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RESUMO

SOUZA, Higor S. Lipases e Lacases na Remoc¢ao de Manchas em Tecido 100%
Algodao. 2022. Trabalho de Conclusao de Curso bacharelado em Engenharia Téxtil
— Universidade Tecnologica Federal do Parana, Apucarana, 2022.

Incidentes relacionados ao manchamento de roupas sao frequentes devido ao
derramamento de alimentos, como no caso de manchas de 6leo e vinho. Essas
manchas podem ter um comportamento variado dependendo do substrato téxtil,
tempo de mancha e do processo de lavagem. O mercado apresenta algumas
solugdes para o processo de remogado, como formulagdes com diversos agentes
quimicos que aumentam a eficiéncia da limpeza, mas que em sua na maioria néo
consideram aspectos ligados ao meio ambiente. Baseado neste contexto, o presente
trabalho abordou fatores sobre a industria téxtil e aplicagdo de enzimas no processo
de lavagem para propor uma formulagado sustentavel que auxilie na remocéo dessas
manchas. Foram avaliados os efeitos de formulacdes enzimaticas, contento lacases,
lipases e tensoativos sobre as manchas de 6leo e vinho em tecidos de algodao. Os
resultados foram analisados por comparacbes visuais e analise de
espectrofotometria. Foi obtido uma remocgao efetiva em todas as amostras de
manchas de 6leo e quanto as manchas de vinho, apresentaram uma consideravel
descoloragao no tecido.

Palavras-chave: enzimas; 6leo; vinho; formulacao; lavagem.



ABSTRACT

SOUZA, Higor S. Lipases e Laccases In The Removal Of Stains On 100% Cotton
Fabric. 2022. Bachelor's degree course in Textile Engineering - Federal
Technological University of Parana. Apucarana, 2022.

Incidents related to clothing stains are frequent due to food spills, as in the case of oil
and wine stains. These stains can behave differently depending on the textile
substrate, staining time and washing process. The market offers some solutions for
the removal process, such as formulations with various chemical agents that increase
cleaning efficiency, but which mostly do not consider aspects related to the
environment. Based on this context, the present work addressed factors about the
textile industry and the application of enzymes in the washing process to propose a
sustainable formulation that assists in the removal of these stains. The effects of
enzymatic formulations containing laccases, lipases and surfactants on oil and wine
stains on cotton fabrics were evaluated. The results were analyzed by visual
comparisons and spectrophotometry analysis. Effective removal was achieved in all
samples of oil stains and the wine stains showed considerable discoloration of the
fabric.

Keywords: enzymes; oil; wine; formulation; wash.
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1 INTRODUGAO

A principio o uso de vestimentas ocorreu pela necessidade de protecao do
ser humano, contra fatores locais, do clima e prote¢cao da epiderme. Porém, vestir-se
obteve outros significados com o tempo, como sinbnimo de beleza, aparéncia e
estilo. Com isso houve a necessidade de maiores cuidados com a vida util de pecas
de roupa, as quais vivem um ciclo longo no mercado, podendo ser doadas e
passadas em geragoes, levando em conta principalmente a sustentabilidade, sem
haver a precisdo de descarte ou aquisicdo de novas pecas, afinal o Brasil € um dos
maiores produtores de artigos téxteis no mundo, sendo 1,91 milhées de toneladas
em 2020 contra 2,05 milhdes de toneladas em 2019 (ABIT, 2022). Como resultado, o
mercado téxtil adequou-se a manutencao de produtos téxteis através de fatores que
auxiliam na limpeza, como detergentes e alvejantes destinados a cada tipo de
material.

Entdo, quanto a essa limpeza, diversos produtos sdo desenvolvidos para
tratamento de pecas de roupas, porém, ao resolver um problema criam-se outros,
pois grande parte das formulagbes criadas no mercado ndo sdo biodegradaveis e
poluem o meio-ambiente, como por exemplo, detergentes sintéticos, branqueadores
e removedores de manchas. Segundo Flynn (2014), esses produtos podem afetar a
qualidade da agua quando o consumidor utiliza o produto e descarta casualmente,
aonde parte do detergente chega eventualmente aos corpos hidricos e consigo
carregam matéria organica contendo fosforo e amdnia. Esses nutrientes em excesso
podem causar a eutrofizagdo de lagos e rios, provocando o enriquecimento da agua
com nutrientes que favorecem o surgimento de algas toxicas.

Normalmente, as formulagdes de produtos comerciais sdo tratadas como
segredos devido a concorréncia da industria. Pouco se sabe sobre a interagdo do
produto com a fibra ou tipo de mancha e sujidade, existe apenas o conhecimento da
funcdo de cada componente em geral dentro da formulagdo. O uso de enzimas
nessas formulagdes tem o intuito de diminuir a poluigdo do meio-ambiente e
potencializar o poder de limpeza. Portanto, este trabalho visa propor formulacdes
baseadas nas enzimas lipases e lacases para tratar manchas em tecidos de

algodéo.



1.1 Justificativa

Acidentes relacionados a derramamento de comidas e bebidas em roupas
sdo frequentes no dia-a-dia das pessoas, seja em pecas do vestuario ou cama,
mesa e banho, e consequentemente ocasionam manchas dificeis de remover. Na
maioria das vezes, essas pecas sao afetadas esteticamente, inviabilizando o seu
uso e acarretando ao descarte. Por se tratar de um mercado extremamente
poluente, no caso em questdo a produgao de roupas, o tema deve ser devidamente
explorado para apresentar novas solugdes mais sustentaveis.

