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Resumo

A crescente restricdo ao uso de certos corantes artificiais perigosos na fabricacao
de bens de consumo é um complexo desafio a industria coureira que busca opgdes
seguras a salude humana, ambientalmente corretas, viaveis economicamente e que
garantam as caracteristicas exigidas ao artigo tingido. A maioria dos corantes naturais
com potencial para utilizacdo industrial é de fonte vegetal que requer grandes areas de
plantio e longo tempo de cultivo. Além disso, sabe-se que as caracteristicas de
tonalidade e estabilidade da cor a acéo de fatores como luz e calor, bem como o custo e
rendimento de producéo sdo geralmente limitantes para a aplicagdo em couro. O obtivo
deste trabalho é selecionar biocorantes produzidos por fungos filamentosos para
tingimento de couro e desenvolver um substrato de pelo hidrolisado para producéo de
biocorante por cultivo submerso de M. purpureus. Para tanto, foram selecionados nove
fungos filamentosos, os quais foram reativados em placas de Petri e incubados para
cultivo submerso em meio aquoso com batata dextrose. Os biocorantes produzidos
foram extraidos por filtracdo e concentrados em evaporador rotatorio a vacuo a 2% de
solidos totais. As caracterizacbes dos biocorantes e da produtividade foram
determinadas por colorimetria, espectroscopia de infravermelho (FTIR) e ultravioleta
visivel (UV-vis). O tingimento de couro foi realizado em escalas de laboratorio e piloto
e a estabilidade de cor das amostras tingidas foi analisada de acordo com a escala de
cinzas. Dentre os biocorantes selecionados, o extrato de M. purpureus apresentou a
maior produtividade e foi eficiente no tingimento do couro, apresentando bom poder de
cobertura, penetracdo e boa propriedade de estabilidade de cor, exceto sob acdo de luz
UV. A melhor condicdo adotada para tingimento em escala piloto, com absor¢éo
superior a 94 % de corante pelo couro, foi com uma etapa de adicdo de biocorante a
temperatura ambiente, ajuste da desacidulacdo pH 5,0, fixacdo com acido formico e uso
de auxiliar de tingimento. Ainda, a hidrdlise de pelo bovino com HCI 6 N por 24 h a 60
°C e ajuste de pH a 6,5 com NaOH 6 N demonstrou ser um procedimento eficiente para
preparacdo de substrato para cultivo submerso, resultando em maior producdo de
biocorante de M. purpureus do que os substratos comerciais de Dextrose e Batata

Dextrose.



Abstract

The increasing restriction of the use of certain dangerous artificial dyestuff in
the production of consumer goods is a complex challenge to the leather industry which
searches for safe, environmentally correct and economically viable alternatives to the
human health and that assures the characteristics required to the dyed articles. The vast
majority of the natural dyes known with potential to the industrial use is of vegetal
source which requires a large plantation area and a long period of cultivation. Besides,
the characteristics of shades and color stability to the action of factors like light and heat
as well as the cost and performance of production are usually limited to the use in
leather. The objective of this work is to select biodyes produced by filamentous fungi
as secondary metabolites to the leather dyeing and develop a substrate of hydrolyzed
hair to the production of biodyes by submerged cultivation of M. purpureus. To do so,
nine filamentous fungi were selected, reactivated in Petri dishes and incubated in
submerged cultivation in aqueous medium with potato dextrose. The biodyes produced
were extracted by filtration and concentrated in vacuum rotatory evaporator in 2% of
total solids. The characterizations of the biodyes and the productivity were determined
by colorimetric testing, infrared spectroscopy (FTIR) and ultraviolet-visible
spectroscopy (UV-vis). The leather dyeing was made in laboratory and pilot scales and
the changes of the dyed sample colors were analyzed according to grey scales. Among
the biodyes selected, the M. purpureus extract presented the higher productivity and was
efficient in the leather dyeing, presenting good coverage of color, penetration and good
property of color stability, except in the UV light exposition. The best adopted condition
for pilot scale dyeing, with dye absorption above 94% by the leather, was with one
addition of biodye in room temperature, adjustment of deacidulation pH 5.0, fixation
with formic acid and use of auxiliary dyeing. Still, the bovine hair hydrolysis with HCI
6N for 24 h at 60 °C and pH adjust in 6.5 with NaOH 6 N, demonstrated being an
efficient procedure to the substrate preparation to the submerged cultivation, resulting
in higher M. purpureus biodye production than the commercial substrates of Dextrose

and Potato Dextrose.
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Capitulo 1

