perda de massa constante no substrato téxtil. Verificou-se que
0 aumento na quantidade enzimatica ndo converteu-se em acréscimo na perda de massa e a
maior perda de massa (3,45 £ 0,04 %) foi obtida com a enzima em baixa concentragao (1,0 g/L)
com um surfactante, sugerindo de antemao, ser suficiente para a digestdo das impurezas de
pectina disponiveis. Em contrapartida, Hebeish et al. (2009) e Kalantzi et al. (2008)
encontraram que, um aumento na concentracao de pectinase alcalina provocava um aumento
adicional na perda de massa do tecido de algoddo. E importante destacar que a magnitude das
perdas foram inferiores a 4 %, em varios casos analisados por autores da area (HEBEISH et al.,
2009; KALANTZI et al., 2008; LI; HARDIN, 1997; NIAZ et al., 2011; SAWADA et al., 1998),
que parece ser a quantidade méxima de impurezas pécticas e cerosas que podem ser removidas,
mas também estd de acordo com a quantidade de substancias pécticas e cerosas na fibra do
algoddo, que ndo ¢ superior a 2,4 % (ANDREAUS etal., 2019). A perda de massa ¢ uma medida

de remoc¢ao das impurezas do tecido e, a nivel industrial, uma perda de 3-6 % ¢ considerada
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aceitavel, uma vez que a perda excessiva resulta em reducdo da resisténcia e durabilidade do

tecido (KALANTZI; KEKOS; MAMMA, 2019).

Figura 3.8 — Propriedades fisico-quimicas dos tecidos de algodao tratados com pectato liase e
controle: (a) perda de massa, (b) grau de branco e (¢) hidrofilidade, respectivamente.
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No tratamento de referéncia, sem adi¢ao de enzima, houve uma perda de massa de 1,6 %
em média, que pode estar associada a eliminagdo de ceras e gorduras, em decorréncia do uso
de surfactante (1 g/L) e/ou da lavagem quente posterior (90 °C, 10 minutos). Choe et al. (2004)
mostraram que, uma pos-lavagem curta e de alta temperatura (>80 °C) ¢ essencial para a
remocdo de ceras do algoddo. E, geralmente, um surfactante ¢ adicionado para aumentar a
solubilizagdo de compostos hidrofobicos e/ou evitar sua redeposi¢ao de volta no tecido (GLAD
et al., 2006).

A remocgao enzimatica das impurezas do algodao proporcionou uma elevagao no grau
de branco (Figura 3.8-b), em relagdo a malha bruta (16,34 + 1,11 graus Berger). Embora os
pigmentos naturais sejam retirados na etapa de branqueamento (KAUR et al., 2020; MOJSOV,
2019; SINGH et al., 2020), alguns deles vém a ser removidos mesmo durante a purga, pois
estdo adsorvidos nas substancias pécticas, lipidicas e proteicas do substrato (KARAPINAR;
SARIISIK, 2004). Nao foram observadas alteracdes significativas entre os valores de brancura
conferidos pela enzima nas trés concentragdes, que ficaram situados no intervalo de 33 e 34
graus Berger (na presenca de 1 g/L de surfactante ndo i6nico) e 28 a 29 graus Berger (na
auséncia de 1 g/L de surfactante ndo idnico). Hebeish et al. (2009) também encontraram
diferengas despreziveis no indice de branco, quando a concentragdo de pectinase alcalina foi
aumentada de 2 para 4 g/L. Ja Kalantzi et al. (2008), estudando o efeito da biopurga com a
enzima pectinase sobre as propriedades do algodao, perceberam que o aumento na concentragao
de BioPrep® 3000 L (0-1000 Unidades/g) resultou num aumento de brancura de 36,5 para 51,2
graus Berger.

Os indices de branco dos tratamentos sem enzima (=33 graus Berger) e com enzima
mais surfactante nao tiveram diferencas estatisticas consideraveis, € o aumento da alvura pode
ser atribuido principalmente ao proprio processo de lavagem. Para Pimentel (2010),
diferentemente, houve um aumento no grau de branco durante o tratamento sem adicdo de
enzima, em relacao ao uso de pectinase, que foi explicado pela coloragdo marrom escura da
enzima e sua interferéncia no tecido.

A hidrofilidade ¢ a primeira caracteristica que se busca obter através da etapa de
biopurga e os valores encontrados para os artigos de algodao estdo apresentados na Figura 3.8-
c. A malha crua foi analisada, mas ndo absorveu agua e pdde ser classificada como hidrofébica,
observando-se o angulo de contato de 134,24 + 6,16 formado pela gota de 4gua destilada sobre
a superficie do substrato (Figura 3.9). A fibra de algodao, no estado bruto, ¢ revestida por 4-
12 % de impurezas naturais ndo celuldsicas, que lhe dao um carater hidrofébico (LI; HARDIN,

1997). Entdo, antes do processo imido de tingimento, o fio/tecido de algodao cru precisa ser
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limpo e convertido em hidrofilico, para garantir a penetragdo adequada dos corantes e uma
coloracdo homogénea, com propriedades de solidez a lavagem, luz e fricgao (BESEGATTO et

al., 2018).

Figura 3.9 — Gota de agua destilada sobre a superficie da malha crua, durante o teste de
hidrofilidade (angulo de contato de 134,24 + 6,16).
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Quanto a capacidade de molhamento (ver material suplementar no Apéndice C),

BioPrep® 3000 L mais surfactante mostrou excelentes resultados de hidrofilidade (=5 s) em
todas as concentragdes testadas. Como ja& afirmado acima com relacdo a perda de massa do
tecido, a menor concentragao de enzima usada neste estudo (1,0 g/L) foi suficiente para remover
todas as impurezas hidrofobicas acessiveis, de modo que um aumento para 5,0 ou mesmo
10,0 g/l ndo causou qualquer melhoria adicional na hidrofilidade do tecido de algodao.
Considerando a agdo catalitica da enzima, a eficiéncia maxima alcancavel do processo
(quantidade de impurezas removidas dividida por tempo ou perda de massa/tempo) depende
ndo apenas da concentracdo do catalisador, mas também do tempo de processo e do substrato
(estrutura do tecido, didmetro do fio e porosidade do tecido e da fibra). Acredita-se que a enzima
pectinase na concentragdo de 1,0 g/LL esteja muito proxima da saturagdo, pois seu acréscimo
(5,0 € 10,0 g/L) no banho ndo potencializou a umectacao do tecido sob as condi¢des de reagado
(55 °C, 30 min, propor¢ao de licor 1:20). Os autores Wang et al. (2007), ao otimizarem a

biopurga de tecidos de malha 100 % algodao com pectinase alcalina, também constataram que
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a concentragdo enzimatica de 1,0 g/L na presenga de surfactante ndo io6nico 0,1 % (pH 9,1;
57 °C e 1,25 h de incubagao) era ideal para uma maior solubiliza¢do de pectina e molhabilidade
adequada do tecido.

As enzimas pectinases hidrolisam os compostos pécticos da fibra de algodao, que
funcionam como um cimento/adesivo impermedvel entre a celulose e os componentes
hidrofébicos (MADHU; CHAKRABORTY, 2017). A digestao das pectinas possibilita a soltura
das outras impurezas nao celuldsicas por emulsificagdo subsequente (NIAZ et al., 2011) e
favorece a atuacdo dos demais agentes do banho, a citar os tensoativos/surfactantes
(KALANTZI et al., 2008).

O molhamento do substrato de algoddo em tampao pH 8,5 (hidrofilidade de 18,47 +
5,83 s) com surfactante apenas, quando equiparado a biopurga com pectinase mais surfactante,
acarretou num déficit de absor¢do de agua, muito provavelmente por causa da pectina ndo
removida das fibras, indicando que: (1) apenas uma pequena parte dos compostos hidrofobicos
foi removida, em comparagdo com o tecido de algoddo cru nao tratado (ndo umido), e (2) a
quebra da matriz de pectina das fibras pela pectato liase € necessaria.

Os resultados de hidrofilidade do tratamento enzimético sem surfactante também nao
foram aceitaveis. Voltando as concepgoes iniciais, € preciso considerar que a atividade da
enzima Bioprep® 3000 L foi estudada, primeiramente, incorporando o surfactante niio idnico
diretamente ao acido poligalacturonico (soluvel) como substrato, em vez de tecido, e a enzima
catalisou uma reacdo em solucdo em condi¢des homogéneas (ver item 3.3.1). O tecido, como
substrato natural da biopurga, ¢ insoltvel, a reacdo ¢ heterogénea e as enzimas devem funcionar
na interface sélido/liquido. Sabe-se que os surfactantes diminuem a tensao superficial do meio
aquoso (AGRAWAL et al.,, 2008) e aqui, possivelmente, os surfactantes ndo i0Onicos
aumentaram o rendimento das enzimas, aumentando a penetracdo de agua na matriz do
substrato solido e aumentando a area superficial para o ataque enzimatico (CHUGH; SONI;
SONI, 2016). Além disso, os surfactantes podem ter um efeito estimulador, neste caso, pela
melhora do niimero de rotatividade da pectinase, aumentando a frequéncia de contato entre o
local ativo da enzima e o substrato de algoddo (OUMER; ABATE, 2017), bem como auxiliando
na adsor¢do e dessorcao da enzima para e do tecido.

Assim: (1) as substancias da pectina serdo efetivamente removidas pela pectinase nas
areas disponiveis, devido a especificidade da enzima (XIAOKANG; HAITAO; JIANYONG,
2019); (2) o surfactante pode promover a permeabilidade e ampliar a drea acessivel a pectinase,
facilitando o contato entre as enzimas e a pectina e melhorando a velocidade da reacdo

catalitica; e (3) o surfactante pode assegurar que os produtos de decomposicao da pectina e



79

outras impurezas sejam prontamente removidos da superficie da fibra. O objetivo das enzimas
é catalisar a degradagio de um substrato especifico (ERDEM; IBRAHIM BAHTIYARI, 2018),
enquanto o papel do surfactante ¢ remover o material de uma superficie de maneira inespecifica
(HOLMBERG, 2018). Na biopurga, o surfactante remove a camada oleosa das fibras de
algoddo por emulsificagdo ou solubilizagdo ou por combinagdo de ambos (HOLMBERG,
2018), e as enzimas pectinases hidrolisam as substancias pécticas. O mecanismo de biopurga
com pectinase comeg¢a com a degradacdo e eliminagdo das pectinas, que soltam as ceras e as
tornam mais facilmente removiveis com o auxilio de surfactantes e agitagdo mecéanica (CUI et
al., 2009). Isso permite que o algodao atinja hidrofilidade superior sem deterioragdo da fibra.
A Figura 3.10 mostra a morfologia da superficie do algoddo cru e biopurgado. O
tratamento enzimatico removeu as impurezas hidrofobicas, limpou os tecidos e tornou a
superficie mais irregular, entretanto, as fibras parecem sofrer leves alteracdes em sua
arquitetura, devido as condi¢des mais amenas do processo. De acordo com Demir et al. (2018),
com a utilizagdo de enzimas para o tratamento do algoddo cru, as condigdes sdo muito mais

amenas e ndo criam danos a superficie dos tecidos de algodao.

Figura 3.10 — Imagens de MEV da superficie de tecidos de algodao (a) cru e (b) ap6s
tratamento com a enzima pectato liase (x1000 e x5000), respectivamente.
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3.4. CONCLUSAO

Neste estudo, uma enzima pectato liase comercial foi testada em varias situacdes
diferentes de reacao ao acido poligalacturonico, numa tentativa de maximizar a sua atividade
catalitica e encontrar as suas condi¢des ideais de operagdo para a limpeza de tecidos de algodao
cru. Utilizando métodos estatisticos e matematicos, confirmou-se as influéncias e significancias
das trés variaveis independentes pH, temperatura e surfactante nao i6nico no meio. A presenca
do surfactante, apesar de ter manifestado um efeito negativo, demonstrou ser o fator que menos
influenciou na atividade da enzima pectato liase, enquanto o aumento dos fatores pH de 7 para
9 e temperatura de 40 para 60 °C favoreceram a atividade, com mais intensidade para o pH.
Pode-se esperar que a acdo de limpeza benéfica do surfactante ndo idnico durante a lavagem,
pelo menos, compense por uma atividade enzimatica eventualmente reduzida. Como houve
interagdo entre os fatores, entende-se que ndo ¢ adequado avaliar a atividade enzimatica de cada
fator em separado, no caso do uso da enzima em processos industriais, onde o sistema ¢ de
composi¢ao complexa.

Ap6s investigagdes cuidadosas e o estabelecimento da melhor combinacdo entre os
fatores, a enzima mostrou um grande potencial para aplicacdo no processamento de biopurga
téxtil, com expressivo aumento na hidrofilidade da fibra de algoddo. A pectato liase
caracterizada permitiu uma purga enzimatica com desempenho eficaz, o que representa uma
alternativa a purga quimica convencional, em dire¢@o ao estabelecimento de uma industria téxtil

ecologicamente correta.
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4. AVANCOS NA BIOPURGA SUSTENTAVEL DE TECIDOS DE ALGODAO:
AVALIACAO DE DIFERENTES POS-TRATAMENTOS PARA MELHORAR A
MOLHABILIDADE DO TECIDO

RESUMO: O tecido de algoddo cru contém impurezas naturais (gorduras, ceras, pectinas e
proteinas), que dao uma natureza hidrofébica e dificultam o seu tingimento no processamento
téxtil. Para a remogdo dessas impurezas ndo celuldsicas, comumente ¢ feita uma purga alcalina
com adicao de hidroxido de so6dio em altas temperaturas, demasiadamente poluente. Como uma
alternativa mais verde com impacto ambiental reduzido, as enzimas podem ser usadas para
melhorar a hidrofilidade do algodao e a qualidade dos tecidos. Sendo assim, o principal objetivo
deste estudo foi instituir um roteiro para a biopurga de algodao, utilizando uma preparacao de
pectinase comercial em condigdes brandas de pH, tempo e temperatura. As enzimas (1-10 g/L)
foram empregadas por 30 minutos, a 55 °C e no pH 8,5 6timo de atuacdo, sob uma variedade
de possibilidades de pos-tratamento com variagdo da temperatura ¢ da concentragao de
surfactante. As amostras tratadas foram caracterizadas quanto a perda de massa, absor¢ao de
agua, teor de pectina, indice de branco e espectroscopia infravermelha (FTIR). Alto nivel de
limpeza foi alcangado, com eficidcia comparavel a da purga alcalina convencional. Foi
conseguido aumentar a molhabilidade do artigo téxtil com reducdo nos danos as fibras e no
consumo de energia, d4gua e quimicos. Verificou-se que uma baixa concentracao de surfactante
(0,2 g/L) e uma temperatura de lavagem de 70 °C, apds a biopurga, tiveram um grande impacto
na remocao de ceras e gorduras da superficie do algoddo e foram adequadas para atingir alta
hidrofilidade com baixa perda de massa, ao contrario de outros estudos de biopurga que usaram
temperaturas > a 80 °C. Esses resultados comprovaram claramente que a eficiéncia da biopurga,
para alcancar a molhabilidade adequada dos tecidos de malha de algodao, depende
essencialmente de uma etapa de pods-lavagem eficaz e das condicdes selecionadas, que
impactam a sustentabilidade e a viabilidade economica de todo o processo.

Palavras-chave: Algoddo. Impurezas nao celulosicas. Purga enzimatica. Enzima. Surfactante.
Temperatura.

4.1. INTRODUCAO

A fibra de algodao (Figura 4.1) ¢ constituida por 92 % de celulose, em média, com uma
mistura complexa de proteinas, ceras, cinzas, pectinas e outras substancias (resinas, pigmentos,
hemicelulose, agucares, acidos organicos e incrustados lenhosos) compreendendo o restante
(KARMAKAR, 1999). Sao cerca de 4-12 % de impurezas naturais ndo celuldsicas
(KARMAKAR, 1999), que conferem ao algodao cru uma protecao hidréfoba e uma superficie
lubrificada ao processamento (WAKELYN et al., 2006). A vista disso, previamente ao processo
umido de tingimento, o tecido de algoddo bruto precisa ser limpo e convertido em hidrofilico,
a fim de alcancar adequada coloragdo, homogénea e com boas propriedades de solidez
(ANDREAUS et al., 2019). A absorcao de dgua ¢ um dos fatores mais cruciais na etapa de

tingimento, e o objetivo da limpeza € remover as impurezas hidrofobicas para produzir fibras
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com alta molhabilidade, que podem ser tingidas e acabadas uniformemente (BENLI;

BAHTIYARI, 2015).

Figura 4.1 — Diagrama esquematico da microestrutura do algodao, mostrando a distribui¢ao
de celulose e de outros materiais nao celuldsicos nas varias camadas de fibra. (A dimensao da
parede celular ndo esta em escala).
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Fonte: Adaptado de AGRAWAL (2005) ¢ PENSUPA et al. (2017).

O procedimento industrial classico de limpeza compreende uma purga com produtos
quimicos alcalinos, como o hidroxido de s6dio (NaOH), em alta temperatura ¢ seguida de
lavagem exaustiva com elevado consumo de agua (VARADARAJAN; VENKATACHALAM,
2016). O resultado final ¢ uma fibra de celulose quase pura (teor acima de 99 %) e com
excelente poder de absor¢ao (WAKELYN et al., 2006). Contudo, a purga representa um dos
estagios mais agressivos dentro de uma industria de beneficiamento téxtil (LOSONCZI;
CSISZAR; SZAKACS, 2004), tanto para a fibra quanto para o meio ambiente e as condigdes
de trabalho. O uso de produtos quimicos e de elevadas temperaturas t€ém muitos impasses,
incluindo a formacgao de gases toxicos, alto consumo energético, despolimerizacdo da celulose,
redugdo da resisténcia fisica do tecido e polui¢dao do ecossistema (RAMADAN, 2008).

Os tratamentos enzimaticos, em substitui¢do ao tradicional, vém para suprir a caréncia
de processamentos téxteis mais sustentaveis, aliados a tecnologia limpa e ganhos ambientais,
valendo-se do potencial catalitico das enzimas (BESEGATTO et al., 2018). As enzimas, dada
a sua alta seletividade ao substrato, agem exclusivamente nos compostos que se deseja eliminar,
tendo uma influéncia passivel de controle sobre a fibra de algodio (HARDIN, 2010). Na
biopurga, pectinases podem ser empregadas para remocao de pectina, proteases para proteinas,

lipases para Oleos e gorduras, xilanases para hemicelulose e assim por diante, de forma pura ou
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associada (ANDREAUS et al., 2019; BESEGATTO et al., 2018). As enzimas sao selecionadas
com base no pH, temperatura, tempo requerido e qualidade do produto final (HOONDAL et
al., 2002; SHAHID et al., 2016). A partir desses biocatalisadores, as pectinases foram
identificadas como as potenciais candidatas mais eficazes para a purga enzimatica dos tecidos
de algodao, porque a pectina € um dos constituintes ndo celuldsicos mais complexos da parede
priméaria da fibra (AGRAWAL et al., 2007). A degradagdo e eliminagdo da pectina facilita a
remogao de ceras e gorduras, pela desestabilizacdo da parede primaria, com melhora
concomitante na absor¢ao de agua (JARAMILLO et al., 2016). As pectinases do tipo pectato
liases (Figura 4.2), em especial, catalisam a clivagem das ligagdes glicosidicas (do tipo a 1-4)
no acido péctico por trans-eliminagdo e formam produtos com residuos 4,5-insaturados na
extremidade nao redutora (ANDREAUS et al., 2019; LINHARDT; GALLIHER; COONEY,
1986). Essas mudangas estruturais nas fibras de algodao aumentam a acessibilidade dos grupos
funcionais polares hidroxilas da celulose e, consequentemente, aumentam a hidrofilidade, o que
¢ um aspecto importante para melhorar a absor¢ao de 4gua e a tingibilidade dos tecidos tratados

(ABDULRACHMAN et al., 2017).