Portanto, o trabalho em questdo busca abordar uma alternativa para
remocao de machas, especificamente manchas de 6leo e vinho, sendo a segunda
uma das mais dificeis de remover e com poucas solugdes de formulagdo no
mercado. Para que assim, pessoas que busquem a limpeza de artigos téxteis,
restaurem suas pecas, sem haver a necessidade de descarte ou aquisicido de novos

bens.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Utilizar lipases e lacases provenientes de fungos para retirar manchas em

tecido 100 % algodao.

1.2.2 Objetivos especificos

o Determinar a atividade enzimatica dos extratos obtidos na fermentacéao
para obtencao de lipases e lacases por espectroscopia UV-VIS;

o Desenvolver formulagdes contendo lipases e lacases;

o Promover manchas nos tecidos 100 % algodao com 6leo e vinho tinto;

o Propor tratamentos das manchas de o6leo utilizando formulagdes
contendo lipases e de vinho tinto contendo lacases variando-se tempo de contato de
tempo de mancha;

o Analisar os resultados obtidos por microscopia optica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Para realizar processos de lavagem de materiais téxteis € interessante
conceituar o tipo de material e sua sujidade. Cada fibra se comporta de forma
diferente dependendo do meio em que esta sendo analisado. Entdo se torna
necessario um embasamento tedrico para correlacionar fibras de algodao e remocgao
de manchas.

Este capitulo apresentara uma revisao de literatura conceituando a industria
téxtil, associada ao processo de lavanderia com o auxilio de enzimas para remogao

de manchas em artigos de algodéo.

2.1 A Industria Téxtil

A industria téxtil fornece artigos que estdo presentes cotidianamente em
funcbes basicas como vestir e até mesmo em funcdes mais complexas como téxteis
médicos. E justamente por isso se torna uma das manufaturas mais importantes e
significativas em todo mundo, por se tratar de uma necessidade humana (FUJITA,
2015).

De acordo com a Associacao Brasileira da Industria Téxtil e de Confeccao
(ABIT, 2022), o Brasil € a maior Cadeia Téxtil completa do Ocidente. Contando com
a producdo das fibras, como plantacdo de algodao, até os desfiles de moda,
passando por fiagdes, tecelagens, beneficiadoras, confeccbes e forte varejo. A
seguir é apresentado conforme ABIT (2013), na Figura 1, a estrutura da cadeia

produtiva e de distribuicao téxtil e confecgao.

Figura 1 — Processo produtivo téxtil
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Dentro dessa cadeia, pode-se ter uma série de processos relacionados a
limpeza de artigos téxteis, desde niveis domésticos até escala industrial. Os
cuidados serdo os mesmos, dependendo basicamente da forma como o artigo &
feito (malha ou tecido) e sua composigdo, que em grande parte das vezes € de

algodao.

2.1.1Fibras de algodao

Desde o surgimento de diversas matérias-primas (natural, artificial e
sintética), o algodao sempre serviu como principal base da industria téxtil, suprindo a
demanda de tecidos, roupas e confec¢des para humanidade, equiparado a alimento
e moradia, uma necessidade basica do homem (SANTANA et al, 1999).

De acordo com Moore (1996), os principais parametros referentes a
qualidade da fibra de algoddo sao a maturidade, o comprimento da fibra,
uniformidade, resisténcia da fibra, grau de branco, e alongamento. Tais parametros
estdo atrelados diretamente a sua morfologia e composi¢céo quimica da fibra.

A sua morfologia é tubular, larga na base e achatada nas extremidades,
possui varias torcbes em sua disposicdo. A fibra analisada microscopicamente é
dividida em quatro partes conforme a Figura 2, podendo cita-las como cuticula,
parede primaria, parede secundaria e lumen (ECHER; ROSOLEM; RAPHAEL,
2018).

Figura 2 - Representacido esquematica da estrutura da fibra de algodao

Cuticula

parede primaria L Parede secundaria S

Fonte: Adaptado Lewin (2006)

Quanto a sua estrutura quimica a celulose é seu principal constituinte, com
94% de todo sua composigao, cuja cadeia é feita por moléculas de glicose. Seguido
pela cera com propor¢ao de 0,6%, a qual é responsavel pela absor¢ao de agua da

fibra. Em sequéncia, as proteinas com 1,3%, cinzas com 1,2%, pectina com 0,9% e
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o restante entre matéria organica e mineral (CORREA, 1965). A estrutura quimica da

celulose pode ser representada conforme a Figura 3.

Figura 3 - A estrutura primaria da celulose

CH,0H CH,0H
H O H O
H —~. H
! L)
OH H ' AN\ OH H
H H
H OH H OH
= Glicose Glicose In
Celulose

Fonte: Voet e Voet (2013)

2.1.2 Tecidos

As fibras de algodao para serem transformadas em artigos téxteis passam
pelo processo de fiagdo, malharia ou tecelagem. A construcdo do tecido pode
influenciar diretamente no processo de manchamento ou limpeza do artigo, pois é
como os fios sdo sobrepostos, podendo variar a coesao e densidade dos fios.

A estrutura de um tecido plano, objeto de estudo dessa pesquisa, é feita pelo
entrelagcamento perpendicular dos fios de urdume com os fios de trama. O tecido
plano apresenta duas partes, sendo elas as ourelas e o fundo. Os fios de urdume
compdem o fundo no sentido de comprimento do tecido, e os fios de trama na sua
largura. Quanto as ourelas, se encontram nas laterais do tecido, com a funcéo de
segurar o mesmo no tear (SENAI, 2016). Podemos ver sua representagédo na Figura
4.