Introducao

O Brasil € 0 mais importante produtor de couro da América do Sul, possui o maior
rebanho bovino comercial do mundo e o setor industrial do pais € composto por 310 plantas
curtidoras, 2.800 industrias de componentes para couro e calcados e 120 fabricas de maquinas
e equipamentos, o qual gera 40.000 empregos diretos e movimenta US$ 3 bilhGes a cada ano
(CICB, 2018). A producao anual brasileira € de 352,20 toneladas de couros, que representa 13%
do mercado mundial (ABQTIC, 2018). As exportacdes brasileiras de couros e peles ¢ liderada
pelo Rio Grande do Sul e registrou até o final de agosto de 2018 o valor de US$ 990.387.859 e
uma area de couro de 119.714.354 m?, sendo 92.972.830 m?de couro bovino distribuidos em
48,4 % de couro acabado, 42,8 % de couro wet blue e 8,8 % crust (SECEX, 2018).

A industria do couro gera residuos de corantes (ndo fixados ao couro) em efluentes e
lodos sedimentados (Sivakumar et al., 2009; Kanth et al., 2009) que podem causar problemas
a saude e ao meio ambiente devido a sua baixa degradabilidade e alta toxicidade (\Vedaraman e
Muralidharan, 2011; Hilares et al., 2018). A poluicdo indesejavel associada a corantes em
efluentes, especialmente corantes azo e complexos metélicos, pode resultar em reducdo da
capacidade de reoxigenacdo da agua, toxicidade aguda e cronica e dificuldades no tratamento
da agua por métodos bioldgicos, além de impedir a reutilizacdo da dgua em outras etapas de
processo (Piccin et al., 2013a,b; Piccin et al., 2016; Gomes et al., 2016; Rosales et al., 2016).

A exigéncia do controle de substancias perigosas em calcados e artigos de couro esta
crescendo fortemente, principalmente em paises membros da Unido Europeia em cumprimento

ao Regulamento REACH (ECHA, 2018). Existem também organizacdes e certificagdes, como
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0 Leather Working Group que visam desenvolver e manter um protocolo que audita o
cumprimento da legislacdo ambiental e promove praticas ambientais sustentaveis e apropriadas
para industria do couro (LWG, 2018; CICB, 2018). Mais de 90% dos couros em todo mundo
sdo tingidos com corantes azoicos (Page, 2001), sendo que alguns destes podem formar
arilaminas com efeitos perigos a salde humana e sdo de uso restrito em artigos finais nas

concentra¢des maximas de 20 ppm, na China, e 30 ppm, na Unido Europeia (AAFA, 2018).

Alguns corantes naturais sdo alternativas ndo alérgicas, ndo toxicas, oriundas de fontes
sustentaveis e que sdo muito importantes para tingimento de materiais fibrosos, como téxteis
ou couro e para a coloracdo de alimentos (Sivakumar et al., 2009). Corantes naturais conhecidos
sdo extraidos a partir de fontes com potenciais nutricionais e farmacéuticos como frutas, folhas,
sementes ou raizes, mas a producao desses corantes é secundaria a producdo de alimentos e
remeédios, dependendo da disponibilidade de matéria-prima. Corantes extraidos a partir de
fungos filamentosos séo alternativas promissoras de corantes naturais, porque eles ndo sdo
dependentes de efeitos sazonais para sua producdo e podem crescer rapidamente, o que pode

conduzir a um rendimento elevado (Dufosse et al., 2014; Velmurugan, 2009).