Figura 4.2 — Modo de agdo enzimatica das pectato liases em uma molécula de pectina.
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Fonte: Adaptado de LINHARDT; GALLIHER; COONEY (1986).

No geral, a literatura especializada concorda que pectinases diminuem o percentual dos
constituintes ndo celuldsicos e dao melhor absor¢do de 4gua aos fios de algoddo cru
(ABDULRACHMAN et al., 2017; CHOE et al., 2004; NIAZ et al., 2011; WANG et al., 2007).
Em temperaturas inferiores a 60 °C, numa gama de concentragdes enzimaticas (0,05-2 %) e em
tempos variaveis (15 minutos até 3 h), originam-se téxteis com baixo conteudo de pectina e
com excelente capacidade de tingimento (ABDULRACHMAN et al., 2017; CHOE et al., 2004;
KALANTZI et al., 2008; MADHU; CHAKRABORTY, 2017; WANG et al., 2007). Além
disso, preservam a estrutura das fibras sem causar despolimerizagdo da celulose, perdas de

massa excessivas € queda na resisténcia dos materiais (KALANTZI et al., 2008; SHAHID et
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al., 2016). Os bioprocessos minimizam os danos as fibras por serem realizados em condi¢des
operacionais mais suaves (pH proximo ao neutro e temperatura moderada), e sdo
ecologicamente aceitos pela biodegradabilidade das enzimas e pela diminui¢ao da quantidade
de quimicos, de energia utilizada e de efluentes gerados (SHRIMALI; DEDHIA, 2016;
VARADARAJAN; VENKATACHALAM, 2016). Proporcionam pleno suporte € inovagdo a
industria téxtil, melhorando a qualidade dos seus produtos e em total acordo com as
regulamentagdes ambientais (ALY; MOUSTAFA; HEBEISH, 2004). Todavia, ainda que
oferecam muitas vantagens, existem algumas deficiéncias a serem superadas (KARABOGA et
al., 2007; SHAHID et al., 2016). Embora a absor¢do de agua seja melhorada pela limpeza
enzimatica, o resultado nao ¢ totalmente satisfeito tal qual ¢ alcangado pela limpeza com alcalis
convencional (KIM et al., 2006). A aplicacdo de pectinases resulta apenas em melhorias
modestas na molhabilidade do tecido (AGRAWAL et al., 2007).

Ha uma necessidade continua de melhorar estes processos alternativos e de torna-los
mais competitivos. Nesse contexto, o estudo teve como objetivo investigar diferentes
tratamentos de biopurga, pela influéncia da concentracdo enzimatica (1,0; 5,0 e 10,0 g/L) de
pectinase (BioPrep® 3000 L) e de pardmetros relacionados ao pds-tratamento, sobre as
propriedades fisico-quimicas de tecidos de malha 100 % algodao. Depois, os resultados foram
comparados com o método convencional de purga alcalina (NaOH), que foi empregado como
referéncia. Varios ensaios foram feitos para encontrar uma metodologia enzimatica que fosse
utilizdvel (com ganhos de hidrofilidade), suficientemente leve (sem efeitos adversos nas fibras

celulosicas) e ambientalmente atraente, para remover impurezas naturais de tecidos de algodao.

42. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Substrato téxtil e enzima

Foi utilizado como substrato téxtil um tecido de malha (Jersey) crua 100 % algodao,
com gramatura de 160 g/m? e confeccionado com fios Ne 30.1 penteado.

A enzima comercial BioPrep® 3000 L (pectinase alcalina com atividade de pectato liase)
foi gentilmente fornecida pela empresa Novozymes®. Sua atividade enzimatica (211,13 +
13,87 U/mL a30°C e 326,70 + 48,65 U/mL a 55 °C — temperatura de biopurga) foi determinada
em pH 8,5 de acordo com Collmer, Ried e Mount (1988), usando acido poligalacturénico como
substrato e medindo a formagao dos produtos em espectrofotdmetro com comprimento de onda

de 232 nm (ver Apéndice D).
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4.2.2. Tratamentos enzimaticos nos tecidos de algodao

Os experimentos de biopurga foram realizados em canecos de aco inoxidavel de
500 mL, em uma maquina de lavagao de laboratério téxtil (Kimak, wash-tester) a 40 rpm. Os
tecidos de algodao (5,0 g) foram tratados com diferentes concentragdes enzimaticas (1,0; 5,0 e
10,0 g/L), numa relagdo de banho de 1:20 (g:mL) e na presenga de 1 g/L. de surfactante ndo
ionico (Berol® 175, C12-C16 alcool etoxilado 90%, emulsificante, agente umectante). Todos
os tratamentos com BioPrep® 3000 L foram processados em pH constante de 8,5 (tampao Tris-
HCI 0,05 M), na temperatura de 55 °C e durante 30 minutos. Depois dessa incubag¢ao, os tecidos
foram conduzidos a diferentes condi¢des de pds-processamento, de acordo com a Tabela 4.1 e
a Figura 4.3.

Além disso, no final os tecidos de algodao foram extensivamente enxaguados em agua
na temperatura ambiente, torcidos e secos ao ar. Tratamentos chamados de controle foram
realizados sob as mesmas circunstancias experimentais (A, B, C e D), mas sem adi¢do de
enzima. Todos os dados coletados foram quantificados a partir de experimentos em triplicata.

Posteriormente, o tratamento D (1 g/L de BioPrep® 3000 L) foi refeito para verificar a
influéncia da concentracdo de surfactante e da temperatura na etapa de lavagdo, que sucede a
biopurga. (I) Os tecidos de algodao foram lavados com agua destilada (90 °C por 10 minutos)
e surfactante (variando de 0,0 até 1,0 g/L) e (II) os tecidos de algodao foram lavados com 4agua

destilada (10 minutos) e surfactante (0,2 g/L) em trés temperaturas diferentes (55, 70 e 90 °C).

Tabela 4.1 — Abreviagdes e descri¢des de todos os tratamentos.

Abreviacdo do Descriciao do tratamento
tratamento
A Biopurga com pectinase BioPrep® 3000 L sem pés-tratamento.
Biopurga com pectinase BioPrep® 3000 L. Em seguida, as enzimas foram
B o )
desnaturadas a 90 °C por 10 minutos.
Biopurga com pectinase BioPrep® 3000 L. Em seguida, as enzimas foram
desnaturadas a 90 °C por 10 minutos e os tecidos de algodao foram lavados
C . . o : . .
com agua destilada a 55 °C por 10 minutos na mesma propor¢ao de licor
(1:20).
Biopurga com pectinase BioPrep® 3000 L. Em seguida, o contetido do
D banho foi descartado e os tecidos de algodao foram lavados com agua
destilada a 90 °C por 10 minutos na mesma propor¢do de licor (1:20).




Figura 4.3 — Perfil representativo dos tratamentos enzimaticos.
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4.2.3. Tratamento convencional nos tecidos de algodao

Para fins comparativos, foi realizada uma purga alcalina baseada em condigdes

tipicamente praticadas nas industrias téxteis da regido sul do Brasil. A purga alcalina

convencional foi feita com solu¢do de hidroxido de sédio (2 g/L) e surfactante ndo idnico

(1 g/L), a 90 °C por 30 minutos, mantendo a relagdo de banho de 1:20 (g:mL). Seguidamente,

os tecidos de algoddao foram lavados com dgua destilada quente (55 °C por 10 minutos) e

neutralizados com 4cido acético (3 g/L) a 55 °C por mais 10 minutos, num novo banho.
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4.2.4. Analise dos tecidos
4.2.4.1.Perda de massa

A perda de massa foi calculada pela equacao (1), onde W1 e W> correspondem as massas
do tecido antes e ap6s o processo de limpeza, respectivamente. Antes de cada pesagem, as
amostras ficaram condicionadas por pelo menos 24 horas em atmosfera controlada acima da

solugdo de cloreto de cobre saturada, na umidade relativa de 67 = 2 % (ROCKLAND, 1960).
W —W,
Perda de Massa (%) = (T) x 100 (D
1

4.2.4.2 Hidrofilidade (absorc¢ao de gotas de agua, teste da gota)

A hidrofilidade dos tecidos foi determinada usando a NBR 13000 (ABNT, 1993). O
tecido foi esticado em um bastidor de bordado, 40 mm abaixo de uma bureta contendo agua
destilada (20 £ 2 °C) e gotejando a cada 5 segundos. O periodo (s) entre o contato de uma gota
de agua com a superficie do tecido e a sua completa absor¢do, deu o tempo de hidrofilidade,
que foi calculado a partir da média de cinco medi¢des em diferentes pontos da amostra. Quanto
menor o tempo, melhor a hidrofilidade. De acordo com Nerurkar, Joshi e Adivarekar (2015), o
tempo de molhagem de 5 segundos ou menos representa uma absor¢ao adequada dos tecidos

de algodao.
4.2.4.3.Capilaridade (altura de absor¢do vertical, altura de subida)

A capilaridade ¢ uma medida para avaliar a capacidade de absor¢do de 4gua no sentido
vertical dos artigos téxteis e foi monitorada de acordo com o teste padrao JIS L 1907 (JSA,
2004). No teste de absorcao, a borda inferior (< 3 cm) de uma tira de amostra (2,5 cm por 20 cm)
foi colocada verticalmente em um vaso com agua e corante (solu¢ao de 1 g/L de corante direto
azul em agua destilada). O tempo permitido para os fluidos subirem foi pré-estabelecido em

10 minutos e a altura de elevacdo (mm) foi determinada.
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4.2.4.4.Remocao de pectina

A pectina residual (%) no tecido foi visualizada apds tingimento com o corante
vermelho de ruténio (MOROZOVA et al., 2006). Tiras de 1 g de tecido foram tingidas a 50 °C
por 30 min numa solugdo de corante (30 mg de corante por 100 mL de agua destilada), lavadas
intensamente trés vezes com agua destilada na temperatura ambiente e secas ao ar. Por fim,
mediu-se a refletancia das amostras a 540 nm e calcularam-se os valores de K/S (féormula de
Kubelka-Munk) utilizando-se um espectrofotdmetro de remissdao (modelo CM-3610D, marca
Konica Minolta) (JARAMILLO et al., 2016).

O corante carregado positivamente interage com os grupos terminais carboxilicos da
pectina carregados negativamente, e a eficiéncia de remog¢do pode ser avaliada a partir da
intensidade coloristica (K/S) (MOROZOVA et al., 2006). Quanto maior a quantidade de
corante nas fibras de algoddo, maior ¢ o conteudo de pectina presente e, portanto, uma cor
avermelhada escura ¢ obtida ap6s o tingimento. Os tingimentos foram feitos nos tecidos cru
(tido como 100 % de pectina), purgado com NaOH (tido como 0 % de pectina) e biopurgados
com enzimas (estimado com referéncia aos anteriores a partir de uma escala linear). Trata-se
de um método indireto, para medir a porcentagem de substincias pécticas remanescentes no
algodao e para avaliar o efeito da agdo enzimatica, que ¢ considerado muito importante para o
estudo dos procedimentos de limpeza (JARAMILLO et al., 2016). Embora, do ponto de vista
pratico, a medi¢do da molhabilidade seja mais intuitiva (WANG et al., 2007).

4.2.4.5.Grau de branco

O grau de branco (Berger) foi mensurado em um espectrofotometro de remissao de
bancada (modelo CM-3610D, marca Konica Minolta), usando cerdmica branca como padrao

de calibragao.
4.2.4.6.Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR dos tecidos de algodao tratados e ndo tratados foram coletados

em temperatura ambiente, num espectrometro VERTEX 70 (marca Bruker) com uma instalacao

de medicdo de ATR (refletincia total atenuada) na faixa de 4000-400 cm™.
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4.2.4.7. Tingimento

Tecidos de algodao (1,0 g) tratados enzimaticamente e quimicamente, mas nao
branqueados, foram tingidos em uma proporc¢ao de licor de 1:20 (g:ml) a 60 °C por 60 min,
com 1,7 % (em massa de tecido, s.p.m.) de corante azul reativo C.I. 222 (obtido na
Siderquimica, Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil), 45 g/L de cloreto de sédio como eletrolito
e 10 g/L de carbonato de s6dio como alcali. Em seguida, os tecidos foram lavados varias vezes
para garantir a remog¢ao de todo corante nao fixado: 5 min com agua fria, 5 min com 1 g/L de
acido acético, 10 min a 95 °C (fervura), 5 min a 60 °C e, finalmente, 5 min com agua fria.

As coordenadas colorimétricas no espaco de cor CIELAB e a intensidade coloristica
(K/S) dos tecidos tingidos foram medidas usando um espectrofotometro (modelo CM-3610D,
marca Konica Minolta), a 640 nm. Os valores de K/S foram calculados com a férmula de
Kubelka-Munk, pela equagdo (2), onde K corresponde a absor¢do de luz pelo corante, S a

medida da difusdo da luz pelo substrato e R ao valor da remissao.

(1—-R)?

SR 2

K/S =

4.2.4.8.Resisténcia fisica ao estouro

Ensaios de resisténcia ao arrebentamento/estouro, pelo método do diafragma, foram
realizados no equipamento Mullen Tester (REGMED MTA 2000), baseados na norma NBR
13384 (ABNT, 1995).
4.2.4.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise morfologica dos tecidos de algodao (revestidos com uma fina camada de ouro)
foi realizada em um microscépio eletronico de varredura (MEV) convencional com filamento
de tungsténio (JEOL JSM-6390LV).

4.2.5. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e todas as analises foram feitas

em triplicata. Os dados em tabelas e figuras sdo apresentados como a média de trés repeti¢des
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+ desvio padrdo (barras de erro nas figuras). Para comparagdo de algumas médias foram
realizados testes de Tukey e andlise de varidncia ANOVA, considerando um nivel de

significAncia de 5 %, utilizando-se o software Statistica® 12.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Efeito das biopurgas nas propriedades fisico-quimicas do tecido de malha de

algodao

Os quatro métodos de biopurga (A, B, C e D), sob investigagdo, foram realizados com
a enzima pectato liase alcalina em diferentes concentragdes, ¢ a qualidade dos tecidos
resultantes foi medida em termos de perda de massa, absor¢do de agua (hidrofilidade e
capilaridade), conteudo de pectina, grau de branco e espectros FTIR. Os resultados dessas
propriedades técnicas estdo apresentados de forma sintetizada na Tabela 4.2, foram comparados
com a lavagem alcalina e o tecido ndo tratado (malha crua), e contribuem para conhecer o efeito

da biopurga e dos pos-tratamentos no tecido de algodao.
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Tabela 4.2 — Comparag¢ao das propriedades fisico-quimicas dos tecidos de algodao tratados por enzimas (A-D) e convencionalmente (alcalino).

Tratamento Enzima (g/L) Perda de Massa (%) Grau de Branco (Berger) Hidrofilidade (s) Capilaridade (mm) Pectina (%)
Malha crua --- --- 16,34 + 1,11 Hidrofobico (>300) 0,00 100,00

Alcalino --- 4,65 + 0,09 48,50 = 1,64 4,07 + 0,64 132,00 £ 1,73 Sem pectina
1,0 2,68 +£0,03 25,40 +£0,27 111,87 £29,24 41,67 £ 8,02 4,64 +4,74

A 5,0 2,74+ 0,03 26,51 + 1,38 64,80 £ 15,09 72,67 +5,13 2,76 £ 0,52
10,0 2,58 £ 0,04 25,81 +£0,61 45,80 £ 6,30 71,67 + 6,43 3,30 + 1,46

Controle 0,0 1,32+ 0,03 25,75 +£0,48 Hidrofobico (>300) 0,67 £ 0,58 79,42 + 3,68
1,0 3,41 +0,03 31,31 £0,21 3,73+ 1,01 123,00 + 6,08 2,74 +£0,35

B 5,0 3,21 +£0,04 31,18 £ 0,33 4,00 £+ 0,40 113,00 + 2,65 4,70 = 1,20

10,0 3,16 +0,10 31,41 £ 0,25 3,53+0,12 106,33 + 5,86 3,66+ 1,91

Controle 0,0 2,20 + 0,07 31,76 £ 0,34 48,67 £ 17,40 79,33 £ 7,57 71,28 £2,77
1,0 3,45+ 0,04 34,05 + 0,88 5,73 £ 1,55 130,33 £ 0,58 1,78 +1,75

C 5,0 3,34+ 0,07 33,83 £0,70 5,93 £ 0,58 114,67 + 3,51 Sem pectina

10,0 3,31 +£0,02 33,22 +0,44 527 +1,42 102,67 + 3,06 Sem pectina

Controle 0,0 1,65+0,10 33,09 £ 0,36 18,47 + 5,83 115,67 + 3,79 74,52 £2,77
1,0 3,17+0,02 32,25+0,47 14,67 £ 1,27 107,00 + 2,00 2,72 +1,82

D 5,0 3,18+0,10 32,16 £ 0,24 11,27 £ 3,52 108,00 + 1,73 0,23 £0,74
10,0 3,26 0,04 31,54+ 0,17 11,67 £2,34 109,00 £ 1,73 0,37+0,13

Controle 0,0 2,04 + 0,07 33,21 +£0,29 Hidrofébico (>300) 18,67 + 10,69 71,72+ 1,23

Controle ¢ o tratamento sem enzima, nas mesmas condi¢des da purga enzimatica.
Os valores sdo a média de trés repeticdes + desvio padrio.
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4.3.1.1.Perda de massa

Os resultados da Tabela 4.2 denotam que, o aumento da concentragdo enzimatica de
1,0 a 10,0 g/L ndo atuou em favor da perda de massa no tecido, sugerindo de antemao que, a
enzima na concentragdo mais baixa investigada (1,0 g/L) ¢ suficiente para a digestdo das
impurezas de pectina disponiveis. No entanto, o tipo e as condigdes de processo determinaram
a magnitude dessas perdas.

As perdas foram inferiores a 3,5 % em todas as biopurgas utilizadas, condizentes com
varios relatos da literatura cientifica da area (HEBEISH et al., 2009; KALANTZI et al., 2008;
LI; HARDIN, 1997), e sinalizaram indiretamente a remog¢ao de impurezas nao celuldsicas dos
substratos téxteis (KALANTZI et al., 2008). Os tecidos processados de acordo com o
tratamento A foram caracterizados pelos valores mais baixos de perda de massa (= 2,7 %), que
podem ser resultantes da pouca eliminagdo de ceras e gorduras, pela ndo realizacdo da lavagem
quente subsequente. Choe et al. (2004) demostraram que, uma pos-lavagem curta e de alta
temperatura (> 80 °C) ¢ essencial para a remocao das ceras do algodado. J4 os tecidos tratados
pela convencional purga alcalina com hidroxido de sodio adquiriram perdas de massa maiores
(4,65 £ 0,09 %), o que pode ser um indicativo da retirada de quase todos os constituintes nao
celuldsicos da cuticula e da parede primaria da fibra (SAWADA et al., 1998). Mas além disso,
pode indicar a degradagdo da propria celulose pelo uso de quimicos agressivos, levando a um
produto final de menor resisténcia (ABDULRACHMAN et al., 2017).