Figura 4 - Representagao de um tecido plano

R Largura do tecido o

Trama

<«—— Comprimento do tecido —»

T
Ourela Urdume

Fonte: SENAI (2016)
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2.2 Lavanderia

Segundo Gervini (1995), a finalidade de se lavar uma peca de roupa é tornar
o artigo limpo, remover toda sujeira fixada no tecido, para que assim se mantenha
preservada as fibras e as cores, garantindo maciez e elasticidade a peca. A sujidade
do tecido possui uma relagdo direta de interagdo entre substrato e sujeira, sendo
assim classificada como facil, dificil ou de permanente remogéo. Essa remog¢ao no
caso pode ser feita através de limpeza a agua, a seco e a umido.

A lavanderia possui esse papel, de conservar o substrato té€xtil por mais
tempo sem alterar seu desempenho ou caracteristica inicial, independentemente de
ser a nivel doméstico ou industrial. Apesar da diferengca desses dois niveis de
lavanderia, os parametros de lavagem podem ser os mesmos, como tempo,
temperatura e agentes mecanicos.

Em relagcdo ao tempo, Forni (2007, p. 2) afirma que o mesmo “interfere no
numero de ligacbes rompidas com o processo de higienizagcdo, através de uma
relacdo diretamente proporcional”. Ou seja, ele determina durante o processo de
limpeza, o rompimento das ligagbes entre sujeira e substrato téxtil. Quanto mais
tempo o téxtil ficar sobre agdo de agentes quimicos ou mecéanicos, maior o numero
de ligagbes rompidas entre sujidade e artigo.

Quanto a temperatura, Forni (2007, p. 1) ressalta a relagdo entre a
temperatura de solugcdo com a cinética do banho, de acordo com o autor “a
temperatura acelera a velocidade das reagdes quimicas”. Portanto, quanto maior a
temperatura, mais agitada estara as moléculas do meio, contribuindo para maior
facilidade na remogao de manchas.

Ja os agentes mecanicos podem contar com a utilizagcao de esfregbes para
ajudar na limpeza ou até mesmo o fato de escoamento e colisbes do fluido sobre a
superficie da sujeira. Esse escoamento contribui na remogédo das incrustagbes e
sujidades, auxiliando através das tensbes de cisalhamento o desprendimento das
particulas de sujeira que estdo na superficie do tecido. Além de também

homogeneizar os agentes quimicos dentro do processo de lavagem (FORNI, 2007).

2.2.1 Agentes quimicos

Ao mencionar o processo de lavagem de roupas, uma infinidade de agentes

quimicos sdo encontrados no mercado com a finalidade de limpeza, se néao



14

separados, estdo na formulagdo de diversos outros produtos, seja para remocgéao de
machas ou tratamento de todo o artigo, como no caso dos detergentes. Associado
aos agentes fisicos, os agentes quimicos intensificam a higiene e limpeza na hora
da lavagem.

Um dos principais agentes sao os surfactantes ou tensoativos, derivado da
expressao inglesa “surface active agent’, sua principal finalidade é reduzir as
tensdes interfaciais. Basicamente sdo formados por um grupo polar (cabega polar -
hidrofilica) seguido de uma ou duas cadeias de hidrocarbonetos apolares
(parafinicas - hidrofébica). Ao serem dissolvidos em meio aquoso ocorre a auto-
associagao ou formacao de agregados entre os grupos apolares e a agua através de
forgas eletrostaticas (VIANA, 2008). A seguir, na figura 5, uma representacéo de

tensoativo anidnico, o dodecilbenzeno sulfanato de sédio.

Figura 5 — Molécula constituinte de um surfactante
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Fonte: Garcia, Lucas e Binatti (2015)

Em decorréncia a parte polar da molécula os tensoativos podem ser
classificados como ibnicos e nao idbnicos. Os ibnicos possuem uma carga no grupo
hidrofilico ligado a cadeia graxa ao se dissociarem em agua, e assim podendo
subdividir conforme a natureza do seu grupo polar em anibénicos, catidnicos
anféteros e zwitteridnicos. Quanto aos nao ibnicos, esses tensoativos ndo possuem
carga em seu grupo polar (SOUTO, 2015).

Outro importante agente quimico dentro da lavanderia € o alvejante,
conhecido usualmente pela sua propriedade de remover manchas e por branquear
alguns tecidos, como no caso do algodao. Por meio de ataque oxidante/redutor, os
alvejantes tém a capacidade de descolorir 0 substrato e alterar a interagcdo da
mancha com a Iluz. Dessa forma ele quebra as ligagbes quimicas e

consequentemente torna a macha mais soluvel, facilitando o branqueamento.
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Normalmente alvejantes domésticos contém o hipoclorito de sédio (NaClO), um dos
principais agentes oxidantes (MENDELSON, 2010).

E por fim, uma linha alternativa da industria téxtii € a utilizagdo de
detergentes enzimaticos no processo de lavagem de artigos, o qual atua com o
auxilio de todos os outros agentes quimicos citados anteriormente. De acordo com
Ferreira (2007, p. 27), “neste tipo de produto a principal fungdo das enzimas é a
remog¢ao de manchas, porém, o cuidado com os tecidos e manutencdo das cores
sdo outras vantagens’. Ainda segundo ele, os detergentes atuais s&o
caracterizados pela formulagdo multi-enzimas, o qual resulta em um efeito de

limpeza sinergista, podendo atuar em uma ampla faixa de pH e temperatura.

2.3 Enzimas na industria téxtil

Dentro da industria téxtil as enzimas sao aplicadas para reduzir danos sobre
as fibras devido a acédo de produtos quimicos, diminuir o impacto ambiental e por
conta das novas aplicagdes a fim de melhorar propriedades fisicas, como a
resisténcia a tracdo, formacgédo de pilling, brilho e maciez. Usualmente sao
conhecidas principalmente pelos processos de desengomagem, alvejamento e
tingimento (KOHAN, CAMPOS, 2007).