Em relagdo aos testes de controle, sem adi¢do de enzima, ocorreu uma degradagdo do
substrato (entre 1,3 e 2,2 %) significativa, pelo uso de surfactante (1 g/L) em conjunto com a
temperatura do banho. Essa perda de massa pode estar associada as impurezas soluveis em agua
que entram na solugdo tampao (KALANTZI et al., 2008), material particulado e parte da
camada cerosa mais externa a fibra de algodaio (MATHER; WARDMAN, 2011),
principalmente os acidos graxos de cadeias menores saponificaveis (AGRAWAL et al., 2007).
De acordo com Raza et al. (2014), os surfactantes agem como detergentes entre a dgua e as
substancias graxas imisciveis da superficie das fibras, emulsionando os compostos hidrofébicos
no meio aquoso, dai diminuindo a massa e melhorando a brancura dos tecidos resultantes.
Curiosamente, os controles dos procedimentos B e D alcangaram maiores perdas de massa do
que os controles dos procedimentos A e C. Embora se esperasse que o procedimento de controle
A, sem nenhum pds-tratamento, proporcionasse a menor perda de massa, o procedimento de
controle C, com 10 minutos adicionais de lavagem, deveria proporcionar uma maior perda de

massa do que os controles B e D.
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4.3.1.2.Hidrofilidade e capilaridade

A absor¢ao de agua ¢ um dos fatores mais cruciais nos tecidos de algodao que afetam a
etapa seguinte de tingimento (KALANTZI; KEKOS; MAMMA, 2019) e ¢ o principal
pardmetro que mede a eficiéncia da limpeza. O tratamento do tecido com BioPrep® 3000 L
levou a uma melhoria acentuada na capacidade de absorcdo de agua (Tabela 4.2), em
comparagao com o tecido cru contendo pectina e outras impurezas naturais, o que era esperado.
A enzima pectinase alcalina desestruturou a superficie hidrofobica da fibra, convertendo-a em
um componente hidrofilico (HEBEISH et al., 2009).

Os testes de molhabilidade revelaram diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos (p<0,05 na comparacdo de médias pelo teste de Tukey). Quando o tampao foi
aplicado sem enzimas (controle), o tempo de absorbancia de agua foi maior que 18 s, indicando
hidrofilidade inaceitdvel. Mais que 5 s ndo sdo consideradas boas propriedades de umectancia
(WANG et al., 2007).

As amostras do tratamento A mostraram a menor absor¢do de agua, com um tempo de
hidrofilidade superior a 45 s e com uma capilaridade inferior a 73 mm. A biopurga (tratamento
A), embora aplicada no pH e na temperatura ideais da enzima de acordo com as recomendacdes
do fornecedor, ndo mostrou efeito de limpeza satisfatorio por si s6. Os substratos do tratamento
D, que incluiu uma etapa de enxdgue a quente, foram ligeiramente mais favoraveis, no entanto,
os substratos B e C apresentaram os melhores valores. Quando as experiéncias de biopurga
foram repetidas com um poés-tratamento de emulsificagdo com surfactante (B e C), onde o
banho de limpeza com o surfactante ja presente foi aquecido a 90 °C, a hidrofilidade e a
capilaridade melhoraram em grande medida.

Isso pode ser explicado da seguinte forma: (1) Quando utilizada isoladamente em
tecidos de algoddo cru, a enzima pectinase (tratamento A) fornece pouca melhoria nas
propriedades de umedecimento e retengdo de agua (HARTZELL; HSIEH, 1998), porque as
ceras naturais, provavelmente, ndo sdo removidas durante a lavagem enzimatica a 50-60 °C
usando apenas pectinase alcalina (HEBEISH et al., 2009) sem produtos quimicos adicionais,
enzimas degradantes de cera especificas ou acdo mecanica (AGRAWAL et al., 2007); (2) Um
pOs-tratamento com agua a 90 °C (tratamento D) aumenta a eficacia do processo, uma vez que,
os lipidios presentes na composicao do algodao tém temperaturas de fusao entre 75-100 °C e a
exposicdo a agua quente (90 °C) deve fazer com que esses compostos derretam (MBURU;
MWASIAGI; ANINO, 2016; WANG et al., 2007); e (3) De acordo com Li e Hardin (1998), o

uso de surfactante na etapa de lavagem (tratamentos B e C) resulta em eficiéncia adicional, por
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solubilizacdo de pectina e ceras, com consequente auxilio a retirada e reducao da redeposigdo
(efeito de dispersdo) dessas substancias nos tecidos.

A absor¢ao maxima de agua (hidrofilidade e capilaridade) foi observada nas amostras
B e C, comparavel a medida no tecido tratado com alcalis (p>0,05, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey), porém com uma menor perda de massa. Demonstrou-se entdo, ser
possivel fazer uma biopurga com hidrofilidade igualmente alta, de 5 s em média, que estd na
faixa aceita para processamentos industriais de tingimento, estamparia € acabamento, através
de uma biopurga com pectato liase em baixa dosagem (1 g/L) seguida de pds-lavagem quente
auxiliada por surfactante. Também fica claro, a partir desses resultados, que a biopurga ¢ um
melhor compromisso entre a remoc¢dao de impurezas hidrofobicas, especialmente pectina e
materiais cerosos, para alcangar boas propriedades umectantes e baixos danos as fibras, que ¢
expresso pela menor perda de massa. Uma maior concentracdo enzimadtica ndo funcionou para
induzir uma maior absorgio, significando que 1 g/L de BioPrep® 3000 L ¢ capaz de hidrolisar
todas as substancias pécticas acessiveis. Os autores Wang et al. (2007), ao otimizarem a
biopurga de tecidos de malha 100 % algodao com pectinase alcalina, também constataram que
uma dose enzimatica de 1,0 g/l (pH 9,1; 57 °C e 1,25 h de incubagdo) era ideal para a

solubiliza¢do de pectina.

4.3.1.3.Remocao de pectina

A remocdo de pectina da superficie dos tecidos de algodao ¢ um fator importante em
relacdo ao aumento da hidrofilidade (SILVA et al., 2017), e foi confirmada apods o tingimento
das amostras tratadas com o corante vermelho de ruténio. As moléculas do corante interagem
com as substancias pécticas, conferindo uma cor vermelha/roxa escura que ¢ expressa como
valor de intensidade coloristica K/S (JARAMILLO et al., 2016; MOROZOVA et al., 2006). A
Figura 4.4 ilustra a gama de cores produzidas a partir do tingimento e quanto maior o conteudo

remanescente de pectina, mais os substratos se coram intensamente de roxo a vermelho.
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Figura 4.4 — Varia¢do na intensidade de cor ap6s tingimento com o corante vermelho de
ruténio, para visualizar a extensao de remogdo de pectina dos tecidos de algodao.
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Todos os tecidos tratados com pectinase mostraram uma cor bem mais clara em
comparagdo com os tecidos cru e controle (vermelhos escuros), fornecendo evidéncias de um
residual maximo de pectina de 5,0 %, enquanto os tratamentos de controle sem pectato liase
deixaram entre 71 e 80 % de pectina na fibra (ver Tabela 4.2). Isso ocorreu devido a remogao
eficaz da pectina pela enzima pectinase BioPrep® 3000 L em quaisquer tratamentos, motivo
pelo qual o corante se ligou menos ao tecido. Os experimentos resultaram em baixos valores de
K/S e, consequentemente, em quantidades substanciais de pectina removidas (>95 %), tendo
como referéncia o tratamento convencional com hidroxido de s6dio. Remogdes de pectina
consideraveis de 75 %, 82 % e 98 % também foram demonstradas por Silva et al. (2017),
Vigneswaran et al. (2013) e Easson et al. (2015), nessa ordem.

A maior extracdo de pectina foi obtida com 5 e 10 g/L de enzima nos procedimentos C
e D, onde 99-100 % da pectina foram eliminados. Porém, dentro da faixa estudada, a enzima
foi efetiva mesmo em pequenas concentragdes (1 g/L), o que sustenta os resultados discutidos
de perda de massa e absorcao de 4gua. Consoante Madhu e Chakraborty (2017), a concentragao
Otima varia, mas via de regra, as pectinases ja sdo bem-sucedidas em baixas concentragdes, na
faixa de 0,05 e 2 %.

Ao correlacionar a remocao de pectina com a absor¢ao de agua (Figura 4.5), mas
também com a perda de massa, percebe-se que a pectina ndo ¢ o Unico fator que influencia na
hidrofilidade do tecido, ja que os tecidos de malha tratados t€ém o mesmo grau de remog¢do de

pectina e tém diferentes caracteristicas de hidrofilidade e capilaridade. Por exemplo, o tecido
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tratado com o procedimento A e 5 g/l de pectato liase e os tecidos tratados com os
procedimentos B e D e 1 g/L de enzima levaram a mesma remocgao de pectina (97,2 %), com
perda de massa total e hidrofilidade dos tecidos tratados com os procedimento B ¢ D
significativamente maiores (ver Tabela 4.2). A partir dai fica claro que, a remoc¢ao de pectina,
por si s0, ndo ¢ suficiente para garantir uma boa absorc¢do de dgua e as melhorias na absor¢do e

penetracao de dgua parecem ser atribuiveis a remocgao dos produtos cerosos cuticulares também.

Figura 4.5 — Hidrofilidade, capilaridade e contetido de pectina residual dos tecidos de algodao
tratados com 1 g/L. de pectinase (A-D) e convencionalmente (alcalino).
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As barras de erro representam = desvio padréo. Letras iguais nas colunas de mesma cor ndo sdo estatisticamente
diferentes ao nivel de 5 %.

A enzima pectinase alcalina e as correspondentes condigdes de poOs-tratamento
desempenharam um papel muito importante na absor¢dao de agua dos tecidos, pela remocao
simultanea de componentes pécticos e cerosos das fibras. Essa afirmagao esté respaldada pelos
valores mais baixos de perda de massa e absor¢ao de agua observados no tratamento A, em
todos os niveis estudados (consultar Tabela 4.2), ainda que os valores de pectina residual sejam
compativeis aos tratamentos B, C e D. A falta de um enxdgue posterior (10 min) em temperatura
mais elevada (90 °C), no tratamento A, ndo promoveu efeitos fisicos (solubilidade) sobre as
sujidades graxas apolares, conservando-as presentes na cuticula e na parede primaria da fibra
de algoddo. Mesmo que a acdo enzimadtica seja concluida na temperatura ideal da enzima, a
remogao das ceras nao ¢ realizada sem um procedimento de emulsificagdo em temperaturas
mais elevadas, que ¢ a temperatura de fusdo das ceras (KIM et al., 2006). Logo, o principal
desafio na limpeza enzimatica do algodao nao ¢ apenas a degradacdo da pectina, mas também
aumentar a hidrofilidade pela remocao das ceras de maneira eficiente por uma via benigna

(AGRAWAL et al., 2007).
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Estes resultados dao uma boa ideia da agdo especifica e seletiva da pectinase. A enzima
funcionou de forma correta na degradacdo do seu substrato (pectina), mas nao afetou as ceras.
Como tanto a pectina quanto as ceras sao responsaveis pela hidrofobicidade do algodao, para
fins de limpeza foi necessario fundir e emulsificar as ceras em uma etapa pos-tratamento, para
obter um bom tempo de umedecimento do tecido. Isso significa que uma biopurga com
pectinase bem sucedida depende da atividade enzimatica para eliminar a pectina e da remogao

de ceras posterior.

4.3.1.4.Grau de branco

A remocao dos pigmentos naturais, responsaveis pela coloracdo amarelada do algodao
cru, ¢ feita efetivamente durante a etapa de alvejamento com oxidantes quimicos. A etapa de
limpeza ¢ feita para conferir hidrofilidade ao algoddo. Mas alguns pigmentos podem ser
removidos na purga ou biopurga, pois estdo adsorvidos nas substancias pécticas, lipidicas e
proteicas do substrato (KARAPINAR; SARIISIK, 2004). A vista disso, a remogio enzimética
das impurezas do algoddo proporcionou uma melhora na brancura do tecido, em comparagdo
com a brancura inicial (16,34 + 1,11 graus Berger). As purgas enzimaticas resultaram num
ganho de 55-108 % no branco de Berger, em relagdo a malha crua.

A Tabela 4.2 mostra que o indice de brancura ndo aumenta a medida que a concentracao
da enzima pectinase aumenta de 1,0 para 10,0 g/L, tendendo a permanecer constante nesta faixa.
Resultados semelhantes foram obtidos por Erdem e Ibrahim Bahtiyari (2018), quando os
autores encontraram valores de brancura limitados com o aumento da quantidade de enzima
pectinase usada. Por outro lado, o grau de branco depende muito do método de biopurga
empregado, mais precisamente da fase posterior e adicional a 90 °C. Essa fase teve uma
vantagem consideravel, dado que, os tratamentos B, C e D exibiram valores mais altos (entre
31,18 e 34,05 graus Berger) do que o tratamento A (25,91 graus Berger, na média), em quase
dez unidades. Quando comparados os tratamentos com enzima e sem enzima (controle em
solugdo tampao), ndo foram observadas alteragdes relevantes nesta propriedade (p>0,05 pelo
método da ANOVA, exceto tratamento D), como em Silva et al. (2017). Neste caso, a lavagem
tem um forte efeito no grau de alvura, em vez da enzima pectinase estar diretamente relacionada
a remocao dos pigmentos de cor associados a pectina.

O mais alto indice de brancura foi obtido nos tecidos tratados quimicamente com a purga
convencional alcalina (48,50 + 1,64 graus Berger). Como a lavagem alcalina ndo ¢ especifica

do substrato, removera todos os materiais de superficie do algodao e aprimorara o seu grau de
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branco (HARDIN, 2010; PUSIC; TARBUK; DEKANIC, 2015). A purga com hidréxido de
sodio ¢ mais intensiva e retira alguns compostos coloridos da fibra que a biopurga com enzimas
nao consegue retirar (MOJSOV, 2015). O processo com enzimas ¢ adequado, portanto, no
tingimento imediato de cores médias/escuras, quando nao € necessaria uma brancura muito alta
(SILVA et al., 2017), e depende do uso final dos tecidos (TZANOV et al., 2003a). Quando ¢
necessaria uma maior brancura, ¢ preciso realizar um tratamento oxidante (TZANOV et al.,
2003a) e uma tentativa foi feita por Raja et al. (2017), onde foi combinada a lavagem enzimatica
com o clareamento com peréxido em um unico banho, para o preparo de algodao absorvente e

branco.

4.3.1.5.Caracterizacao das fibras de algoddo com espectroscopia FTIR

As analises de espectroscopia FTIR foram usadas para identificar mudangas na quimica
da superficie e no conteudo de impurezas nao celuldsicas dos tecidos de algodao cru e tratados
(Figura 4.6). No algodao cru (linha preta) pode-se observar a presenga de ceras e pectinas com
o aparecimento de um largo pico em torno de 1400-1700 cm™ (NERURKAR; JOSHI,;
ADIVAREKAR, 2015). Esse pico é causado, principalmente, pela existéncia de pectina na
forma de COO" e pelo grupo éster carboxilico da cera nas fibras de algodao (XIAOKANG;
HAITAO; JIANYONG, 2019). Os tecidos dos tratamentos A (linha verde) e D (linha amarela)
apresentaram uma redug¢do significativa na intensidade deste pico e o pico quase desapareceu
nos tecidos tradados com élcalis (linha vermelha) e biopurgados com tratamentos B (linha rosa)
e C (linha Azul). Isso prova que os tratamentos B e C removeram as impurezas de pectina e
cera com sucesso, enquanto apos os tratamentos A e D ainda podem ser encontrados tracos de
impurezas na superficie da fibra (provavelmente ceras e gorduras, porque as pectinas foram
removidas; ver Tabela 4.2). Além disso, esses resultados estdo de acordo com as analises de
perda de massa e absorcao de dgua, e confirmam que os tratamentos de biopurga B e C podem
atingir o mesmo efeito na remog¢dao de impurezas nao celuldsicas que o método alcalino
convencional. No entanto, a pectinase sozinha (tratamento A) tem uma capacidade limitada de

remover impurezas pécticas e de cera da superficie do algodao.
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Figura 4.6 — Medigoes espectrais FTIR das amostras de tecidos de algodao cru (linha preta) e
apos os tratamentos A (linha verde), B (linha rosa), C (linha azul), D (linha amarela) e purga
alcalina (linha vermelha).

% T

Malha crua
Alcalino

75 =

B
704 C

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

cm-1

4.3.2. Influéncia da concentracdo de surfactante e da temperatura na etapa de pos-

lavagem, apos a biopurga

Uma das limitacdes na implementacdo de enzimas em aplicagdes industriais estd
relacionada a viabilidade economica do processo, principalmente devido ao alto custo das
enzimas (KALANTZI; KEKOS; MAMMA, 2019). Para uma biopurga econOmica com
pectinase, seria vantajoso reutilizar as enzimas varias vezes, o que poderia reduzir os custos de
producio. Pensando nesta possibilidade, de retiso do banho enzimético com BioPrep® 3000 L
(dados ainda ndo publicados), o tratamento D (que inclui uma etapa de lavagem separada da
biopurga e, portanto, permite a reutiliza¢ao do banho de enzima) foi otimizado sob a perspectiva
da influéncia do surfactante e da temperatura na etapa de pods-lavacdo, que acontece
seguidamente a biopurga. Segundo Hebeish et al. (2009) e Jaramillo et al. (2016), depois de
quebrar e remover a pectina, que atua como um ligante natural entre as substincias ndo
celulosicas e o nucleo celuldsico da fibra, as gorduras e ceras podem ser extraidas do algodao

usando uma lavagem quente com surfactante.
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A adi¢do de surfactante ndo i6nico (Tabela 4.3) na lavagem (posterior ao tratamento
enzimatico) gerou incrementos na perda de massa, indice de branco e absor¢do de agua dos
tecidos. O aumento da concentracdo de surfactante de 0,2 para 1,0 g/L ndo teve efeito
significativo nas propriedades mencionadas e 0,2 g/L pode ser considerado apropriado para
melhorar o desempenho dos substratos biopurgados. A eficicia do surfactante, sobretudo na
absor¢do de agua dos tecidos, deve-se a remogdo de substancias gordurosas e cerosas por
emulsificacdo e solubilizagdo na 4agua, e ndo tem efeito direto na remogao de pectina (como
pode ser visto pelo residual de pectina apos a lavagem na Tabela 4.3, que ndo ¢ estatisticamente
diferente pelo teste de Tukey: p>0,05). Do mesmo modo para Choe et al. (2004), o surfactante
funcionando na emulsificagdo, em uma etapa subsequente, foi essencial para o sucesso da
biopurga e muito influenciou na absorbincia das amostras. Pode-se afirmar entdo que, um
agente umectante ¢ essencial para umedecer as fibras de algodao (SHARMA; NACHANE,
2010) e a presenga de pequena quantidade do surfactante como agente de limpeza, melhorou a
molhabilidade do tecido de algoddo a um nivel propicio para tingimento, estamparia e

acabamento, semelhante a purga alcalina convencional.

Tabela 4.3 — Efeito da concentragdo de surfactante na etapa de pds-lavacao, sobre as
propriedades fisico-quimicas dos tecidos de algodao.