As enzimas, com algumas excegdes de algumas classes de RNA, podem
ser consideradas como proteinas grandes e complexas, que atuam como
catalisadores. Ou seja, afetam a velocidade da reagdo sem interferirem no equilibrio
quimico. Essas reagdes ocorrem no sitio ativo da enzima, onde a molécula de
substrato se liga, produzindo um complexo que apds a reacao é transformado em
produto com a regeneragdo da enzima (LEHNINGER, 2019). A seguir, o diagrama
do modelo denominado “chave-fechadura” pode ser representado como na Figura 6,
onde “E” é a enzima, “S” o substrato, “ES” complexo enzima-substrato e “P” o

produto.
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Figura 6 — Diagrama do modelo chave-fechadura para funcionamento de uma enzima
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Fonte: Zumdahl e DeCoste (2015)

Consoante Vasconcelos (2005, p. 20), “a maioria dos tratamentos
enzimaticos aplicados as fibras celulésicas tem como finalidade a obtengdo de
novos efeitos de acabamento, ou a substituicdo de produtos quimicos usados nos
processos tradicionais”. A aplicacdo de enzimas como lipases, lacases e celulases
se evidencia pela funcionalidade nesses processos.

No caso de lipases, sdo enzimas que catalisam a hidrélise de gorduras e
oleos liberando acidos graxos diacilglicerois, monoacilgliceréis e glicerol (JAEGER,;
REETZ, 1998). As lipases possuem uma vasta aplicagdo como aditivos em
lavanderias industriais e detergentes domésticos. Elas sdo especialmente
selecionadas em detergentes por atender os seguintes requisitos: uma baixa
especificidade de substrato, isto é, uma capacidade de hidrolisar gorduras de varias
composicoes; resistentes a condigdes de lavagens relativamente severas (pH 10 -
11, 30 - 60 °C); e por fim, possuem a capacidade de resistir a surfactantes e
enzimas prejudiciais (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001). Dentro da industria
téxtil, sdo usadas principalmente na modificagcao de superficie de fibras sintéticas,
biopolimento e desengomagem de tecidos de algodao, podem ser aplicadas tanto
individualmente como com outras enzimas (KALANTZI; KEKKOS; MAMMA, 2019).
Conforme Crespo (1999, p. 9) “elas tém sido isoladas de uma ampla variedade de
tecidos de animais e plantas, sendo também produzidas por processos de
fermentacao (fungos e bactérias)”, como por exemplo, a obtengao de lipases através
do fungo Botryosphaeria ribis EC-01 por fermentacdo submersa. A seguir, a figura 7
ilustra a agéo catalitica de hidrdlise das lipases.
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Figura 7 — Reagao de atuagao de lipase sobre triacilglicerol
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Fonte: Adaptado de Jaeger e Reetz (1998)

Quanto as lacases, sao enzimas fenoloxidases obtidas por plantas e fungos,
pertencentes as oxidases, contém o cobre em seu sitio ativo. Podem catalisar a
oxidagdo de uma diversidade de compostos fendlicos e aromaticos com a
concomitante redugcdo do oxigénio a agua, como no caso da lignina polimérica e
substancias humicas. (BALDRIAN, 2005). Devido a essa atividade oxidativa de largo
espectro, sdo utilizadas no branqueamento téxtil, processamento de alimentos,
sintese organica, na prevengao do escurecimento de bebidas, redugédo de fendlicos
em sucos e como estabilizantes de vinhos (KATO-SCHWARTZ et al., 2020). A
seguir, na Figura 8 é possivel observar a oxidacdo de lignina nao fendlica pela

lacase e ABTS como mediador.

Figura 8 — Oxidacao de lignina nao fenélica mediada por ABTS
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18

E por fim, a celulase, conhecida pela sua aplicagdo no biopolimento e
bioacabamento de téxteis, sdo enzimas responsaveis pela degradagao da celulose,
assim conseguem remover as fibrilas excedentes na superficie do fio de algodao e
proporcionar um acabamento macio ao tecido (TYNDALL, 1992). De acordo com
Andreaus (2001), dentro da industria, as celulases mais utilizadas sao de origem
fungica, pelo fato de serem de facil obtencdo. De fato, sao
responsaveis pela quebra das ligagdes quimicas existentes entre as unidades
de glicose, principal formador da celulose, e podem ser classificadas em trés grupos:

endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases (CASTRO, 2010).

Figura 9 — Representacao da agao das celulases sobre a molécula de celulose
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Fonte: Adaptado de Wright; Wyman; Grohmann, (1988)

2.4 Manchas em tecidos

Segundo Mezzomo (1988), denomina-se mancha quando uma determinada
concentragdo de sujeira é depositada em uma peca de vestuario. Podem ser
classificadas como de facil ou de dificii remocdo, e nos piores casos a
impossibilidade de remocéao, tudo depende da natureza do material. Cada mancha
deve receber seu tratamento especifico, levando em consideragdo a sujidade e o
tipo de fibra, havendo a possibilidade de dois métodos de remocao, o empirico ou

por produtos industrializados.



19

De acordo com esses dois métodos de remocgao classificam-se as possiveis
sujidades como sujeira superficial e impregnada. A sujeira superficial € aquela a qual
se encontra sobre a superficie do tecido, podendo ser removidas com aspiracéo ou
escovacao, a umido ou a seco (CASTRO, 2015). Ja a sujeira impregnada € aquela
que permanece sobre o substrato téxtii mesmo apds a tentativa de limpeza
(BALAZSY; EASTOP, 2012).

As forcas de adesdo entre sujeiras e téxteis influenciam diretamente na
remocgao de manchas. Através de interacdes fisicas secundarias € que se promove a
adesao entre moléculas da fibra e sujeira. E para que ocorra a separagao entre
sujeira e tecido, essas forcas de adesdo devem ser diminuidas (BALAZSY;
EASTOP, 2012).