Surfactante  Perda de Grau de Branco  Hidrofilidade  Capilaridade Pectina
(g/L) Massa (%) (Berger) (s) (mm) (%)
0,0 3,17+0,02 32,25+0,47 14,67 1,27 107,00+ 2,00 2,72 +1,82
0,2 3,62 +£0,09 33,26 £0,42 3,00+ 0,57 129,00+ 2,83  5,14+0,03
0,4 3,54 +£0,05 34,34 £ 0,50 2,90 £ 0,42 132,50+ 3,54  3,02+0,23
0,6 3,47+ 0,08 34,18+ 1,30 3,50+ 0,14 130,00 £ 0,00 4,73 0,64
0,8 3,48 £0,01 34,88 £ 0,30 2,60 £ 0,57 131,50+ 2,12 3,65+0,48
1,0 3,43+ 0,04 34,07 £0,27 2,80 £ 0,00 129,00 £ 1,41 3,43 +£0,22

Condic¢des utilizadas: Estas experiéncias foram realizadas de acordo com o tratamento D. Biopurga enzimatica
com 1 g/L de BioPrep® 3000 L. Em seguida, o contetido do banho foi descartado e os tecidos de algoddo foram
lavados com agua destilada (90 °C por 10 minutos) e surfactante. Os valores sdo a média de trés repeticdes =+
desvio padrao.

Com relagdo ao efeito da temperatura, a lavagem 6tima foi alcancada a temperatura de
70 °C (Tabela 4.4), além da qual houve mais perda de massa e nenhuma alteragcdo expressiva
na absor¢ao de agua dos tecidos. Uma temperatura de enxdgue de 90 °C elevou a perda de
massa em ~1 %, mas sem mudancgas significativas na umectacdo. Senthil Raja et al. (2012)
afirmaram que os lipidios cuticulares das fibras de algoddo sdo misturas complexas de
componentes alifaticos e aromaticos, com comprimento das cadeias carbonicas de C20-Cao €

pontos de fusdo de 64-214 °C. Considerando isso, possivelmente, a 70 °C uma boa parte das
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ceras da superficie do algodao ja se afrouxaram, fundiram e se soltaram, facilitando a remocao
e resultando em boas hidrofilidade e capilaridade. As medi¢cdes de FTIR (Figura 4.7)
corroboraram esses achados: quanto menor a intensidade do pico caracteristico que corresponde
as impurezas presentes no algoddo cru (1400-1700 cm') (NERURKAR; JOSHI;
ADIVAREKAR, 2015), melhor serd a remoc¢do de impurezas naturais (XIAOKANG;
HAITAO; JIANYONG, 2019). O pico mostra um estreitamento gradual com o aumento da
temperatura de lavagem de 55 °C para 90 °C (Figura 4.7), lembrando que as ceras sao removidas
com o aumento da temperatura de lavagem. Embora ainda haja diferenca nos resultados obtidos
com a lavagem a 70 °C (linha vermelha) e 90 °C (linha verde), isso ndo interferiu muito na

hidrofilidade dos tecidos.

Tabela 4.4 — Efeito da temperatura na etapa de pos-lavagado, sobre as propriedades fisico-
quimicas dos tecidos de algodao.

Temperatura  Perdade  Graude Branco Hidrofilidade Capilaridade Pectina
(°O) Massa (%) (Berger) (s) (mm) (%)
55 2,53 +£0,08 32,22+0,18 14,73 £420  118,00+£2,65 5,65+1,37
70 2,57 +0,09 33,31 +£0,42 5,47 +£0,76 134,33 +£0,58 8,28 +£2,52
90 3,62 +£0,09 33,26 +£0,42 3,00+ 0,57 129,00 £2,83 5,14 +0,03

Condicdes utilizadas: As experiéncias foram realizadas de acordo com o tratamento D. Biopurga enzimatica com
1 g/L de BioPrep®3000 L. Em seguida, o contetido do banho foi descartado ¢ os tecidos de algoddo foram lavados
com agua destilada (10 minutos) e surfactante (0,2 g/L). Os valores sdo a média de trés repeti¢cdes + desvio padrio.

Figura 4.7 — Espectros de FTIR. Os tecidos de algodao foram tratados com pectinase (1 g/L)
com pods-lavagem a 55 °C (linha preta), 70 °C (linha vermelha) ou 90 °C (linha verde).
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E provavel que a temperatura operacional mais baixa (de 90 para 70 °C) seja uma
abordagem interessante para reduzir o consumo de energia e o custo no processamento téxtil,
mas uma preparacao insuficiente pode causar tingimentos irregulares e sérios problemas que so6
se tornam aparentes apos a coloracao. Por esse motivo, as amostras tratadas com pectinase ¢
pos-lavadas a 70 °C foram tingidas e os resultados do tingimento (coordenadas das cores e
intensidade das cores) sdo mostrados na Tabela 4.5, contrapostos ao tecido alcalino tingido. A
intensidade coloristica (K/S) foi estatisticamente semelhante para as amostras tratadas com
produtos quimicos e biologicos, € os valores de croma revelaram apenas uma pequena variagao.
O desvio AE foi menor do que 1 e, portanto, aceitavel pelo limite maximo para AE adotado na
industria de vestuario (PICCOLI, 2014). A aparéncia visual dos tecidos (Tabela 4.5) foi
consistente com esses achados e os tecidos pareciam uniformemente tingidos, com cores
homogéneas e isentos de quaisquer defeitos. E oportuno acrescentar que os experimentos foram
feitos com 1,7 % de corante e, segundo Losonczi, Csiszar e Szakacs (2004), quanto maior a
concentragdo de corante (0,2-2,0 %), menor ¢ a diferenca de cor entre as amostras pré-tratadas

por diferentes métodos (alcalino e enzimas) apds o tingimento.

Tabela 4.5 — Medig¢des de cores dos tecidos tingidos.

K/S * % % % *
Tratamento (640 nm) L a*(-) b*(-) C h AE

491 46.74 497 25.02 2551 258.67

Alcalino +0.45% +£090 +£048 +1.12 +1.01 +1.51

Pectinase com
Pos-lavagem a
70 °C

5.32 4581 496 2555 2603 25897 0.75
+0.08* +0.21 £032 +£0.60 +£0.53 +093 =+£0.30

Os valores sdo a média de trés repeticdes = desvio padrio. Letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes ao
nivel de 5 %.

4.3.3. Biopurga versus purga convencional alcalina

A fim de investigar o efeito dos bioprocessos nas resisténcias € morfologias dos tecidos,
foram selecionadas as condigdes de tratamento mais eficazes e confrontadas com a purga
alcalina convencional. Foram escolhidos os tratamentos sob o ponto de vista técnico, ecologico
e econdmico, ponderando a qualidade das propriedades téxteis, o consumo de enzimas, energia,
agua e produtos quimicos, bem como o tempo de processamento: (I) Tratamento B (1 g/L de

pectinase) e (II) D* (1 g/L de pectinase, com lavacdo com 0,2 g/L. de surfactante a 70 °C)
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pretendendo a reutilizagdo das enzimas, ja que estas nao sofrem desativacao por desnaturacao
térmica.

O tratamento alcalino convencional, para remog¢ao das impurezas nao celuldsicas do
algoddo, causa problemas ambientais decorrentes do uso excessivo de hidroxido de sodio e
agua, e reduz a resisténcia fisica dos tecidos pela degradacdo inespecifica da celulose
(ABDULRACHMAN et al., 2017; DALVI et al., 2007; SINGH et al., 2018). Essa declaragao,
no tocante a queda de resisténcia, nao pode ser confirmada pelos resultados da Figura 4.8, em
virtude de ndo haver alteragdes sérias nos valores observados de resisténcia ao estouro (p=0,07
pelo método da ANOVA). Salvo que Abdulrachman et al. (2017) e Singh et al. (2018), por
exemplo, relataram uma menor resisténcia a tragao dos tecidos tratados pelo método de limpeza

alcalino.

Figura 4.8 — Efeito de diferentes vias de limpeza na resisténcia ao arrebentamento/estouro dos
tecidos de algodao.
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Os valores sdo a média de trés repeticdes e as barras de erro representam + desvio padrdo. Letras iguais ndo sdo
estatisticamente diferentes ao nivel de 5 %.

A efetividade da biopurga foi sustentada pelas imagens microscopicas dos tecidos crus,
biopurgados e quimicamente tratados (Figura 4.9), que permitiram visualizar as alteragdes
fisicas nas superficies das amostras. Ambos os tratamentos, enzimatico e quimico, removeram
as impurezas hidrofébicas e limparam os tecidos. No entanto, a superficie das fibras tratadas
com enzimas ¢ mais lisa e parece ter sofrido menos alteragdes na sua arquitetura, devido as
condi¢des mais brandas do processo. A purga convencional, em contrapartida, utiliza produtos
quimicos agressivos e altas temperaturas que causam danos a parede celular primaria do
algoddo (DEMIR et al., 2018). Ao observar a morfologia da superficie do algodao tratado com

alcalis, parece que surgiram algumas areas irregulares, asperas € com materiais granulares na
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sua estrutura. Como pode ser visto (e fazendo uma analogia com a Figura 4.1), a parede
secundaria da fibra de algodao ficou exposta, em que a celulose cristalina ¢ visivel na forma de
microfibrilas paralelas. Esse efeito de descascamento do alcali na camada primaria podera
afetar a estrutura interna da fibra, hidrolisar o corpo principal do algodao e danificar a
resisténcia do tecido, caso nao for adequadamente controlado (XIAOKANG; HAITAO;
JIANYONG, 2019).

Os tecidos biopurgados mostraram molhabilidade e tingibilidade comparaveis as obtidas
pela purga quimica, mas com menor perda de massa (consultar Tabela 4.2 ¢ Tabela 4.5). O
processo enzimatico foi entdo mais suave e gerou fibras de melhor qualidade (Figura 4.9). Isso
reflete a especificidade da enzima em atacar a pectina sem decomposi¢ao da celulose, que ¢
uma atividade lateral indesejada da purga alcalina convencional (ABDULRACHMAN et al.,
2017) ou de formulagdes enzimaticas contendo celulase (LI; HARDIN, 1997). Essa hidroélise
parcial da celulose produz produtos soluveis e ¢ acompanhada por perda de massa, que ¢é
proporcional a uma certa perda de qualidade e durabilidade do tecido (ALY; MOUSTAFA;
HEBEISH, 2004).
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Figura 4.9 — Imagens MEV da superficie dos tecidos de algodao (a) cru, (b) tratados com purga alcalina, e tratados com enzima pectato liase nos
tratamentos (¢) B e (d) D* (Aumento de x1.000, x2.500 ¢ x5.000), nessa ordem.
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44, CONCLUSAO

Este estudo forneceu novas percepgdes sobre as caracteristicas da biopurga de tecidos
de malha de algodao com uma pectinase alcalina comercial, especialmente no que diz respeito
aos parametros decisivos da etapa de lavagem apos a biopurga. Na concentragdo mais baixa
testada (1 g/L), a pectato liase foi capaz de digerir especificamente quase todas as substancias
pécticas das camadas externas das fibras de algodao, no entanto, propriedades de absor¢ao de
agua aceitaveis so foram alcangadas com uma etapa adicional de lavagem a quente. Mesmo
apods quebrar e remover as pectinas com a enzima a 55 °C, as substancias cerosas e gordurosas
ainda aderem a superficie da fibra e sdo responsaveis pela baixa umectacao e absor¢do de dgua,
mas podem ser removidas durante uma pos-lavagem curta a quente com um surfactante nao
ionico. Na etapa de pds-lavagdo, o controle da temperatura ¢ o uso de surfactante foram
parametros-chave para otimizar o desempenho dos substratos biopurgados ¢ do processo. Uma
concentragdo de surfactante de apenas 0,2 g/L e 70 °C foram suficientes, para melhorar a
penetracdo e a absorc¢do de dgua dos tecidos com baixa perda de massa.

Os resultados gerais confirmam outros estudos anteriores e indicam o potencial e as
vantagens da biopurga, sobre a purga alcalina, em relagdo as principais propriedades fisico-
quimicas dos tecidos. Baixa perda de massa, combinada com uma adequada molhabilidade,
revelam o mecanismo de limpeza mais especifico e a eficiéncia da rota enzimatica, como um
processo substituto a purga quimica convencional. Menor perda de massa significa menos
danos as fibras e também impacto ambiental reduzido (menor geracdo de residuos) e ganho
econdmico, uma vez que os téxteis sao comercializados com base no peso.

Além dos esforgos cientificos dos ultimos anos, este estudo confirma que a biopurga
representa uma opg¢ao verde, sustentavel, viavel e promissora as necessidades da industria téxtil.
Dadas as questdes ambientais associadas a lavagem alcalina, esses bioprocessos sao
ferramentas ecologicamente corretas ¢ podem ser adotados com sucesso para aplicacdes

industriais.
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5. UMA ABORDAGEM SUSTENTAVEL PARA A BIOPURGA DE ALGODAO:
REUTILIZACAO DA ENZIMA PECTATO LIASE CONTIDA NO BANHO DE
TRATAMENTO

RESUMO: A limpeza enzimdtica do algoddo tem se estabelecido (lentamente) como uma
alternativa verde a limpeza alcalina na industria téxtil, principalmente devido ao processamento
mais ecoldgico, em pH e temperaturas mais baixas, e sua acdo menos agressiva sobre as fibras
do algodao. No entanto, entre outras limitagdes, os custos das enzimas contribuiram para
impedir sua ampla aceita¢do e uso. Pela primeira vez, neste estudo, a reciclagem do banho de
biopurga foi avaliada, diferentemente da maioria das biopurgas atuais que sao realizadas usando
uma solu¢do enzimatica fresca. A biopurga de tecido de malha 100 % algodao cru foi realizada
por 30 minutos com uma pectinase comercial (BioPrep® 3000 L) a 55 °C e pH 8,5. Cerca de
90 % do banho de limpeza contendo pectato liase recuperado foi completado com 10 % de
solugdo de enzima fresca e reutilizado em um novo processo de biopurga, nas mesmas
condig¢des. Até dez ciclos de reutilizagdo foram possiveis sem perda significativa na eficiéncia
de limpeza e uma analise detalhada dos tecidos pré-tratados ¢ apresentada. O reaproveitamento
do banho, reduzindo o consumo intensivo de insumos (enzimas, dgua e¢ produtos quimicos) ¢ a
geracdo de efluentes pode ser possivel, tornando a biopurga uma técnica mais atrativa e
sustentavel. O processo demonstrado ¢ promissor e sua aplicagdo industrial € viavel.

Palavras-chave: Purga enzimatica. Reutilizagdo de enzimas. Economia de dgua. Processo
ecoldgico. Industria téxtil.
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5.1. INTRODUCAO

O algodao ¢ um importante recurso natural ¢ um dos materiais mais utilizados na
industria téxtil e de vestuario (ANDREAUS et al., 2019). A fibra de algodao ¢ um depdsito de
celulose altamente puro e possui quatro camadas concéntricas em sua estrutura morfologica (de
fora para dentro, Figura 5.1): (1) a cuticula, uma fina membrana externa composta por ceras e
pectinas; (2) a parede primaria de 0,1 micron de espessura, constituida por 52 % de celulose
com uma mistura complexa de pectinas, ceras, proteinas, cinzas € outros compostos organicos
compreendendo o restante; (3) a parede secundéria, que ¢ a camada mais espessa formada por
celuloses paralelas e sobrepostas; e (4) o limen, um canal central composto de residuos
protoplasmicos (ETTERS, 1999; LI; HARDIN, 1997). A quantidade de impurezas nao
celuldsicas varia de 4 a 12 %, sobre a massa total, e ¢ responsavel pelas propriedades
hidrofébicas do algodao cru, criando dificuldades para o seu tingimento téxtil (WAKELYN et
al., 2006). A limpeza do algodao na forma de fibras, fios ou tecidos, através da remogao de tais
impurezas, ¢ necessaria antes do tingimento, estamparia ¢ acabamento (SHAFIE; FOUDA;

HASHEM, 2009).

Figura 5.1 — Representagdo esquematica da estrutura do algoddo, mostrando a distribuicao de
celulose e de outros materiais nao celulosicos nas varias camadas de fibra. Essa representagao
esquematica foi redesenhada com base nas publicagdes anteriores de AGRAWAL (2005) e
BESEGATTO et al. (2018).
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Convencionalmente, os constituintes ndo celulosicos sdo removidos por tratamentos
com hidréxido de sddio (NaOH, = 1 mol/L) e outros produtos quimicos, em altas temperaturas
(90-100 °C) e durante até uma hora, acompanhados de subsequentes lavagens, num processo
de preparagdo chamado de purga alcalina (AGRAWAL, 2005). O resultado final ¢ uma fibra
de celulose quase pura (teor acima de 99 %) e com excelente absor¢ao de agua (WAKELYN et
al., 2006). Contudo, embora a limpeza alcalina seja eficaz e os custos de NaOH sejam baixos,
esta acarreta um Onus ambiental e representa um dos estdgios mais agressivos dentro da
industria de beneficiamento téxtil, pelo uso excessivo de quimicos, dgua e energia (AGRAWAL
et al., 2007; LOSONCZI; CSISZAR; SZAKACS, 2004). Dependendo das condi¢des de
operagdo, o ataque a celulose do algoddo e a reducdo da resisténcia fisica das fibras foram
relatados (ABDULRACHMAN et al., 2017; SINGH et al., 2018; XIAOKANG; HAITAO;
JIANYONG, 2019). Essa limpeza com alcalinos fortes (NaOH), em altas temperaturas e na
presenca de oxigénio, pode resultar em encolhimento, intumescimento e oxidagao da celulose,
que danificam a fibra e afetam as propriedades mecanicas dos tecidos (BORYO et al., 2013).

A limpeza com enzimas biodegraddveis em temperaturas e pH moderados tem se
mostrado uma alternativa sustentdvel e amplamente aceita na industria, no entanto, algumas
desvantagens, como alto custo das enzimas e menor grau de branco, ainda precisam ser
superadas (ANDREAUS et al., 2019). Biopurgas com pectinases sozinhas ou associadas a
proteases, lipases, cutinases, xilanases e celulases, t€ém sido aplicadas em condicdes de reacao
suaves € com danos minimos a estrutura celulésica (AGRAWAL et al., 2008; CHOE et al.,
2004; COLOMBI et al., 2021a; COLOMBI et al., 2021b; CSISZAR; SZAKACS; RUSZNAK,
1998; HEBEISH et al., 2009; KALANTZI et al., 2008; KALANTZI; KEKOS; MAMMA,
2019; NERURKAR; JOSHI; ADIVAREKAR, 2015; SILVA et al., 2017).

As enzimas pectinases sdo as mais promissoras a biopurga (AGRAWAL et al., 2007) e
formam um grupo de enzimas que degradam substancias de pectina, hidrolisando ligacdes
glicosidicas ao longo da cadeia carbonica (UENOJO; PASTORE, 2007). A pectina ¢ uma
macromolécula constituida de, no minimo, 65 % de residuos de acido galacturdnico ligados em
a(1—4) num padrao linear (Figura 5.2), com pontos de ramificacdo nos quais predominam
cadeias laterais de arabinose e galactose (CANTERI et al., 2012; EICHHORN et al., 2009). A
alta metilacao (85 %) do acido poligalacturonico nas pectinas leva a pectina altamente
hidrofobica, contribuindo substancialmente para o comportamento ndo umectante do algodao
cru (GORDON; HSIEH, 2007; LI; HARDIN, 1997). A enzima pectinase ataca a espinha dorsal

do 4cido poligalacturonico da pectina sem a decomposicdo das fibras de celulose, que ¢ uma
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atividade lateral indesejavel da purga alcalina (ABDULRACHMAN et al., 2017). As pectinases
4cidas, alcalinas e neutras sdo geralmente aplicadas (PUSIC; TARBUK; DEKANIC, 2015), em
temperaturas entre 50-60 °C e por 30 a 60 minutos (SHAFIE; FOUDA; HASHEM, 2009). Apos
quebrar e remover a pectina, que atua como uma barreira adesiva de cimentacdo entre os
componentes celulésicos e ndo celuldsicos (Figura 5.3) (ETTERS, 1999; MADHU;
CHAKRABORTY, 2017), ceras e todos os outros materiais ndo celulosicos podem ser
removidos mais facilmente usando agua quente e surfactantes (CHOE et al., 2004; COLOMBI
et al., 2021b).

Figura 5.2 — Estrutura quimica primdria de uma molécula de pectina.

Figura 5.3 — Interconexdes entre a celulose e outros componentes nao celuldsicos na parede
celular primaria da fibra do algodao. Redesenhado com base na publicag@o anterior de
AGRAWAL et al. (2007).
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O fator limitante da implementacdo de enzimas na indlstria esta relacionado a
viabilidade econdmica, sobretudo pelo alto custo das enzimas hidroliticas (KALANTZI,
KEKOS; MAMMA, 2019). Segundo Madhu e Chakraborty (2017), a reciclagem ¢ a
reutilizagdo das enzimas tornaria o processo mais econdmico € seria a for¢ga motriz para
substituir a preparacao quimica do algodao. Considerando as limitacdes relacionadas aos custos
dos processos enzimaticos, duas abordagens diferentes podem ser feitas para reduzir o impacto
do custo da enzima nos custos do processo: (1) Imobilizagdo da enzima e sua reutilizagdo;
(2) Reciclagem e reutilizagao de todo o licor de enzima. A imobilizagao de enzimas geralmente
aumenta o custo do biocatalisador e pode resultar em reducdo da atividade, que devem ser
compensados pelo uso repetido. A imobilizagdo ¢, no entanto, uma questdo complicada se a
enzima atuar em um substrato solido (ANDREAUS et al., 2019).

Paralelamente, reduzir a quantidade de 4gua ¢ um fator chave para o desenvolvimento
sustentavel na industria de processamento téxtil, que utiliza grande quantidade de 4gua (ONER;
SAHINBASKAN, 2011) e contribui para a polui¢do de dgua, exercendo grande pressdo sobre
os recursos hidricos globais (CHEN et al., 2019; HUSSAIN; WAHAB, 2018). Em termos de
impacto ambiental, estima-se que a industria téxtil utilize mais 4gua do que qualquer outra
industria globalmente, e que quase todas as aguas residuais descartadas sdo altamente poluidas
(HOLKAR et al., 2016). Os tecidos e malhas ndo podem ser transformados em produtos
acabados sem varias operacdes que exigem muita dgua (LAKSHMANAN;
RAGHAVENDRAN, 2017). As fabricas de tamanho médio consomem cerca de 200 L de dgua
por kg de tecido (HOLKAR et al., 2016; HUSSAIN; WAHAB, 2018) e, dependendo do
processo de produgdo, 700 L de agua podem ser usados para produzir apenas 1 kg de tecido
(PENSUPA et al.,, 2017). Logo, a investigacdo e implementagdo de novos tratamentos téxteis
devem prestar aten¢do ndo apenas a reducdo da polui¢do, mas igualmente a economia de agua
(HASANBEIGI; PRICE, 2015; KHATTAB; ABDELRAHMAN; REHAN, 2020). Economizar
4gua significa também menos efluente para o meio ambiente (ONER; SAHINBASKAN, 2011).
A purga enzimatica, por si, ja tem uma reducdo de 20-50 % no consumo de agua de enxague,
em comparag¢ado a limpeza alcalina (HASANBEIGI; PRICE, 2015).

Diante disso, o principal objetivo desta pesquisa foi avaliar a reutilizacdo do banho
enzimatico de um procedimento de biopurga, previamente otimizado com uma pectato liase
comercial (COLOMBI et al., 2021b), em até dez vezes na limpeza enzimatica de tecido de
malha 100 % algoddo e comparar os resultados obtidos com a purga alcalina. Até o0 momento,

ndo foram encontrados registros na literatura especializada acerca da reutilizagdo dos caldos
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enzimaticos brutos (sem imobiliza¢do) nos procedimentos de biopurga. A Figura 5.4 mostra o
nimero (acumulado) de artigos relatados pelo Scopus, quando biopurga e pectinase foram
usadas como base para a pesquisa bibliografica. Todavia, nenhuma publicag¢ao foi encontrada
quando os termos biopurga, pectinase e retiso foram combinados. Os dados foram baixados em

24 de maio de 2021.

Figura 5.4 — Publicacdes académicas sobre biopurga e pectinase no banco de dados Scopus
(situacdo: 24 de maio, 2021).
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52. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Material

Foi estudada a enzima comercial BioPrep® 3000 L (uma pectinase alcalina com
atividade de pectato liase de Bacillus licheniformis), gentilmente fornecida pela empresa
Novozymes®. Utilizou-se o surfactante ndo idnico Berol® 175, que é a base de alcool primério
natural (90 % de 4lcool etoxilado) e foi gentilmente disponibilizado pela empresa Macler
Produtos Quimicos Ltda. Acido poligalacturénico foi adquirido a Sigma-Aldrich. Tecidos de
malha crua 100 % algoddo, com gramatura de 160 g/m? e confeccionado com fios penteado
30.1 Ne, foram usados como substrato téxtil e comprados no mercado local. Todos os demais
reagentes utilizados possuiam grau de pureza analitico. Em todas as experiéncias, foi usada

agua destilada, a menos que seja indicado o contrario.
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5.2.2. Atividade e estabilidade da enzima durante o tempo de incubacio

A atividade da pectato liase foi determinada de acordo com Collmer, Ried e Mount
(1988), usando acido poligalacturénico como substrato. A solugdo estoque de substrato
continha tampao Tris-HCI (tris-hidroximetil-aminometano — 4cido cloridrico) 50 mM pH 8,5,
cloreto de calcio 0,6 mM e 0,24 % (m/v) de acido poligalacturoénico. No ensaio de atividade,
2,5 mL da solugdo de substrato e 0,5 mL da solugdo de enzima diluida (1 mL/L), ambos
equilibrados na temperatura de 55 °C, foram rapidamente misturados numa cubeta de quartzo
com 1 cm de percurso optico. O aumento da absorbancia foi monitorado em espectrofotometro
com comprimento de onda de 232 nm, em fun¢ao do tempo, de modo que a enzima produzisse
uma taxa linear de reagdo por 30 segundos, no minimo. A atividade foi calculada pela equacao
(1) e apresentada em U/mL. Uma unidade de atividade (U) ¢ a quantidade enzimatica necessaria

para produzir 1 umol de fragmentos pécticos insaturados por minuto, nas condigdes do ensaio.

U AAbs 1V,
— = x = x—29 x4 (1)
mL At € Vamostra

Onde: AAbs/At é a razdo de aumento da absorbancia por minuto; € € o coeficiente de
extingdo molar para os produtos, galacturonideos com uma ligagao insaturada entre os carbonos
4-5, de 4.600 M™' cm™! (COLLMER; RIED; MOUNT, 1988); Viotal é 0 volume total da mistura
reacional (3,0 mL); Vamosta € 0 volume utilizado de enzima (0,5 mL) e d ¢ a diluicao da
preparagdo enzimatica antes da adi¢do na reagdo (1.000 vezes).

Para saber se a enzima permanecia com atividade durante um certo periodo de tempo,
foi preparada uma solu¢@o de enzima (1,0 g/L) com surfactante (1,0 g/L) em tampao Tris-HCI
0,05 M pH 8,5, e incubada a 55 °C por 300 minutos. Medidas de atividade enzimatica foram

feitas a cada 30 minutos, conforme o procedimento descrito acima.

5.2.3. Tratamentos enzimaticos nos tecidos de algodao — Biopurga

Os experimentos de biopurga foram realizados em canecas de ago inoxidavel de
500 mL, em uma maquina de tingimento de laboratorio (processo de esgotamento) com
agitacdo vertical de 40 rpm. Os tecidos de algodao (5,0 g) foram tratados por 30 min a 55 °C e
numa propor¢ao de tecido para licor de 1:20 (g:mL), com um banho de lavagem aquoso de pH

8,5 (tampdo Tris-HC1 50 mM) contendo 1,0 g/L de pectinase BioPrep® 3000 L e 1 g/L de
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surfactante ndo idnico (Berol® 175). Depois, o conteado do banho foi reservado para
reaproveitamento. Cada tecido de algodao foi removido do banho de biopurga e lavado com
solucao surfactante (0,2 g/L) a 70 °C, na mesma propor¢ao de licor (1:20) por 10 min,
enxaguado extensivamente com agua da torneira em temperatura ambiente e seco ao ar. O perfil
representativo do processo esta exposto na Figura 5.5. Tratamentos de referéncia (controle)

foram realizados de maneira semelhante, mas sem adigdo de enzimas.

Figura 5.5 — Perfil de processo para biopurga enzimatica de malhas de algodao.
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Solugdo A: enzima BioPrep®3000 L (1,0 g/L) e surfactante ndo idnico (1,0 g/L), em tampao pH 8,5.
Solugdo B: surfactante ndo ionico (0,2 g/L).

Apos esse primeiro ciclo, a solugdo aquosa com BioPrep® 3000 L foi cuidadosamente
reutilizada e apenas 10 % (11 + 1%), em volume, foi restituido com solucdo virgem de enzimas,
correspondente ao percentual de retencao do banho pelo substrato precedente. O proximo ciclo
de reacdo foi configurado seguindo o protocolo mencionado acima e foi continuado até

completar dez ciclos de reiso consecutivos.

5.2.4. Tratamento convencional nos tecidos de algodao

A purga alcalina convencional (Figura 5.6) foi feita com hidréxido de sdédio, em
condicdes tipicamente utilizadas nas industrias téxteis do Brasil (COLOMBI et al., 2021b).
Uma amostra de tecido de algoddo cru (massa aproximada, 5,0 g) foi imersa em solucao de
hidréxido de sodio (2,0 g/L) e suplementada com um agente umectante ndo i6nico (surfactante
Berol® 175, 1,0 g/L). O processo foi realizado a 90 °C por 30 minutos, numa propor¢io de
tecido para licor de 1:20 (g:mL). Seguidamente, os tecidos de algodao foram lavados com 4gua
destilada quente a 55 °C por 10 minutos e neutralizados com acido acético (3,0 g/L) a 55 °C

por mais 10 minutos, num novo banho.
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Figura 5.6 — Perfil de processo para purga alcalina de malhas de algodio.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Lavaciao

|

5 10 15 20 25 30 35 40 4555 60 65 70
Tempo (min)

Temperatura (°C)

Solucdo A: NaOH (2,0 g/L) e surfactante ndo idnico (1,0 g/L).
Solugdo B: acido acético (3,0 g/L).

5.2.5. Procedimento de tingimento

Amostras tratadas (1,0 g), enzimaticamente e quimicamente, foram tingidas a 60 °C por
60 minutos, usando 1,7 % (s.p.m.) de corante reativo azul C.I. 222 (obtido na Siderquimica,
Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil), numa propor¢ao de banho de 1:20 (g:mL). Os produtos
quimicos e agentes auxiliares foram utilizados conforme as recomendacdes do fabricante. Em
seguida, os tecidos tingidos passaram por varias etapas de lavagem, afim de retirar todo o
corante hidrolisado e ndo fixado as fibras. Os tecidos foram tingidos sem branqueamento.

Aliquotas das solugdes de banho foram coletadas em intervalos regulares de tempo, e
determinou-se a concentracdo de corante remanescente no banho por espectroscopia no
ultravioleta visivel (A = 612 nm, com um espectrofotometro Shimadzu UV-1601), de acordo

com o comprimento de onda de maxima absorc¢ao do corante.

5.2.6. Analise das amostras

5.2.6.1.Perda de massa

A perda de massa foi expressa como uma porcentagem em relacdo a massa inicial e
calculada pela equacdo (2), onde Wi e W> correspondem as massas do tecido antes e apds o
processo de limpeza, respectivamente. Antes do teste, todas as amostras de tecidos ficaram
condicionadas em atmosfera padrdo controlada acima da solucao de cloreto de cobre saturada,

na umidade relativa de 67 = 2 % (ROCKLAND, 1960), por pelo menos 24 horas.
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W, — W.
#) % 100 2)

Perda de Massa (%) = ( W
1

5.2.6.2.Grau de branco, amarelecimento e claridade

O grau de branco (Berger), o amarelo na escala ASTM-D-1925 e a claridade na escala
ISO 2470 foram mensurados em um espectrofotometro de bancada (modelo CM-3610D, marca

Konica Minolta), usando ceramica branca como padrao de calibragao.
5.2.6.3.Conteudo de pectina

A pectina residual (%) no tecido foi visualizada apds tingimento com o corante
vermelho de ruténio [(NH3)sRuORu(NH3)4ORu(NH3)5]Cls (MOROZOVA et al., 2006). O
vermelho de ruténio ¢ um cétion hexavalente (SOUKUP, 2014) que se liga seletivamente aos
espacos intermoleculares dos grupos carboxila da pectina (ver Figura 5.2) (HOU; CHANG;
JIANG, 1999). O corante carregado positivamente interage com os grupos terminais
carboxilicos da pectina carregados negativamente, levando a uma cor avermelhada escura apos
o tingimento, e a remo¢ao da pectina do tecido pode ser avaliada pela intensidade da cor (K/S)
(MOROZOVA et al., 2006). Quanto maior a quantidade de corante absorvido nas fibras de
algodao, maior ¢ o contetdo de pectina.

Tiras de tecido (1 g) foram tingidas a 50 °C por 30 min, numa solu¢do de corante
contendo 30 mg de corante vermelho de ruténio por 100 mL de 4gua destilada. As amostras
tingidas foram lavadas trés vezes com agua destilada na temperatura ambiente e secas ao ar.
Por fim, mediu-se a refletancia das amostras a 540 nm e calcularam-se os valores de K/S
(formula de Kubelka-Munk) utilizando-se um espectrofotometro de remissdo (modelo CM-
3610D, marca Konica Minolta) (JARAMILLO et al., 2016). O teor de pectina (%) foi estimado
em uma escala linear entre o tecido de algodao cru tingido (considerado como sendo 100 %) e

o tecido purgado com NaOH tingido (considerado como sendo 0 % de residuo de pectina).
5.2.6.4 Hidrofilidade

A hidrofilidade dos tecidos foi determinada usando a NBR 13000 (ABNT, 1993). O
tecido foi montado em um bastidor de bordado, 40 mm abaixo de uma bureta contendo agua

destilada (20 £ 2 °C) e gotejando a cada 5 segundos. O tempo de absorcao de agua foi definido
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como o tempo (em segundos) necessario para que uma gota de agua fosse totalmente absorvida
pelo tecido, e foi calculado como a média de cinco medicdes feitas em diferentes areas da

amostra. Quanto menor o tempo, melhor a hidrofilidade.

5.2.6.5.Capilaridade

A capilaridade (JIS L 1907:2004) ¢ um indicativo para avaliar a absorvéncia vertical em
artigos téxteis. No teste de absor¢dao, a borda inferior de uma tira de amostra (tamanho
aproximado, 2,5 cm x 20 cm) foi imersa (< 3 cm) verticalmente em um recipiente com uma
solugdo de agua destilada e corante (1 g/L de corante azul direto). A altura de absor¢ao das
amostras de algodao foi medida apos 10 minutos e quanto maior a altura, melhor a capilaridade

ou absorc¢ao vertical do tecido.

5.2.6.6.Medi¢ao do angulo de contato

Para determinar a hidrofilidade das amostras antes e apds os tratamentos, foi realizada
também a medi¢do do angulo de contato no instrumento gonidmetro (marca Ramé-Hart, modelo

250) no modo estatico.

5.2.6.7.Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise morfoldgica dos tecidos de algoddo foi realizada em um microscopio
eletronico de varredura (MEV) convencional com filamento de tungsténio (JEOL JSM-

6390LV). Anteriormente, as amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro.

5.2.6.8.Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Um espectrometro de FTIR (marca Bruker, linha VERTEX 70) foi usado para
determinar as mudangas nos principais grupos caracteristicos da superficie do algodao cru. Os
espectros foram coletados ao longo do intervalo de 4000-400 cm™, a temperatura ambiente,

onde a remocao das impurezas pode ser analisada qualitativamente.
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5.2.6.9.Coordenadas colorimétricas e forga coloristica (K/S)

As coordenadas colorimétricas no espago de cor CIELAB e a forca/intensidade
coloristica (K/S) dos tecidos tingidos foram medidas usando um espectrofotometro (modelo
CM-3610D, marca Konica Minolta), a 640 nm. Os valores de K/S foram calculados com a
formula de Kubelka-Munk, pela equacdo (3), onde K corresponde a absor¢do de luz pelo

corante, S a medida da difusao da luz pelo substrato ¢ R ao valor da remissao.

(1-R)?

T )

K/S =

5.2.7. Analise estatistica

Todos os dados coletados foram quantificados a partir de experimentos em triplicata e
os resultados foram expressos como média £ DP (desvio padrdo). Foram realizados testes de
Tukey para comparacdo das varias médias e analise de varidncia ANOVA, considerando um
nivel de significincia de 5 % (intervalo de confianca de 95 %), utilizando-se o software

Statistica® (versdo 12).
53.  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1. Estudo do tempo de incubacio da enzima

O conhecimento da estabilidade de BioPrep® 3000 L com o tempo de incubagdo é
importante para a realizacdo da biopurga com reuso do banho, pois ndo basta que a enzima
possua alta atividade a temperatura e pH 6timos, mas que ela mantenha esta atividade durante
todo o processo em que ficar exposta nessas condi¢cdes. Além do que, o pH e a temperatura
ideais nio sdo necessariamente as melhores condicdes para uso prolongado e reutilizagdo. A
vista disso, na Figura 5.7, foi avaliada a capacidade da pectinase BioPrep® 3000 L em catalisar
reacoes quando incubada a 55 °C, pH 8,5 e na presenca de 1 g/L. de surfactante nao i6nico
(condig¢des que foram previamente otimizadas para melhor hidrofilidade de tecidos (COLOMBI
et al., 2021a)), por 300 minutos, o que corresponde ao tempo total do processo de 10 ciclos de

30 minutos cada tratamento.
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Figura 5.7 — Efeito do tempo de incubacdo na atividade residual da enzima pectinase.
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Experimentos de incubagio da pectinase BioPrep® 3000 L a 55 °C por 300 min, com tampdo Tris-HC1 50 mM a
pH 8,5 e 1,0 g/L de surfactante ndo i6nico Berol® 175. A atividade inicial foi fixada em 100 %.

Os resultados apontam que, nos primeiros 30 minutos de incubagdo a enzima mantém
100 % da sua atividade inicial, equivalente a cerca de 291,26 U/mL. Setenta por cento dessa
atividade foi retido até o quarto ciclo de uso (120 minutos) e depois houve uma queda abrupta
na atividade enzimatica. Entdo a atividade diminuiu dentro de 120 até 180 minutos quase
linearmente para 40-50 % da atividade inicial, e o aumento da duracdo do tratamento de 180
para 300 minutos foi acompanhado por uma atividade praticamente constante em 133,15 +
12,15 U/mL.