Essa adesao no tecido pode ser determinada por inumeros fatores, como: a
polaridade da molécula de sujeira, tempo de permanéncia da sujeira no tecido,
morfologia tanto da sujeira quanto da fibra e a polaridade dos grupos funcionais na
superficie das fibras. Fibras celulésicas contém os grupos funcionais hidroxila, e isso
faz com que a ligagdo molecular seja mais forte entre fibra e sujeira (BALAZSY;
EASTOP, 2012).

Conforme um dos maiores fabricantes de removedores de manchas, o
Vanish, a principal diferenca entre os vinhos tinto, branco e rosé é a cor, onde o
branco é tradicionalmente claro, ndo sendo um problema para derramamentos
acidentais. Porém, os tons de rosa e roxo em vinhos tintos e rosés sao devidos a
antocianinas, um tipo de pigmento vegetal e antioxidante que causa manchas. E sao
essas particulas as maiores responsaveis por fazer a mancha e dificultar no
processo de remogao.

Com relagcdo as manchas de “gordura”, as quais sao popularmente
conhecidas, referem-se as moléculas de lipidios, que sdao formadas por glicerol e
acidos graxos. Essas manchas sdo devido ao manuseio de 6leos que podem conter
acidos graxos saturados e insaturados. O fato de os 6leos popularmente conhecidos
serem liquidos em temperatura ambiente se justifica pela presenga desses acidos
graxos insaturados. Os lipideos sdo poucos soluveis em agua, apresentam carater
hidrofébico devido as grandes cadeias carbbnicas dos acidos graxos serem
apolares. Este fato se justifica a dificil remo¢ado de manchas de 6leo nas roupas; as
moléculas de lipideos e agua se repelem pela diferenga de polaridades, afinal, a
agua apresenta carater polar (CARVALHO, 2020).



20

3 MATERIAL E METODOS

Nesta sessdo sera apresentada a descricdio dos procedimentos
experimentais que foram utilizados nos processos de determinagédo da atividade de
lipases e lacase, na obtencdo e remog¢ao de manchas em tecido e na avaliagao da

remogao das manchas.

3.1 Material

Os fungos produtores de lipases e lacases foram Botryosphaeria ribis EC-01 e
Pleurotus ostreatus respectivamente.

A torta de soja foi doada pela Imcopa Importagdo, Exportacao e Industria de
Oleo S.A. (Cambé — PR).

A enzima celulase utilizada foi adquirida de Akmey Biotecnologia Téxtil, sendo
uma celulase acida.

O tensoativo que foi utiizado é o Goldmul BV adquirido de Golden
Technology, apresentando carater nao iénico.

Os substratos para determinacao da atividade enzimatica que foram utilizados
sdo o palmitato de p-nitrofenila (oNPP) e (2,2 azino-bis acido 3—etilbenzotiazolina-6-
sulfénico).(ABTS) adquiridos de Sigma-Aldrich (EUA).

Enquanto ao tecido, composicado de 100% algodao, estrutura em tela,
gramatura de 232 g/m? e todas as amostras utilizadas como corpos de prova foram
de um mesmo lote para garantir uniformidade em relacdo ao tipo de fio, cor,
gramatura e umidade do laboratério.

Para realizacdo das manchas de vinho, foi utilizado o vinho tinto chileno
Invictas Carménére, tendo em sua composi¢cao fermentado de uvas viniferas e
conservador anidrido sulfuroso. Em cada tempo de mancha utilizou-se uma nova
garrafa, evitando-se possiveis reagbes de oxidagdo dos compostos fendlicos que
possam interferir na uniformidade das manchas.

E quanto as manchas dleo, foi utilizado 6leo de soja comercial da marca
Cocamar, sendo um objeto muito consumido e de facil acesso. A composi¢cdo do
produto € descrita conforme fabricante, contendo o&leo vegetal de soja e

antioxidantes.
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3.2 Métodos

3.2.1 Cultivo do micro-organismo e produgao de lipases

O micro-organismo Botryosphaeria ribis EC-01 (GenBank Accession Number
DQ852308) foi mantido em BDA (Batata Dextrose Agar) a 4 £ 2 °C e foi transferido
deste meio de manutencéo para placas de Petri contendo BDA e incubadas a 28 + 2
°C por 120 h. Ap6s o tempo de crescimento, quatro esferas (~0,7 cm) foram
retiradas da placa colonizada contendo hifas e inoculadas em frascos Erlenmeyer de
125 mL com 25 mL de meio liquido composto por 2,37% (m/v) de torta de soja e 4,5
% (v/v) de glicerol, otimizado por Andrade et al. (2013). Os cultivos foram incubados
a28 £2°C e 180 rpm por 120 h. Apés cinco dias foram interrompidos por filtragcdo a

vacuo e os sobrenadantes foram utilizados como fonte de lipases (Figura 10).

Figura 10 - Esquema para producao de lipase
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Fonte: Autor (2022)
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3.2.2 Cultivo do micro-organismo e producgao de lacases

O micro-organismo Pleurotus ostreatus, mantido em BDA a 4 £+ 2 °C foi
transferido para placas de Petri contendo BDA que foram incubadas a 28 + 2 °C por
12 dias. ApoOs esse tempo, seis esferas (~0,7 cm) foram retiradas das placas
colonizadas contendo hifas e inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50
mL de meio liquido composto por 2 % (v/v) de Meio Minimo de Sais de Vogel
(MMSV) (VOGEL, 1956), 4 % (m/v) de extrato de levedura e 1 % (v/v) de glucose.
Os cultivos foram incubados a 28 + 2 °C e 180 rpm por 120 h. Apds cinco dias foram
interrompidos por filtracdo a vacuo e os sobrenadantes foram utilizados como fonte

de lacases.