O surfactante pode estar influenciando a atividade da enzima ao longo do tempo, pela
ligagdo a enzima através de interagdes hidrofobicas, modificando propriedades enzimaéticas
intrinsecas como estrutura ou flexibilidade, que podem levar a desnaturagdo da proteina
(HOLMBERG, 2018; RUBINGH, 1996). A parte lipofilica da molécula de surfactante pode
estar interagindo com as regides hidrofobicas no interior das proteinas da enzima, causando a
quebra da sua estrutura secundaria e terciaria, e essas alteracdes causardo perda de atividade
enzimatica (COLOMBI et al., 2021a). A pectinase com atividade mais baixa pode levar a uma
taxa reacional mais lenta, que por sua vez, pode ter um impacto negativo na qualidade final dos
tecidos de algodao biopurgados. Entretanto, de acordo com Wang et al. (2007), a eliminacao
completa das pectinas da fibra de algodao ¢ desnecessaria, pois uma investigagdo anterior da
Novozymes indicou que uma porcentagem residual de pectinas de 22 a 30 % nao compromete
a absor¢do de agua dos tecidos. Além disso, o surfactante tem-se mostrado um componente
necessario e essencial na composi¢do do banho de biopurga, para garantir a remog¢ao de ceras e

gorduras superficiais e a boa molhabilidade dos tecidos de algoddo (COLOMBI et al., 2021a;
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COLOMBI et al., 2021b; TZANOV et al., 2001) e, como regra geral, os surfactantes ndo idnicos
podem ser considerados mais benignos para uma enzima do que os surfactantes anionicos e
cationicos (HOLMBERG, 2018).

Nota: nao foi possivel medir a atividade enzimdtica diretamente no proprio banho de
biopurga, pois a atividade foi estudada com espectrofotometria ultravioleta e no banho

reutilizado houve interferéncias.

5.3.2. Avaliacio dos ciclos de biopurga

O processo de biopurga foi investigado pela influéncia da reutilizacdo do banho
enzimatico de pectinase (BioPrep® 3000 L nos ciclos de retiso de 1 até 10), com base nas
propriedades fisico-quimicas de tecidos de malha 100 % algodao. O processo de biopurga foi
realizado 10 vezes com o mesmo banho, adicionando-se apenas 10 % de solugdo enzimatica
fresca em cada novo ciclo, para compensar as perdas de licor. Os resultados s3o mostrados na
Tabela 5.1 e Tabela 5.2, e foram comparados com o método convencional de purga alcalina

(NaOH) da industria téxtil, ponderando a aplicacao industrial do bioprocesso.

Tabela 5.1 — Comparagao das propriedades fisico-quimicas dos tecidos de algodao tratados
por enzimas com reutilizacdo do banho (1-10) e convencionalmente (alcalino).

Tratamento 1\1/;;::: (22) Bralf;cl;)a(llB(Z:ger) Amarelecimento Claridade Pectina (%)
Alcalino [4,65+0,09* 48,495+1,639* 12,253+0,971* 70,679 + 0,363 * Sem pectina *
1[2,84+0,14° 35969+0,627° 17,363+0,305° 66,988 +0,470° 3,35+0,41°?
212,85+£0,07° 34,603+0,365% 17,894 +0,092° 66,455+0,433° 4,48+0,80°?
31280+0,05° 34,319+1,337% 17,986+0,461° 66,248+0,801° 4,68+2,72%
412,82+0,10° 34,511+1,473°% 17,934+0,475°% 66,398 +1,006° 4,06+0,21°?
Ciclos 5 /2,81£0,05° 33216+0,306° 18,461+0,018° 65,991 +0,607° 4,79+ 1,64°
deretso ¢ |2,79+0,08° 33,192+1,159° 18,426+ 0,420° 65,797 +0,620° 4,10+ 0,80 °
7 12,84+0,02° 33,360+1,623° 18,409+0,571° 66,058+0,901° 526+1,02°
8 12,76+0,03% 33206+1,681° 18446+0,557° 65,908 +1,063° 445+0,30°
9 12,83+0,07° 33,311 +1,823°% 18,429+0,711° 66,032+0,768° 4,14+2,18°
102,81 £0,02° 32395+1,549° 18,779+0,508° 65,625+1,015° 4,55+1,50%
Controle |1,65+0,04¢ 32,637+0,658° 18,754+0,314°% 65,957 +0,044" 86,00+9,40°
Cru 0,00£0,00¢ 16,340+ 1,111°¢ 25,560+0,391° 58,130+0,300°¢ 100,00+ 0,00°¢

Cru refere-se ao algoddo cru (malha bruta) e no controle, nenhuma pectinase foi aplicada. Os valores sdo a média
de trés repeti¢des + desvio padrdo. Letras iguais nas colunas de mesma propriedade ndo sdo estatisticamente
diferentes ao nivel de 5 %.
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A limpeza do algodado por enzimas ¢ caracterizada por perda de massa (KALANTZI et
al., 2008) e essa afirmacdo foi confirmada nos resultados da Tabela 5.1, onde todos os banhos
provocaram uma perda de massa nas amostras, de 2,81 % em média. Nao persistem diferencas
nos valores dos banhos (p>0,05 na comparacao de médias pelo teste de Tukey) e isso significa
que hd uma remog¢ado constante de impurezas nao celuldsicas da cuticula e da parede primaria
da fibra, mesmo com o reuso do caldo enzimatico em dez vezes e a diminui¢ao da atividade
enzimatica percebida no ensaio preliminar de incubagdo (ver Figura 5.7). A maior perda de
massa (4,65 + 0,09 %) foi atingida pela tradicional purga alcalina com hidréxido de sodio, o
que pode ser um indicativo da retirada de quase, se ndo todas, as gorduras, ceras, pectinas e
proteinas do tecido de algodao (HEBEISH et al., 2009), mas também alguns danos as fibras,
como despolimerizacao da celulose e perda de resisténcia do tecido, podem ser efeitos colaterais
indesejaveis (HARDIN, 2010; MOJSOV, 2012). Devido a natureza ndo especifica dos
processos quimicos, ndo sao apenas as impurezas que sao hidrolisadas, mas a propria celulose
que ¢ atacada, causando danos na resisténcia e/ou em outras propriedades desejaveis do tecido
(MOJSOV, 2012). Os baixos valores de perda de massa causados pelas enzimas sinalizaram, a
principio, que os constituintes ndo celuldsicos foram removidos sem danos significativos a
celulose (CSISZAR et al., 2001). Além disso, menos perda de massa é uma vantagem
importante para os produtos de malha, cujos pregos sdo determinados levando-se em
consideragdo a massa (NIAZ et al., 2011). A perda de massa segue a seguinte ordem: purga
usando NaOH > biopurga usando pectinase (ciclos 1-10) > controle usando tampao.

Em relacdo ao controle, sem adi¢do de enzima, ocorreu uma degradacdo do substrato
(1,65 = 0,04 %), que pode estar associada as impurezas extraiveis com agua que entram na
solugdo tampio (KALANTZI et al., 2008) ¢ ao uso de surfactante (RAZA et al., 2014). E
interessante notar que, a perda de massa nos tecidos tratados com pectinase ¢ cerca de 1,2 %
superior quando comparada ao tratamento apenas com agua destilada, surfactante e tampao
(controle). Curiosamente, 1,2 % ¢ a porcentagem maxima de pectina na fibra de algodao,
dependendo do fornecedor de algoddao e da maturidade da fibra (CALAFELL; GARRIGA,
2004). Isso ¢, possivelmente, pelo motivo de que todas as substincias pécticas foram
hidrolisadas pela acdo da enzima BioPrep® 3000 L, em quaisquer condi¢des estudadas.

A degradagdo das pectinas € um passo fundamental no processo de biopurga com
enzimas, pois facilita a liberacdo de substancias gordurosas e cerosas (JARAMILLO et al.,
2016). Na presente pesquisa, apds exposi¢do as condicdes de biopurga, os tecidos foram

tingidos com o corante vermelho de ruténio e analisados quanto ao conteudo remanescente de
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pectina. Os resultados da Tabela 5.1 denotam que, a pectinase BioPrep® 3000 L foi eficiente
para a digestdo das impurezas de pectina disponiveis e funcionou de modo habil e igual no
decorrer dos dez ciclos de reutilizagdao. Dentro da faixa estudada, os tecidos apresentaram um
residual de pectina insignificante, de 4,39 = 0,51 %, devido a remogdo eficaz da pectina pela
enzima em todos os tratamentos (estatisticamente iguais). Quantidades substanciais de pectina
foram removidas (>95 %) da superficie dos tecidos, da mesma ordem de grandeza que o
tratamento convencional com hidroxido de sédio. O controle nao tem efeito direto na remogao
da pectina e apresentou grandes teores de material péctico, 86,00 = 9,40 %, conforme o
esperado. Isso fornece mais evidéncias de que as substancias pécticas estdo sendo destruidas
pela agdo precisa da enzima pectinase na fibra de algodao, sem embargo da diminui¢do da
atividade enzimatica presenciada nos experimentos de incubacdo da pectinase (Figura 5.7). A
biopurga envolve um substrato s6lido, onde a pectina compde as camadas externas e requer que
a enzima adsorva na superficie da fibra, entdo pode-se inferir que a adsor¢ao da enzima na fibra
do algodao pode aumentar a estabilidade da enzima, como um mecanismo de prote¢ao, ¢ ajudar
a manter a atividade enzimatica (MARTINS; SILVA; CAVACO-PAULO, 2019). Os produtos
de degradacdo ou solubilizacdo durante a biopurga também podem ajudar a manter a enzima
estavel e ativa. No entanto, mais investigacdes sdo necessarias para a elucidagao.

A solugdo de tratamento ficou gradativamente amarelada com o retso (Figura 5.8),
indicando que alguns elementos cromoéforos foram liberados. Por conseguinte, a remogdo
enzimatica das impurezas do algoddo proporcionou uma melhora na brancura do tecido, em
relacdo a brancura inicial da malha crua (16,34 + 1,11 graus Berger), com um ganho de 98-120
% no branco de Berger. A Tabela 5.1 mostra que o grau de branco (33,81 £ 1,03 graus Berger),
amarelecimento (18,21 £+ 0,41) e claridade (66,15 + 0,39) permaneceram invariaveis nos dez
banhos, ndo havendo diferencas estatisticas consideraveis (pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade) na reutilizacdo do caldo enzimatico. Quando comparados os tratamentos com
enzima e sem enzima (controle em solucdo tampao), também foram observadas alteracdes
marginais nestas propriedades, o que significa que a adi¢ao da pectato liase nao contribuiu para
a brancura do tecido e que o branqueamento observado se deve ao efeito de lavagem e a
solubilizagdo das impurezas coloridas. Em contraste, a purga convencional alcalina, devido as
condig¢des de reagdo mais severas, alcancou um resultado de clareamento quase quinze unidades
melhor (48,50 = 1,64 graus Berger). O processo com enzimas ¢ adequado, portanto, quando
ndo € necessaria uma brancura muito alta (no tingimento de cores de profundidade média e

escura, por exemplo) e depende do uso final dos tecidos (SILVA et al., 2017; TZANOV et al.,
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2003a). Ademais, a remog¢ao completa dos pigmentos naturais, responsaveis pelo baixo indice
de branco do algodao cru, pode ser realizada depois durante a etapa de branqueamento téxtil e

as diferengas de brancura devem desaparecer (MOJSOV, 2019).

Figura 5.8 — Pigmentacao da solucdo de biopurga nos banhos 1 (inicial) e 10 (final),
respectivamente.

T —

Como reportado anteriormente, durante o tempo habitual de tratamento de 30 minutos,
cerca de 95 % da pectina foi digerida. Essa porcentagem ¢ mais que suficiente para
desestabilizar a estrutura do algodao, liberar os produtos ndo celuldsicos para remocao
subsequente por emulsificagdo (NIAZ et al., 2011) e aumentar a molhabilidade dos tecidos
(SILVA et al., 2017). Logo, todos os tratamentos enzimaticos levaram a uma melhoria intensa
na absorc¢ao de dgua das amostras (Tabela 5.2), em comparagdo com a amostra de malha crua
sem nenhum tratamento, que nao absorvia goticulas de agua em sua superficie. Uma excelente
absor¢do de agua, medida em termos de hidrofilidade, capilaridade e angulo de contato, foi
exibida pelas amostras dos banhos 1 e 2, a um nivel igual (sem diferengas estatisticas) ao
medido no tecido tratado com alcalis (4,07 £ 0,64 s de hidrofilidade e 132,00 = 1,73 mm de
capilaridade). Isso reflete a efetividade do biotratamento na remocgao de sujidades hidrofébicas,
sobretudo pectina e materiais cerosos, mesmo com o reaproveitamento do banho e a reutilizagdo

das enzimas.
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Tabela 5.2 — Comparagao dos valores de absor¢do de agua dos tecidos de algodao tratados por
enzimas com reutilizagao do banho (1-10) e convencionalmente (alcalino), mediante o tempo
de hidrofilidade, capilaridade e angulo de contato.

Tratamento Hidrofilidade (s)  Capilaridade (mm)  Angulo de Contato

Alcalino 4,07 £0,64 132,00 +1,73 0,00 £ 0,00

1 513+£1,47" 131,33 +4,73 " 0,00 £ 0,00 *

2 14,20 £ 7,66 * 117,67 +8,74" 0,00 £ 0,00 *

3 25,07+ 7,51 105,33 £11,93 0,00+ 0,00 "

4 21,73+8,37 " 105,67 + 8,02 120,67 £ 0,96

Ciclos de reiso S 27,73 £ 9,26 96,33 £5,77 113,45+ 4,69

6 26,80 + 9,20 92,67 +£7,57 103,00 +9,39

7 29,67+ 2,14 92,00 £ 5,57 114,93 +£2,52

8 33,20+ 10,45 89,00 + 9,54 111,70 £ 7,39

9 42,27 +£598 77,33 £11,68 111,84 £0,32

10 32,07 +£7,25 91,33 £4,93 113,89 +£7,79

Controle 44,87 + 7,55 91,67 £3,51 125,43 £4,10

Cru Hidrofobico 0,00 £+ 0,00 134,24 £ 6,16

Cru refere-se ao algoddo cru (malha bruta) e no controle, nenhuma pectinase foi aplicada. Os valores sdo a média
de trés repetigdes + desvio padrdo. * Indica significativamente igual do alcalino ao nivel de 5 %.

Quando os banhos do tratamento enzimatico foram comparados entre si (Figura 5.9),
observou-se que o tempo de hidrofilidade dos tecidos subiu linearmente até o terceiro banho de
retso, € depois sutilmente até o décimo banho, alcangando 32,07 + 7,25 s. A capilaridade teve
um comportamento andlogo (em propor¢do inversa), iniciando-se em 131 mm e diminuindo
para 96 mm até o 5° ciclo de biopurga, permanecendo depois na faixa de 92 a 77 mm. O angulo
de contato suporta esses resultados e s6 pdde ser medido apds o terceiro banho, quando a
penetragdo de uma gota de 4gua ja ndo era mais quase que instantanea. Para os tecidos dos
ciclos de biopurga 4 ao 10, o angulo oscilou entre 120,67 + 0,96 e 113,89 + 7,79. Todavia,
apesar da diminuigdo na absor¢ao de agua apds 2-3 reutilizagdes do banho, demonstrou-se ser
possivel fazer uma biopurga com dez repeticdes consecutivas dos caldos enzimaticos e, ao
mesmo tempo, encontrar uma hidrofilidade muito boa em todos os substratos (exceto banho 9).
Hidrofilidade esta que se encontra na faixa aceita para processamentos industriais de
tingimento, estamparia e acabamento (< 30 s), segundo Abdulrachman et al. (2017) e Kalantzi

et al. (2010).
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Figura 5.9 — Hidrofilidade e capilaridade dos tecidos de algoddo tratados com BioPrep® 3000
L em func¢ao da reutilizacao dos banhos enzimaticos (1-10).
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Ao correlacionar a remoc¢ao de pectina com a absorcao de 4gua, percebe-se que a pectina
ndo ¢ o unico fator que influencia no umedecimento do tecido, ja que os tecidos de malha
tratados tém o mesmo grau de remocdo de pectina e tém diferentes caracteristicas de
molhabilidade (Figura 5.10). Os declinios na absor¢cdo de agua parecem ser atribuiveis aos
produtos cuticulares soluveis que vao se acumulando no meio aquoso e que podem estar sendo
redistribuidos  (redepositados) sobre a superficie das fibras e impedindo a
solubilizagcdo/remoc¢do de mais impurezas. Para Buschle-Diller et al. (1999), um problema
encontrado com a reutilizacdo dos banhos de tratamento € o aumento ¢ o acumulo de
contaminantes com o uso continuo, e a reposi¢do destes no material de algoddao. Como a
concentracgao de surfactante foi mantida constante no decurso dos dez ciclos de reuso, isso deve
ter reduzido o efeito de aprisionamento das particulas de 6leo pela agao do surfactante, a medida
que as ceras e gorduras foram se amontoando em excesso no banho, reduzindo a hidrofilidade
dos tecidos. Apesar de que a concentracdo de contaminantes, de acordo com as respostas a
remogdo de pectina, ndo inibiu a reacdo enzimatica da enzima pectinase comercial BioPrep®

3000 L.
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Figura 5.10 — Hidrofilidade e contetido de pectina residual dos tecidos de algodao tratados por
enzimas com reutiliza¢do do banho (1-10).
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5.3.3. Caracterizacio das fibras

A Figura 5.11 mostra a morfologia superficial do algoddo por imagens MEV, sem
tratamento (cru) e sob as condi¢des de banho 1, 4, 7 ¢ 10. Pode ser visto que a parede secundaria
da fibra de algodao ficou exposta pela biopurga, na qual a celulose cristalina € visivel na forma
de microfibrilas paralelas e ordenadas. Li e Hardin (1997) descreveram que as pectinases
penetram na cuticula através de rachaduras ou microporos, fazem contato com as substincias
pécticas no substrato e as hidrolisam, resultando na remog¢do da cuticula. Devido a agdo
especifica e seletiva da enzima, a pectinase remove efetivamente as pectinas nas areas
disponiveis, e ajuda na eliminac¢ao de ceras, cinzas e demais impurezas que estdo entrelacadas
e aderidas umas as outras (XIAOKANG; HAITAO; JIANYONG, 2019), revelando o corpo
principal do algodao.

No banho 1, parece haver um efeito de descascamento das enzimas na parede primaria,
onde surgiram algumas 4reas irregulares, asperas € com ranhuras na estrutura. Segundo
Ramadan (2008), justamente, as enzimas descascam a fibra e ocasionam a formacado de algumas
fibrilas salientes e outras faces mais polidas. Ao observar as alteracdes fisicas nas amostras com
o decorrer da reutilizagdo dos caldos enzimaticos, nota-se que a superficie das fibras vai ficando
diferente, mais lisa e com algumas cavidades suaves na sua arquitetura. Isso pode ser
consequéncia dos produtos de decomposi¢ao da pectina e cerosos, que vao se concentrando na
solucdo aquosa e que podem estar formando, pouco a pouco, uma pelicula fina sobre a camada

mais externa das fibras (apoia os testes de absor¢ao de dgua). Achados semelhantes, de que a
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BioPrep® causou destrui¢io leve ou nenhuma das fibras, foram encontrados por Foulk, Akin e

Dodd (2008).