3.2.3 Determinacao da atividade de lipase

A atividade de lipase foi determinada utilizando palmitato de p-nitrofenila
(PNPP) como substrato (WINKLER; STUKMANN, 1979). Este método se baseia na
hidrolise do pNPP, em meio aquoso, contendo Triton X-100. Conduziu-se a reagao
em tampéo fosfato de sddio 0,05 molL-" (pH 8) a 55 °C por 2 minuto e quantificou-se
a 410 nm (MESSIAS et al., 2009). O coeficiente de extingdo molar para o pNP: 1,5 x
10* M-' cm- foi utilizado para correlacionar a concentragdo do produto com a
absorbancia obtida na leitura. Uma unidade de atividade de lipase € definida como 1
pmol de pNP (p-nitrofenol), liberado por minuto por mL da solu¢ao da enzima.

O procedimento € iniciado pelo preparo das solucdes abaixo:

a) Solugdo A: palmitato de p-nitrofenila em isopropanol, em uma

concentracao de 3,0 mg/mL;

b) Solugao B: 2 g de Triton X-100 dissolvidos em 450 mL de tampé&o fosfato

0,05 mol/L, pH 8,0.

Para a reacao, 1 mL da solucéo A foi adicionado em 10 mL da solucédo B. Em
banho termostatizado a 55 °C, 0,9 mL da mistura foi adicionado em um tubo de
ensaio e em seguida, 0,1 mL do extrato enzimatico também ¢é adicionado. Para o

controle da reagao utilizou-se 0,1 mL de &agua destilada, no lugar do extrato
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enzimatico. Decorrido dois minutos de reacdo, a leitura da atividade foi efetuada a
410 nm.
Para o calculo da atividade enzimatica livre e imobilizada utilizou-se a
formula geral (1):
A_bs 1

ERNO 3
X 5= X4 X DF x 103 (1).

r

U/mL /= l

&
Em que:

U/mL: unidade de atividade enzimatica da solugdo da enzima, definida de
acordo com o método utilizado, nas condi¢cdes padrao de ensaio;

Abs = absorvancia a A (nm);

¢ = coeficiente de extingdo molar (M~1.cm™1);

V., = volume de enzima utilizado no ensaio (mL);

t, = tempo de reagdo (minutos);

DF = fator de diluicao;

103 = fator de conversdo de mol/L para p.mol/mL.

3.2.4 Determinacao da atividade de lacase

A atividade de lacase foi determinada conforme descrito por Barbosa; Dekker;
Hardy (1996), utilizando-se como substrato o ABTS (2,2 azino-bis acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) a 50 nm. O sistema de incubagao consistiu de 50 uL
de ABTS, 150 pyL de tampao Mcllvaine (pH 3,0), 100 yL de solugdo enzimatica
(diluida quando necessario) e 700 yL de agua deionizada para completar o volume
final da reacao (1,0 mL). Depois de cinco minutos de incubacéo a 50°C, a leitura foi
determinada a 420 nm pelo espectrdmetro Lambda 750 UV/VIS/NIR Spectrometer
(PerkinElmer). Uma unidade de atividade de lacase € expressa como o numero de u

mols de substrato oxidado por minuto, por mL da solugédo de enzima.
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3.2.5Manchamento do tecido

A metodologia proposta por Silva (2013) foi utilizada com modificagdes para
manchar o tecido com vinho. Assim, para este procedimento, as amostras foram
cortadas em tiras (20 x 4,5 cm), e em seguida, 5 cm da tira foram imersos em vinho.
O tempo de ensaio decorreu até que o vinho chegasse a 2/3 da amostra, conforme

Figura 11.

Figura 11 - Ensaio de capilaridade

Fonte: Autor (2022)

Quanto as manchas de 6leo, aproximadamente 5 gotas do produto foram
depositadas nas amostras de tecido de mesma dimensao (20 x 4,5 cm) na mesma

regiao, podendo ser observado o método na Figura 12.
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Figura 12 - Mancha de dleo

Fonte: Autor (2022)

Em ambos procedimentos foi variado o tempo de manchas para os dois
produtos nos tempos de 20 dias, 72 horas, 1 hora e 15 minutos. Realizou-se cada
teste em triplicata conforme Figura 13, onde cada amostra foi secada em pé, apos

seu devido ensaio.

Figura 13 - Secagem das amostras

Fonte: Autor (2022)
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3.2.6 Testes de remogao de manchas

Nos ensaios de remog¢ao de manchas, a metodologia foi adaptada da norma
ABNT NBR ISO 105-C06, utilizando a maquina de tingimento em canecos Kimak —
AT1- SW.

Em cada caneco foi adicionado o corpo de prova manchado junto a uma
solugdo de lavagem. Para cada componente desta solugdo foi mensurado uma
proporcao considerando os 100 mL do caneco, contendo 0,5% de celulase acida,
8% de tensoativo em concentragdo de 0,033 g/mL e 91,5% de enzimas diluidas em
meio aquoso, sendo lacase para remogao do vinho e lipase para remogéo do dleo.
Uma terceira solugcéo de lavagem foi preparada sem enzimas, apenas com agua,
celulase e tensoativo na mesma concentracdo. As lavagens ocorreram por 30
minutos a 40 °C com o auxilio de 3 esferas de aco de 6 mm. Cada solugéo pode ser
analisada na Figura 14, sendo a primeira contendo lacase, a segunda lipase e a

terceira agua no lugar das enzimas.

Figura 14 - Solugdes enzimaticas

Fonte: Autor (2022)
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3.2.7 Avaliagao do desempenho de lavagem

Analises de espectrofotometria foram realizadas para avaliar a remogéao da
sujidade, considerando a amostra antes de manchar como padrdo, e apds
manchamento e lavagem como comparativo. Foi utilizado o espectrofotdmetro
nacional Delta Vista (DELTA COLOR), escala CIELAB (L*, a*, b*). O parametro “L”

[{peei)

mede a luminosidade, o “a” é a variagao da cor verde ao vermelho e “b” a variagao
de cor entre amarelo e azul (SENAI, 2016). A diferenca de cor € denominada pelos
Deltas (A) do padrao e da amostra, onde a diferenga total Delta E (AE*) € dada pela

equacgao (2):

AE x= ,/(Lamostra — Lpadr&o)? + (aamostra — apadréo)? + (bamostra — bpadréo)? (2).

O AE é muito usual para julgar a precisdo de uma cor. Para valores de AE
proximos de 0 e menores que 1, pode-se considerar que ndo existe diferenga
perceptivel quando se comparado duas cores. Quanto a valores de AE até 3 nao

existe uma diferenca expressiva (BENQ, 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Manchamento do tecido

As manchas produzidas com vinho apresentaram certa desuniformidade em
relagédo a cor, devido ao fato de serem garrafas de safras de anos diferentes. A hora
da colheita da madures da uva, o grau de acidez do vinho e também a quantidade
de anidrido sulfuroso, quanto maior sua concentracdo, maior a fixacdo da cor. Outro
fator que pode interferir na coloracdo da mancha é que o aspecto visual do vinho
esta sempre em constante evolugédo devido a polimerizagdo das antocianinas e dos
taninos, que sdo pigmentos constituintes. Suas moléculas se juntam e assim
aumentam seu tamanho, ocasionando a precipitacdo dessas moléculas formando a
denominada “borra” no fundo da garrafa (ORDENES, 2018).

Tais parametros podem ter influenciado diretamente na mancha, além de
que seu “tempo de vida’, que foi avaliado em quatro tempos, variando assim
também o tempo de exposigdo ao oxigénio. Além de que seus compostos fendlicos
também variam estruturalmente com o tempo, sendo fatores de dificil controle
(SANTOS, 2008). Todas as manchas e corpos de provas s&o expressos na Figura
15, sendo evidente a variagao de cor de amostra para amostra.

Figura 15 - Manchas de vinho nos tempos de 20 dias, 72 horas, 1 hora e 15 minutos
respectivamente.

Fonte: Autor (2022)
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E importante salientar que tal acontecimento ndo é de defeito para estudo,
pois € incontrolavel manter um padrao para cada mancha de vinho decorrida no
cotidiano dos consumidores do produto, afinal se trata de um acidente que envolve
diversos indicadores. Outro ponto importante é a escolha do teste de capilaridade,
qgue se deu pela faixa de variagdo da mancha, apresentando assim uma modificagéo
de tonalidade ao decorrer do corpo de prova, sendo possivel observar em que
concentragdo de mancha ocorre a maior remogao.

Em relacdo a mancha de oleo foi abordado outro procedimento de
reproducao devido ao fato do tecido se comportar de forma diferente ao se aplicar o
teste de capilaridade neste tipo de produto. O 6leo ndo apresenta variacdo de cor
devido a sua aparéncia translucida, além do tecido possuir uma baixa absor¢ao de
Oleo resultante da sua viscosidade e seu carater hidrofébico, encontrando uma maior
dificuldade para penetrar nas fibras de algodao que sao hidrofilicas (SILVA, 2019).
Sendo assim mais viavel depositar as gotas de 6leo em determinada regido do
tecido, garantindo a impregnacéo de mesma quantidade em todas as amostras.

E possivel observar que quanto maior o tempo da mancha, maior a
impregnacao do o6leo no tecido, sendo quase imperceptivel a visualizagdo da
mancha na amostra de 20 dias. A seguir na Figura 16, encontram-se todas as

manchas de 6leo em seus respectivos tempos de manchamento.

Figura 16 - Manchas de 6leo nos tempos de 20 dias, 72 horas, 1 hora e 15 minutos
respectivamente

Fonte: Autor (2022)
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Os devidos tempos escolhidos para reprodugédo de cada mancha se deram
por conta de mais assemelhar-se a acidentes do cotidiano e duragao do tempo até o
processo de lavagem. Quando ocorre o derramamento de bebidas e alimentos, na
maior parte das vezes, a mancha n&o é lavada em seguida, sempre apds algum
espaco de tempo, variando em dias e até mesmo em horas e algumas raras

ocasides sao lavadas de imediato.

4.2 Testes de remogao de mancha

ApOs a recreacao de todas as manchas de 6leo e vinho, cada corpo de prova
foi submetido ao processo de lavagem na maquina de canecos com suas
respectivas solugdes enzimaticas. A solugdo de lipase resultou uma atividade
enzimatica de 15 U/mL e a de lacase uma atividade final de 5 U/mL, significando a
nao interferéncia do tensoativo na atividade enzimatica.

A Figura 17 ilustra todas as amostras apos lavagem e secagem, sendo as
duas primeiras tratadas com enzima e a terceira sem enzima, e seus respectivos

tempos nas ordens de 20 dias, 72 horas, 1 hora e 15 minutos.