Figura 5.11 — Imagens MEV da superficie dos tecidos de algodado cru e tratados por enzimas
nos banhos 1, 4, 7 ¢ 10, nessa ordem. (Aumento de 2.500 ¢ 5.000 x).
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A quimica da superficie do algoddo foi analisada com espectros FTIR dos tecidos
biopurgados (banhos 1, 4, 7 e 10) e do tecido cru, destacando as alteracdes nas principais
impurezas ndo celulosicas (Figura 5.12). Foi relatado por Nerurkar, Joshi e Adivarekar (2015)
que os picos agudos e médios observados entre 3400-3200 cm™! indicam a presenca das ligagdes
O-H da celulose, e a partir da referéncia de Chung, Lee e Choe (2004), a Figura 5.12 também
exibe outros picos caracteristicos da celulose, com estiramento C-H aparecendo na regido de
frequéncia 3000-2800 cm™'. Os espectros parecem iguais e ¢ muito dificil perceber diferencas
entre estes, porque as composicdes em massa dos tecidos sdo semelhantes e a queda na
concentragdo de impurezas (de 2,81 % em média, a partir da perda de massa) é pouca para
modificar drasticamente o FTIR. Os FTIR sao parecidos e sinalizam que ndo houve alteragdo
na celulose, a superficie base do algodao continua igual e o substrato (celulose) domina sobre
as modificagdes. Porém, na Figura 5.12 (e) do algodao bruto, a presenca de ceras e pectinas
pode ser vista com o aparecimento de um pico largo em torno de 1750-1730 cm™!. Este pico é
causado, principalmente, pela existéncia de pectina na forma de COO™ e pelo grupo éster
carboxilico da cera nas fibras de algodao (XIAOKANG; HAITAO; JIANYONG, 2019). Os
tecidos dos banhos 10 ao 1, na respectiva Figura 5.12 (d) até (a), mostram um estreitamento

gradual deste pico, que pode estar relacionado a remocgao das ceras e pectinas pela lavagem e a
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eficacia desses bioprocessos. A partir dai, pode-se provar que: (1) no primeiro banho, as
enzimas haviam removido com sucesso todas as impurezas de pectina e ceras do algodao,
aumentando a hidrofilidade do substrato téxtil; (2) mas com a reutilizagdo do caldo enzimatico,
ainda ha vestigios progressivos de impurezas na superficie da fibra e a eficiéncia da biopurga
diminuiu; e (3) esses resultados sdo consistentes com os apresentados na micrografia eletronica

de varredura e nos experimentos de absor¢ao de dgua.

Figura 5.12 — Medigoes espectrais FTIR das amostras. Fibras de algodao tratadas com retiso
de pectinase nos banhos (a) 1; (b) 4; (¢) 7 e (d) 10. (e) Fibras de algodao cru.
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5.3.4. Avaliacio do processo de coloraciao

A capacidade de tingir dos tecidos de algodao depende das propriedades estruturais e da
superficie da fibra, que sdo bastante afetadas pelos processos que precedem o tingimento téxtil
(KALANTZI; KEKOS; MAMMA, 2019). Uma preparagdo insuficiente pode causar
tingimentos irregulares e sérios problemas que sé se tornam aparentes apos a coloragdo
(COLOMBI et al., 2021b). Por esse motivo, um pré-tratamento cuidadoso, que garanta que os
substratos tenham uma absor¢ao de corantes alta e uniforme, ¢ muito importante (LOSONCZI;
CSISZAR; SZAKACS, 2004). A Tabela 5.3 mostra o comportamento tintorial (coordenadas
das cores e intensidade das cores) dos tecidos tratados com retiso de pectinase (banhos 1,4, 7 ¢

10) e dos tecidos de referéncia tratados com alcalis.

Tabela 5.3 — Medig¢des de cores dos tecidos tingidos.

Tratamento 6 4I§/§m) L* a* (-) b* (-) C* h* AE
Alcalino | 4,91+0,45° 46,74+0,90 4,97 +0,48 25,02+ 1,12 25,51+ 1,01 258,67+ 1,51
1 |532+0,08% 4581021 4,96+0,32 25,55+0,60 26,03+0,53 258,97 0,93 0,75 = 0,30
Cigéos 4 |525+0,15% 4595+0,41 5,02+039 2545+0,83 2594+0,74 258,80+ 1,18 0,72 = 0,30
reliso 5,56+0,14° 4526+0,28 4,89+0,33 25,77+ 0,66 26,23 +0,59 259,22+ 0,96 0,90 + 0,54
10 | 5,71 £0,06° 45,01 +0,01 4,77 0,29 26,15+0,73 26,59 0,67 259,61 + 0,91 1,11 +0,73

Os valores sdo a média de trés repeticdes = desvio padrio. Letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes ao
nivel de 5 %.

Os valores medidos de intensidade coloristica sao semelhantes, para as amostras tratadas
quimicamente e biologicamente sdo quase os mesmos K/S, indicando que cada um dos banhos
enzimaticos poderia substituir a purga alcalina nas operagdes posteriores de tingimento,
estamparia e acabamento. Os valores de croma obtidos t€ém uma pequena variagdao € a maioria
dos desvios AE sdo menores do que 1. O critério de aprovagdo de AE ¢ determinado pela
industria conforme sua necessidade, mas usualmente, o modelo adotado no segmento do
vestuario ¢ AE menor ou igual a 1 (PICCOLI, 2014). Portanto, as diferencas sdo aceitaveis, ndo
ha divergéncias de cores considerdveis e as amostras de tecido pré-tratadas com enzimas
correspondem a alcalina. A aparéncia visual (Figura 5.13) estd de acordo com estes resultados:
todas as amostras parecem uniformemente tingidas, homogéneas em cores e isentas de defeitos
vinculados a etapa de tingimento. O bom nivel de tingimento apds a lavagem enzimadtica deve

ser resultante do alto grau de solubilizagdo (>95 %) da pectina, pois a caracteristica hidrofobica
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das substancias pécticas impede a absor¢cdo adequada de corante e provoca manchas

(KARAPINAR; SARIISIK, 2004).

Figura 5.13 — Aparéncia visual dos tecidos tingidos com 1,7 % (s.p.m.) de corante reativo azul
C.I. 222.

Os tecidos biopurgados mostraram coloragdo aceitdvel, com uma pequena diminui¢dao
da luminosidade L* e um ligeiro aumento na intensidade da cor (K/S), em comparag¢do ao tecido
alcalino convencional. Nerurkar, Joshi e Adivarekar (2015) também demonstraram que o0s
corantes reativos exibem melhor rendimento de cores quando o tecido ¢ tratado
enzimaticamente em condic¢des otimizadas. Uma cor mais profunda no tecido biopurgado pode
resultar da cor mais amarela do tecido biopurgado (ver grau de branco na Tabela 5.1) ou, outra
razdo possivel, é que algum residuo alcalino restante nos tecidos purgados alcalinos possa estar
causando hidrolise dos corantes reativos e ocasionando uma cor levemente menos profunda no
tecido padrao (CHOE et al., 2004).

Os tratamentos exibiram exaustdo similar na solu¢do de tingimento (Figura 5.14), com
um decaimento caracteristico da concentra¢do de corante reativo em funcdo do tempo para
tingimentos com reag¢do quimica (VIDART, 2013). E possivel distinguir, com clareza, os dois
fendmenos fisico-quimicos fundamentais no tingimento com corantes reativos:
(1) substantividade (até 30 minutos), onde o corante monta na fibra por adsorcdo, difusdo e
migracdo; e (2) fixagdo (depois de 30 minutos), onde ocorre a reacdo quimica com a fibra
através da adicao de alcali (SALEM, 1989). O tingimento foi iniciado com corante e sal e apds
30 minutos adicionou-se o alcali, que foi responsavel pelo mecanismo de esgotamento do
corante na fibra. As curvas de transferéncia/migra¢do de corante do banho para a fibra téxtil
mostraram-se analogas (Figura 5.14), o que ja era esperado, tendo em vista a similaridade das
propriedades tintoriais (Tabela 5.3), a hidrofilidade bastante semelhante (Tabela 5.2) e a

remocao eficiente de pectina (Tabela 5.1) dos tecidos.
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Figura 5.14 — Comparagdo das curvas de tingimento dos tecidos de algodao tratados por
enzimas com reutiliza¢do do banho (1, 4, 7 ¢ 10) e convencionalmente (A).
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Em resumo, a comparagao da absor¢ao de dgua (ver Tabela 5.2) e de corante (ver Tabela
5.3) nas amostras tratadas com pectinase contra amostras alcalinas convencionais indica que,
ha uma absor¢ao de 4gua ligeiramente mais alta pela segunda (menor tempo de hidrofilidade),
mas ndo ha diferengas aprecidveis nos valores de K/S (Figura 5.15) e nem na velocidade de

tingimento (Figura 5.14).

Figura 5.15 — Hidrofilidade e intensidade coloristica K/S dos tecidos de algodao tratados por
enzimas com reutiliza¢do do banho (1, 4, 7 ¢ 10) e convencionalmente (A).
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54. CONCLUSAO

Operando sob condi¢des controladas, o banho bruto de pectinase pode ser aplicado
efetivamente em dez ciclos consecutivos de biopurga, onde os produtos finais eram de alta
qualidade e apresentavam boas propriedades fisico-quimicas. O tecido de algodao tratado com
enzimas, independente do banho, reteve mais massa do que o tecido correspondente submetido
a lavagem alcalina tradicional. Todos os tecidos ofereceram caracteristicas de absor¢ao de agua
aceitaveis, promovendo comportamentos tintoriais e rendimentos de cores satisfatorios. Sabe-
se que as substancias pécticas inibem a absor¢do de corantes e sdo um dos fatores de tingimentos
irregulares, mas pouca pectina detectavel foi encontrada (=5 %) no teste com vermelho de
ruténio. O grau de branco, entretanto, foi insatisfatério. Porém, embora o indice de brancura
dos substratos tratados quimicamente fosse maior do que os tratados enzimaticamente, a forga
da cor (K/S) era semelhante apds o tingimento. O incremento e a redeposicdo de sujeiras
cuticulares soluveis no material de algodao, com a reutiliza¢ao dos banhos que contém enzimas,
ndo prejudicou (inibiu) o desempenho enzimatico e ndo foi um problema para o processo € o
produto final.

Dez ciclos de biopurga puderam ser realizados com um banho de biopurga inicial
complementado com apenas 10 % de solu¢ao enzimatica fresca em cada ciclo, permitindo uma
economia consideravel de enzimas, surfactante e agua, e isso significa menos custos de
producdo e menos efluentes para o meio ambiente. A abordagem analisada resultou em uma
reducdo substancial no consumo de material (enzimas e surfactante) e de 4gua, capaz de
promover melhorias econdmicas e ambientais simultaneamente, o que esta em linha com a
necessidade de tecnologias que permitam o reuso da dgua de processo na industria téxtil. Os
dez ciclos de biopurga sdo, deste modo, uma solucdo simples, econdmica e abrangente, que

podem tornar a reutilizagdo de dguas residuais uma realidade em escala industrial.
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6. BRANQUEAMENTO ENZIMATICO DE TECIDOS DE ALGODAO COM
LACASE

RESUMO: O objetivo do branqueamento ¢ descolorir os pigmentos naturais (flavonoides)
indesejados, responsaveis pela aparéncia amarelada suja de fios ou tecidos, e conferir uma
aparéncia branca pura ao algodao. Na pratica da industria, o branqueamento ¢ conseguido em
condi¢des reacionais intensas (90-100 °C, pH 10-12 e em altas concentragdes de H>O, e NaOH)
e isso pode causar danos inaceitdveis as fibras. Neste trabalho, as enzimas lacases foram
testadas em alternativa aos oxidantes quimicos, com a hipotese de que podem atacar os grupos
fendlicos e eliminar as substancias coloridas do algoddo cru. Diferentes concentragdes
enzimaticas foram empregadas por 30 minutos, a 55 °C e no pH 5,0 6timo de agdo, sendo as
amostras tratadas caracterizadas quanto ao indice de branco, amarelecimento e claridade. Os
experimentos, em sintese, demonstraram que ha um semibranqueamento com lacase, mas para
alcangar resultados mais satisfatdrios, certamente, essa enzima devera trabalhar em sinergia
com o método padrdo baseado em H,O»/NaOH.

Palavras-chave: Algodao. Biobranqueamento. Enzima. Lacase. Grau de branco.

6.1. INTRODUCAO

As lacases sdo enzimas polifenol oxidases capazes de degradar uma ampla variedade de
substratos fenodlicos e aromaticos, a medida que reduzem oxigénio molecular a agua
(MARTINKOVA et al., 2016). Essas enzimas sdo muito utilizadas para fins biotecnolégicos e
ambientais, devido as suas altas habilidades oxidativas, e podem ser usadas para oxidar e
polimerizar os compostos fendlicos presentes na superficie do algodao, melhorando a brancura
dos tecidos (GONCALVES et al., 2014; SPINA et al., 2016). A natureza da matéria corante do
algoddo ndo ¢ inteiramente caracterizada, mas acredita-se que seja devido a presenga de
pigmentos flavonoides sem nitrogénio que contém uma estrutura molecular de trés anéis (dois
anéis aromaticos conectados por um anel central heterociclico) (TZANOV et al., 2003a).

As metodologias tradicionais de branqueamento do algodao sdo baseadas em H:Oo,
NaOH e estabilizadores, em pH alcalino e alta temperatura, o que pode danificar as fibras. Altos
volumes de 4gua sdo consumidos durante varias etapas de lavagem, além de grandes
quantidades de produtos quimicos e energia, afetando a sustentabilidade econdmica, técnica e
ambiental do processo. (SPINA et al., 2016).

Ainda n3o hd nenhum método completamente eficaz de biobranqueamento para
implementag¢ado industrial (ANDREAUS et al., 2019) e o mecanismo de a¢gdo da enzima lacase
nao ¢ totalmente compreendido e descrito na literatura (GONCALVES et al., 2014). Nesse

contexto, o estudo teve como objetivo testar a capacidade de biobranqueamento da lacase em
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um processo realizado na temperatura e no pH 6timos (ver Apéndice E) da catélise enzimatica.

6.2. MATERIAL E METODOS

Foi estudada a lacase comercial Novozym® 51003, gentilmente fornecida pela empresa
Novozymes®. A atividade da lacase foi medida em espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601 (ver
Apéndice E), a 420 nm na temperatura ambiente (=25 °C), usando ABTS (1 mM) como
substrato. A mistura reacional (1 mL) era composta por: 0,25 mL de enzima convenientemente
diluida em agua destilada (8.000 vezes), 0,65 mL de tampao acetato (0,05 M, pH 5) ¢ 0,1 mL
de ABTS. A atividade foi calculada com um coeficiente de extingio molar de 36.000 M cm’!
(ENGELMANN; KRAGL, 2018) e expressa em U/mL ou pmol min' mL™".

Tecidos de malha crua 100 % algodao foram usados como substrato téxtil. Os tecidos de
algoddo cru (5,0 g) foram tratados com diferentes concentracdes enzimaticas (1,0; 5,0 e
10,0 g/L), numa relagao de banho de 1:20 (g:mL) e na presenca de 1,0 g/L de surfactante ndo
ionico (Berol® 175). Os tratamentos foram realizados em pH 5,0 (tampdo acetato-acido acético
0,05 M), na temperatura de 55 °C e durante 30 minutos. Depois as enzimas foram desnaturadas
por fervura durante 10 minutos e os tecidos de algodao foram lavados com agua destilada (55 °C
por 10 minutos), extensivamente enxaguados com dgua em temperatura ambiente e secos ao ar.
O controle foi feito com tampao (sem enzimas) e nas mesmas condicdes de reacgdo.
Posteriormente, os tratamentos foram repetidos em tecidos de algoddo ja biopurgados com
pectinase (1 g/L de BioPrep® 3000 L), em condi¢des de biopurga normalmente encontradas na
literatura especializada (COLOMBI et al., 2021b).

Grau de branco (grau Berger), amarelecimento (na escala ASTM-D-1925) e claridade (na
escala ISO 2470) foram mensurados em um espectrofotometro de bancada (modelo CM-
3610D, marca Konica Minolta), usando ceramica branca como padrao de calibragdo.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A comparacao de médias foi feita
pelo teste de Tukey com um nivel de significAncia de 5 %, utilizando-se o software Statistica®

12.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, foi estudada a utilizagdo de uma enzima lacase comercialmente

disponivel, com atividade de 947,50 = 11,31 U/mL (1000 U/mL em rela¢do a conversdo de
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siringaldazina (ENGELMANN; KRAGL, 2018)), para o branqueamento enzimatico de tecidos
de algodao cru. Foram testadas trés concentracdes enzimaticas (1,0; 5,0 e 10,0 g/L) e, como
resultado, ndo houve diferencas estatisticas consideraveis no grau de branco (pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade), que ficou entre 34,00 e 34,89 graus Berger (Figura 6.1).
Também ndo foram observadas alteragdes significativas no indice de branco dos tratamentos
sem enzima (33,19 + 0,57 graus Berger) e com enzima. Para Tzanov et al. (2003a), de modo
igual, a lacase ndo melhorou a brancura dos tecidos em compara¢@o com o controle, ja que estas
podem produzir substancias coloridas quando houver substrato adequado.

A brancura foi melhorada em relagdo a malha bruta (16,34 + 1,11 graus Berger), com
aumento da claridade e diminui¢do nos valores de amarelecimento. Mas comparando com a
referéncia industrial de 47,5 graus Berger (GONCALVES et al., 2014), a lacase ndo foi
autossuficiente para atingir os niveis pretendidos de clareamento. O desempenho na parede
celular do algodao ndo foi muito ativo, provavelmente porque, nas condigdes estudadas a
enzima nao teve acesso direto as substancias coloridas que devem ser degradadas e que estdo
em regidoes mais profundas da fibra, e/ou pela falta de mediadores. As enzimas lacases sdo
notavelmente inespecificas em relacdo ao seu substrato e a gama de substratos com os quais a
lacase pode reagir pode ser ampliada através da utilizagdo de mediadores como ABTS e HBT

(PEREIRA et al., 2005).

Figura 6.1 — Efeito do biobranqueamento com lacase nas amostras de algodao cru.
70,0

60,0
50,0
40,0 O Brancura
30,0 O Amarelecimento
@ Claridade
20,0
10,0
0,0

Malha Bruta Lacase 1 g/ Lacase 5 g/ Lacase 10 g/L Controle

A malha bruta refere-se ao algoddo cru e no controle, nenhuma lacase foi aplicada. As barras de erro
representam =+ desvio padrdo.

A vista disso, a segunda etapa do experimento envolveu o tratamento preliminar dos

tecidos de algoddo com pectinase, para limpeza e retirada de impurezas superficiais nao



139

celuldsicas, e depois disso, todas as amostras foram tratadas com lacase. Nesse procedimento
combinado, explorou-se a possibilidade de otimiza¢do do branqueamento e os resultados
colorimétricos sdo mostrados na Figura 6.2. Pode-se observar que, existiu um aumento suave
de 12 % no grau de branco quando a enzima lacase foi aplicada, perpassando de 32,08 (biopurga
com pectinase) para 35,85 graus Berger, em média. No entanto, a lacase ndo foi, por si s,
suficiente para obter fibras de algoddo com boa aparéncia de alvura. Isso esta de acordo com
investigacdes anteriores, nas quais foi demonstrado que o tratamento com lacase tem um efeito
limitado na melhoria da brancura de amostras de algodao (TIAN et al., 2012; TZANOV et al.,
2003a). Varios autores assumiram que as enzimas lacases transformam a matéria corante do
algoddo em outras substancias coloridas (intermediarias) que precisam ser removidas por um
alvejamento subsequente com peroxido, em condi¢des bem mais amenas, dai diminuindo os
danos as fibras e o consumo de energia, tempo e produtos quimicos (BETCHEVA et al., 2007;

SPINA et al., 2016; TZANOV et al., 2003a).