Figura 17 - Amostras apés a lavagem

Fonte: Autor (2022)
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De forma geral a remogao de manchas de 6leo com a solugéao de lipase foi
satisfatoria, sendo possivel a constatacdo visual, dispensando qualquer outro
ensaio, como o de espectrofotometria. Tal resultado ja era esperado devido as
lipases catalisarem reagdes de hidrélise de oOleos e gorduras (JAEGER; REETZ,
1998). Porém, a terceira amostra de cada tempo encontrou-se devidamente limpa,
indicando ent&o a contribuicdo do tensoativo e da celulase independentes da lipase,
fatores esses justificados pela aplicacdo de suas finalidades, como agao detergente
e degradagao da celulose. Uma forma de melhor observar os resultados seria uma
lavagem unicamente com a enzima no intuito de analisar realmente o seu
desempenho. A Figura 18 mostra um comparativo da amostra com uma mancha de

15 minutos antes e depois da lavagem.

Figura 18 - Comparativo de mancha antes e depois a lavagem

Fonte: Autor (2022)

Quanto as manchas de vinho, obteve-se uma consideravel variagdo na
remocao de cor de acordo com o tempo de mancha. Visualmente, todas as manchas
perderam intensidade na cor, onde a amostra de 15 minutos apresentou melhor
resultado quando comparada as outras amostras, evidenciando que o maior tempo
de mancha ocasiona em maior impregnacao e maior dificuldade de remogao. Em
relacdo a amostra sem lacase, também é possivel identificar uma diferenca na cor

comparada as outras amostras, apresentando um tom levemente mais escuro e
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avermelhado, ressaltando assim o desempenho da enzima aplicada. De acordo com
Minussi et al. (2007), a lacase ja apresentou grandes resultados na oxidagdo de
compostos fendlicos como também uma influéncia em teor de fendis totais em
vinhos comercias, fatores que podem elucidar a eficiente remo¢cdo da mancha. Na
Figura 19 é comparado a amostra de mancha de vinho de 15 minutos antes e depois

a lavagem.

Figura 19 - Comparativo de mancha antes e depois a lavagem

Fonte: Autor (2022)

4.3 Avaliagao do desempenho de lavagem

Com relagao a avaliacado do indice de alteragao da cor da mancha de vinho
quando comparado as amostras sem manchar, pode-se observar que todos ensaios
obtiveram uma variacao de cor visual.

Em relacdo as manchas de 6leo, houve a remocado completa dispensando a
analise de espectrofotometria. A seguir, na Figura 20 sao apresentados os valores
de variacao da cor quando comparados ao tecido sem manchar (AE).
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Figura 20 - Grafico de AE para manchas de vinho

m Com enzimas Sem enzimas

16,85
19,25
14,94
16,59
16,71
14,27

12,28
11,63

20 DIAS 72 HORAS 1 HORA 15 MINUTOS

Fonte: Autor (2022)

Todos ensaios ficaram com valores fora da faixa aceitavel de AE, entre 0 e 3,
€ compreensivel tais valores obtidos, pois chegar novamente ao grau de alvura
inicial exige o auxilio de outros agentes. Segundo Freitas (2009) o grau de alvura
esta relacionado diretamente com o surfactante, onde ao aumentar sua quantidade
pode-se aumentar o grau de branco. De fato, as solugdes podem ter removido a
sujidade, mas ainda sim deixando resquicios da cor.

As antocianinas presentes no vinho também podem ter influenciado no
processo de descoloracdo devido ao seu diferente comportamento da cor
dependendo do pH do meio em que elas se encontram (MACHEIX; FLEURIET;
BILLOT, 1990). Estudos anteriores obtidos por Rubinskiene et al. (2005) citam que
aléem do pH do meio, esse pigmento também pode variar de acordo com a
temperatura e enzimas, parametros fundamentais do processo.

Os melhores resultados sdo obtidos em 72 horas e 15 minutos, com as
menores variagdes. A amostra de 1 hora foge da linearidade esperada, podendo ser
explicada devido a sensibilidade do método de avaliagdo quando se aplicado a
manchas, as quais ndo apresentam a mesma homogeneidade comparadas a um

tecido tingido. Para melhores resultados, seria indicado um numero maior de leituras
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e assim calcular a média desses pontos da mancha, garantindo uma maior
uniformidade dos resultados.

Em relacdo ao manchamento de 20 dias, foi a condicdo que apresentou
maiores valores para AE, exemplificando assim informag¢des anteriormente
mencionadas, de que quanto maior tempo o substrato téxtil fica sujeito a mancha,
mais fortes sédo as ligagdes entre tecido e sujidade, decorrendo entdo uma maior
dificuldade de remocéo.

Outro ponto importante € que todos os ensaios obtiveram valores menores de
variagao da cor quando se comparados as solugbes sem enzimas, indicando a
importancia de lipase e lacase no meio aquoso. O uso de enzimas em formulagdes
detergentes apresenta uma grande seletividade, eficiéncia, e uma menor agressao
as fibras dos tecidos (VASCONCELOS, 2006).
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou uma remogao efetiva das manchas de 6leo
e uma descoloracido consideravel das manchas de vinho através da aplicacdo das
enzimas lipases e lacases.

Os testes de atividade enzimatica demostraram que as enzimas
permaneceram ativas mesmo na presenga do tensoativo, indicando a participagao
das enzimas no processo de limpeza.

Com a analise de espectrofotometria foi possivel identificar a variacdo de
remogao de mancha quando se utiliza a enzima lacase nas manchas de vinho. E
quanto as manchas de 6leo, é constatado total remocgao a “olho nu”, apenas fazendo
um comparativo com amostras sem manchar, indicando a possivel contribuicdo de
lipases no processo.

Para melhores resultados sugere-se analisar os efeitos de diferentes
condicbes de trabalho, como temperatura, pH, concentragdo de enzimas,
concentracao de tensoativo ou até mesmo a adi¢cao de outros compostos.

Os resultados deste estudo contribuem para a remo¢ao de manchas de

vinho e 6leo, visto a pouca existéncia de informacgdes na literatura.
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