Figura 6.2 — Efeito do biobranqueamento com lacase nas amostras de algodao biopurgado.
70,0

a b b b

60,0
50,0
40,0 b b b E Brancura
30,0 - O Amarelecimento
20.0 a b b b E Claridade
10,0

0,0

Pectinase Lacase 1 g/LL Lacase 5 g/L. Lacase 10 g/L

Pectinase refere-se a biopurga. As barras de erro representam + desvio padrdo. Letras iguais nas colunas de
mesma cor ndo sdo estatisticamente diferentes ao nivel de 5 %.

E importante destacar que, o branqueamento esta diretamente relacionado ao sucesso das
operagdes consecutivas de tingimento, estamparia e acabamento. A busca por um alto grau de
alvura € mais recomendada para o tingimento de cores claras e depende do uso final dos tecidos
(TZANOV et al., 2003a), pois no tingimento de cores escuras, a propria concentragao de

corantes minimiza ou exclui os efeitos de brancura do substrato téxtil.
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6.4. CONCLUSAO

A enzima lacase, mesmo catalisando a oxidagdo de uma série de substancias organicas e
inorganicas, ¢ podendo atuar em compostos cromoforos, ndo se destacou. As condig¢des
estudadas permitiram melhorar o grau de branco dos tecidos de algoddo, no entanto, devido as
necessidades industriais e de mercado, o objetivo era alcangar niveis de brancura mais altos. Os
esforcos de pesquisa futuros devem ser direcionados para aperfeigoar a eficiéncia do processo
e a minimizagdo de custos. Espera-se que, um semibranqueamento com lacase acoplado a
tratamentos quimicos, possa diminuir drasticamente o consumo necessario de H2O2 e

proporcionar beneficios econdmicos e ambientais.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Uma das industrias que detém maior participagao na poluicao global € a industria téxtil,
mas a poluicdo ambiental ndo € mais aceita como “inevitavel” na sociedade contemporanea.
Durante o século passado, houve um grande aumento na conscientizagdo sobre os efeitos da
poluicdo e a pressao publica influenciou tanto a industria quanto o governo na busca de solu¢des
urgentes. Em resposta as preocupacdes acerca do meio ambiente, a demanda por enzimas para
fins industriais aumentou enormemente € seu uso tem se tornado cada vez mais acessivel,
levando a uma crescente utilizagdo na industria té€xtil. O uso de enzimas em téxteis desempenha
um papel fundamental como um processo alternativo mais “verde e limpo”. Neste estudo, as
enzimas comerciais utilizadas foram Bioprep® 3000 L (pectinase alcalina com atividade de
pectato liase) e Novozym® 51003 (lacase) para a biopurga e o biobranqueamento de tecidos de
malha 100 % algodao, respectivamente.

A caracterizagdo bioquimica mostrou que a pectinase apresentou maior atividade em
temperaturas proximas de 60 °C e pH proximo de 9,0. O aumento da concentragdo de
surfactante ndo i6nico influenciou negativamente na reagdo da enzima sobre o 4acido
poligalacturénico, mas desempenhou uma func¢ao importante na biopurga té€xtil. Um surfactante
ndo idnico, como o Berol® 175, foi considerado necessario na composi¢io do banho de
biopurga, por ter impacto positivo na molhabilidade dos tecidos de algoddo. A presenca do
surfactante foi extremamente relevante para a formacdo de um complexo enzima/substrato
estavel, de tal ordem que a enzima se encontrava no meio aquoso ¢ a superficie da fibra
celulosica crua era hidrofobica. Além, claro, de atuar na remocdo de sujeiras soliveis e na
emulsificacdo de ceras e gorduras.

Ceras e pectinas sdo responsaveis pela hidrofobicidade do algoddo cru e suas remogdes
foram consideradas importantes para um processo bem-sucedido de limpeza enzimatica. A
enzima Bioprep® 3000 L removeu eficientemente as substancias pécticas (=95 %) da superficie
das fibras de algodao. Entretanto, especificamente as ceras ndo puderam ser removidas quando
os processos foram conduzidos em condi¢cdes amenas, como ¢ o caso da biopurga na
temperatura O0tima da enzima pectinase (55 °C). Os produtos cerosos cuticulares foram
removidos por meio de uma pos-lavagem quente (70 °C) com surfactante (0,2 g/L). Na pos-
lavacao, o controle da temperatura e o uso de surfactante foram parametros-chave para otimizar
o desempenho dos substratos biopurgados, acima de tudo para melhorar a penetracdo e a

absorcao de agua.
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Esse conhecimento, das condigdes de atuagdo e do efeito das caracteristicas do meio
sobre a enzima, permitiu que as enzimas pudessem ser usadas em quantidades cataliticas e
reutilizadas como biocatalisadores nas maquinas ja existentes. Dez ciclos de biopurga foram
realizados com banho residual e apenas =10 %, em volume, de solugdo enzimatica fresca foi
adicionada em cada novo ciclo. Todo o processo demonstrado foi realizado com sucesso com
banho residual, proporcionando hidrofilidade suficiente aos tecidos de algodao, e parece ter
grande potencial para testes em fabricas. A tecnologia combina eficiéncia hidrica e enzimatica,
podendo atingir economias de custo consideraveis e transformar a industria de preparacao do
algoddo, outrora altamente exigente em agua e bastante poluente, em um setor produtivo
sustentavel e ecologicamente correto.

As imagens morfologicas e os espectros FTIR esclarecem a suavidade e a eficacia dos
tratamentos enzimaticos, que foram capazes de degradar impurezas e elementos hidrofobicos
da superficie das fibras de algoddo e preservar a estrutura de celulose. Baixa perda de massa
associada com otima degradacdo da pectina e boa molhabilidade, permitiram uma biopurga
eficaz, o que representa uma alternativa a purga quimica convencional. O grau de brancura, no
entanto, foi baixo. O biobranqueamento posterior com lacase Novozym® 51003, sozinho,
também nao foi suficiente para atingir o grau de branco desejado para produzir um fio branco
que facilite a produgdo de tonalidades claras.

Este estudo forneceu uma visao sobre as caracteristicas da biopurga a base de pectinase
alcalina, e a previsibilidade do seu desempenho de limpeza ao decidir alguns pardmetros da
receita e do processo. Os resultados gerais sdo promissores, respondem algumas perguntas
relacionadas aos processos enzimaticos da area e exploram reais possibilidades de aplicagao
industrial. A transferéncia, da bancada de laboratério para a fase de escala piloto, ¢ uma
recomendacado para estudos posteros, para preparar as tecnologias a comercializagdo e a adogao
no mercado. O desafio do futuro ¢, justamente, preencher a lacuna entre os esforcos dos
pesquisadores e a direcao da industria. Uma estimativa, mesmo que aproximada, dos efeitos
econdmicos da adogdo generalizada dessas tecnologias também ¢ relevante, para que as
industrias de preparacdo téxtil do algodao estejam dispostas a investir de forma independente.

Espera-se que esta Tese de Doutorado (1) seja um recurso para engenheiros,
pesquisadores, investidores, fabricantes de téxteis, formuladores de politicas publicas e outras
partes interessadas, dos setores publico e privado, bem como da academia; (2) impulsione a
absor¢do de tratamentos baseados em enzimas pela industria; e (3) possa tornd-los mais

competitivos.
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APENDICE A: Primeira pagina do artigo 1 (capitulo 3)

Figura A.1 — Primeira pagina do artigo 1 (capitulo 3), publicado no “The Journal of The
Textile Institute”. DOI: 10.1080/00405000.2021.1907987.

i ] 0T B
. y Ancs
-

The Journal of The Textile Institute

155N: (Print) {Online) Journal homepage: hiipsJ/fwene tandfenline com/leiftjti20

Understanding the effects of process parameters
in the bioscouring of cotton and their interactions
on pectate lyase activity by factorial design
analysis

Bruna Lyra Colombi, Quesli Martins, Cintia Kopsch Imme, Diofer Barboza Da
Silva, José Alexandre Borges Valle, |irgen Andreaus, Manuel José Lis Arias &
Rita De Cassia Sigueira Curto Valle

To cite this article: Bruna Lyra Colombi, Quesh Martins, Cintia Kopsch Imme, Diofer Barboza Da
Silva, José Alexandre Borges Valle, Jirgen Andreaus, Manuel José Lis Arias & Rita De Cassia
Siqueira Curfo Valle (202 1): Understanding the effects of process parameters in the bioscouring
of cotton and their interactions on pectate lyase activity by factonal design analysis, The Joumal of
The Texdile Institute, DOI- 10.1080/00405000 2021, 1907987

To link to this article: hups:/doi.org/0.1080/00405000.2021.1907987

% Published online: 01 Apr 2021.

[:l" Submit your article to this journal Ey

IIlI Article views: 19

Y
h View related articles

@ View Crossmark data (&

Full Termz & Conditions of access and use can be found at
httpz:fwwwi tandfonline.comfaction/journalinformationfjournalCode=tjti20



156

APENDICE B: Primeira pagina do artigo 2 (capitulo 4)

Figura B.1 — Primeira pagina do artigo 2 (capitulo 4), publicado no “Cleaner Engineering and
Technology”. DOI: 10.1016/j.clet.2021.100160.
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different post-treatments to improve fabric wettability
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Raw cotton fabrics contain natural impurities (fats, waxes, pectins, and proteins), which impart hydrophobic
nature and interfere with textile dyeing. Typically, these noncellulosic impurities are removed by alkaline
scouring with hot aqueous sodium hydroxide. As a greener alternative with reduced environmental impact,
enzymes can be used to improve cotton hydrophilicity and the quality of fabrics. Thus, this study aimed to

Keywords:

Cotton

Noncellulosic impurities
Enzymatic scouring

Surfy-:t;:m establish a roadmap for bioscouring of knitted cotton fabries using a commercial pectinase preparation under
Temperature mild conditions of pH and temperature. Pectate lyase (1-10 g L") was applied for 30 min at 55 °C at optimum

pH 8.5, evaluating different post-treatments with varying temperature and surfactant concentration. The treated
samples were characterized in terms of weight loss, water absorption, pectin content, whiteness index, and FTIR
spectra. A high level of cleaning was achieved, with an efficacy comparable to conventional alkaline scouring. It
was possible to increase the wettability of the textile article with a reduction in fiber damage and in the con-
sumption of energy, water, and chemicals. Low surfactant concentration (0.2 g L™') and 70 °C washing tem-
perature in the post-washing step were found sufficient to aid in the removal of waxes and fats from the cotton
surface after bioscouring and were adequate to achieve high hydrophilicity at low weight loss, unlike other
bioscouring studies that used temperatures equal or higher than 80 °C. Results clearly proved that the efficiency
of bioscouring to achieve suitable wettability of knitted cotton fabrics depends essentially on an effective post-
washing step and the selected conditions, which impact the sustainability and economic viability of the whole
process.

hydrophobic impurities to produce fibers with excellent wettability,
which ean be dyed and finished uniformly (Benli and Bahtiyari, 2015).

1. Introduction

Cotton fibers (Fig. 1) consist of on average 92% cellulose, with a
complex mixture of protein, wax, ash (inorganic salts), pectins, and
other substances (resins, pigments, hemicellulose, sugars, organic acids,
and incrusted ligneous) comprising the remainder. Noncellulosic im-
purities account for 4-12% of the fiber weight (Karmakar, 1999), and
provide both hydrophobic protection and lubricated surface for pro-
cessing (Wakelyn et al., 2007). Before dyeing and finishing, raw cotton
fabrics must be cleaned and made hydrophilic to achieve uniform col-
oring (dyeing or printing) and chemical finishing with good fastness
properties (Andreaus et al., 2019). Water absorbency is one of the most
critical factors in dyeing and the object of scouring is to remove

Classical industrial scouring of cotton textiles is carried out with
alkaline chemicals, such as the sodium hydroxide (NaOH), at boiling
temperature, followed by multiple rinsing steps generating large vol-
umes of effluent (Varadarajan and Venkatachalam, 2016). Although
scouring increases the cellulose content of the fiber above 99% (Wake-
lyn et al., 2007), it is one of the most aggressive stages in the textile
processing industry (Losonczi et al., 2004), for the fiber, the environ-
ment, and the working conditions. The use of various chemicals and high
temperatures has many drawbacks including the formation of toxic
gases, corrosive actions, substantial energy consumption, cellulose
depolymerization, reduction of fiber strength, and ecosystem pollution
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APENDICE C: Material suplementar para o capitulo 3

Figura C.1 — Curvas que indicam experimentalmente a influéncia do pH (30 °C) e da
temperatura (pH 8,5) na atividade da enzima pectato liase Bioprep® 3000 L, respectivamente.
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As barras de erro representam + desvio padrao.
As atividades foram determinadas de acordo com COLLMER; RIED; MOUNT (1988).

Figura C.2 — Grau de manchamento e capilaridade (mm) da malha de algodao apos purga
convencional alcalina.

Figura C.3 — Grau de manchamento e capilaridade (mm) da malha de algodado apds biopurga
com 1 g/L de pectinase + surfactante.
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Figura C.4 — Grau de manchamento: (A) mancha oval ou redonda — tecido bem preparado;
(B) mancha em forma de pontas — tecido com restos de produtos de engomagem ou graxas.
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Fonte: Adaptado de ABNT (1993).
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APENDICE D: Material suplementar para o capitulo 4

Figura D.1 — Cinética enzimatica da enzima pectato liase Bioprep® 3000 L, durante a
realizacdo dos experimentos de atividade nas temperaturas de 30 °C e 55 °C (temperatura de
biopurga), respectivamente.
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Estes experimentos foram realizados de acordo com COLLMER; RIED; MOUNT (1988).
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APENDICE E: Material suplementar para o capitulo 6

Figura E.1 — Cinética enzimatica da enzima lacase Novozym® 51003, durante a realizacdo dos
experimentos de atividade usando ABTS (1 mM) como substrato.
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Figura E.2 — Efeito do pH sobre a atividade da enzima lacase Novozym® 51003.
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As barras de erro representam = desvio padréo.
As atividades da lacase foram medidas utilizando-se como substrato siringaldazina, de acordo com
LEONOWICZ; GRZYWNOWICZ (1981).

LEONOWICZ, A.; GRZYWNOWICZ, K. Quantitative estimation of laccase forms in some
white-rot fungi using syringaldazine as a substrate. Enzyme and Microbial Technology, v. 3,
p. 55-58, January, 1981.
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APENDICE F: Resultados adicionais, que nio foram incluidos nos artigos cientificos

EXTRACAO COM SOLVENTES

As amostras téxteis foram submetidas a extragdes, de acordo com o Método de Teste
AATCC 94-2007. Uma amostra de malha 100 % algoddo pesada (5 g) foi extraida pelo
solvente, usando refluxo de Soxhlet (Figura F.1). As extracdes foram realizadas em baldes de
250 mL contendo aproximadamente 170 mL de solvente (hexano ou éter etilico, Tabela F.1), o
sistema foi aquecido até ebuli¢do do solvente e o processo finalizado apos 4 h.

Segundo Agrawal et al. (2007), uma remocao eficiente de cera quando o tecido € tratado
com hexano, antes do tratamento com pectinase, resultou em um desempenho melhorado da
enzima pectinase, com taxa de hidrélise da pectina quase 1,65 vezes mais rapida. Os tecidos
extraidos com hexano seguidos pela incubag¢do da pectinase na presenca de surfactante
produziram os melhores resultados em termos de hidrofilidade, proximos ao do tecido com
purga alcalina (AGRAWAL et al., 2007).

A coleta de dados de novos experimentos foi interrompida, mas recomenda-se a
continuidade do trabalho.

Figura F.1 — Sistema para extragdo utilizando Soxhlet.
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Tabela F.1 — Comparagdo das propriedades fisico-quimicas dos tecidos de algoddo apds extracdo com hexano e éter etilico.

Tratamento Perda de Massa Grau de Branco Amarelecimento  Claridade Hidrofilidade Capilaridade Pectina
(%) (Berger) (s) (mm) (%)
Exiracdo com 0584002 15317+ 1,085 25.806+0489 58670 +0394  idrofobico 0,00 93,512
hexano (>300)
Extragdo com éter | ;e\ 08 12467+ 1,730 26,898 £ 0.886 56462+ 035]  Hidrofébico 133+231 100,000
etilico (>300)
Cru 0,00+0,00  16340+1,111 25560+0,391 58,130+ 0,300 H‘gﬁg‘co 0,00 100,000

Cru refere-se ao algodao cru (malha bruta).
Os valores sdo a média de trés repeticdes + desvio padrao.

Figura F.2 — Hidrofilidade e capilaridade da malha de algoddo apos extragdo com hexano e éter etilico, respectivamente.

|— —_— -~ -




BIOPURGA COM 0,5 g/LL DE PECTINASE
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Tabela F.2 — Comparag¢do das propriedades fisico-quimicas dos tecidos de algodao tratados por enzimas pectinase (0,5 ou 1,0 g/L) e

convencionalmente (alcalino).

Tratamento Perda (ﬂz)Massa Gra(llB((:iglzll:;Inco Amarelecimento  Claridade Hidro(is'i)lidade Cap(i::::*ril()lade P(Z?,/t:;l a
Pectinase 0,5 g/L 2,59 £0,05 32,380+ 0,445 18,901 £0,188 66,064 + 0,113 3,73+ 0,50 132,67 £2,52 0,00 + 0,00
Pectinase 1,0 g/L 2,84 +£0,14 35,969 £ 0,627 17,363 £0,305 66,988 + 0,470 5,13+ 1,47 131,33 +£4,73 3,35+ 0,41

Alcalino 4,65 £ 0,09 48,495+ 1,639 12,253 +£0,971 70,679 £ 0,363 4,07 £ 0,64 132,00+ 1,73  Sem pectina
Os valores sdo a média de trés repeticdes + desvio padrao.

A biopurga foi realizada conforme metodologia do capitulo 5, banho 1.

Embora os dados disponiveis sejam preliminares, estes resultados sugerem que a abordagem de reutilizagdo do banho de biopurga com
menos quantidade de enzima (0,5 g/L) € promissora para uma investigagao mais completa.
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APENDICE G: Imagens de alguns equipamentos que foram usados na pesquisa

Figura G.1 — Estufa com atmosfera controlada com solugdo de cloreto de cobre saturada para

condicionamento e ensaio de material té€xtil.
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Figura G.3 — Aparato experimental para o teste de capilaridade.

Figura G.4 — Espectrofotometro de remissdo (marca Konica Minolta, modelo CM-3610D).
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Figura G.6 — Gonidmetro (marca Ramé-Hart, modelo 250) para a medi¢ao do angulo de
contato.

Figura G.7 — Equipamento Mullen Tester (REGMED MTA 2000) para ensaios de resisténcia
ao arrebentamento/estouro.
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