Existe uma grande diversidade de fungos filamentosos a ser explorada na producao de
corantes, bem como de técnicas de aplicacdo, a fim de melhorar as suas propriedades (Srianta
et al., 2016; Lopes et al, 2013a). Os fungos produzem uma ampla gama de metabdlitos
secundarios com propriedades bioativas, como antibioticos, alcaldides, acidos graxos, alcoois,
cetonas e toxinas, durante o desenvolvimento celular, e que estdo sendo usados como
importantes agentes medicinais, como as penicilinas antibioticas, as equinocandinas
antifangicas, as estatinas redutoras de colesterol e as ciclosporinas imunossupressoras (Kumar
etal., 2018), em alimentos (Dufossé, 2018), tingimento de tecidos e couro (Fuck et al., 2018a,b)

e Velmurugan 2010 a,b,c), entre outros fins.

Neste trabalho, inicialmente, foi procedido um screening de fungos filamentosos que
sintetizam corantes como metabdlitos secundarios, selecionando as cepas de Aspergillus niger
IFL5, Penicillium chrysogenum IFL1, Penicillium herguei, Penicillium vasconiae IFL4,
Monascus purpureus NRRL1992, Fusarium oxysporium e Fusarium graminearum, LPM 1473
e LPM 1504, e relacionando as cores produzidas com a potencial aplicacdo em couro. Estas
cepas foram repicadas, incubadas em cultivo submerso com meio batata dextrose durante duas

a cinco semanas, extraidas por filtragdo e concentradas em rotaevaporador a vacuo. A
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caracterizacdo da producgéo e dos extratos dos corantes pelos fungos foi analisada por FTIR,

espectro de varredura, valores de biomassa e densidade Optica. O biocorante de Monascus

purpureus foi aplicado no tingimento de couro e as propriedades quimicas e fisicas do couro

tingido foram analisadas. Ainda, produziu-se um substrato para cultivo submerso de Monascus

purpureus a partir da hidrélise acida do residuo de pelo bovino da indUstria coureira.

1.1 Objetivos do trabalho

Este trabalho tem como objetivo geral pesquisar, produzir e selecionar alternativas de

corantes naturais, obtidos a partir de fungos filamentosos para aplicacdo no tingimento de

couro.

Os objetivos especificos da tese sdo:

a)

b)

d)

9)

apresentar o estado da arte de pesquisas referentes a aplicagdes de corantes

naturais fungicos;

apresentar uma rota de estudos para selecdo de biocorantes fungicos para

tingimento de couro;

realizar producéo de biocorantes por cultivos submersos de fungos filamentosos
e estudar aspectos técnicos e de produtividade por espectroscopia de FT-IR, UV-

vis, e analise gravimétrica;

aplicar procedimento de identificacdo genémica de fungo filamentoso;

aplicar o corante de Monascus purpureus no tingimento de couro em escala

laboratorial e piloto e analisar as propriedades de estabilidade (solidez) da cor;

propor um procedimento de hidrolise do residuo de pelo bovino gerado nas
etapas de depilacdo, tipo hair saving, da industria do couro para uso alternativo
como substrato para producdo de biocorante por cultivo submerso de M.

purpureus;

produzir biocorantes por cultivo submerso de M. purpureus, utilizando substrato

de pelo hidrolisado comparativamente com meios comerciais.
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1.2 Estrutura do trabalho
A presente tese € constituida por seis capitulos, sendo a introducéo o Capitulo 1, que
apresenta o tema desenvolvido, objetivos e contribui¢des deste trabalho.

No Capitulo 2 é feita a revisdo bibliogréafica referente aos conhecimentos aplicados nesta
tese de doutorado, iniciando pela abordagem de fungos filamentosos, métodos de cultivo,
identificacdo e caracterizacdo. Na sequéncia sdo descritos 0s tipos, caracteristicas e
classificacdo dos corantes sintéticos de relevancia para tingimento de couro e 0s corantes
naturais, enfatizando o estado da arte sobre corantes fungicos. Apos, apresenta-se uma base
tedrica sobre a constituicdo da pele e a descricdo das etapas do processamento do couro €, por
fim, a etapa de tingimento de couro. Os fatores que influenciam esta etapa de tingimento, bem
como os controles das caracteristicas e analises fisico-quimicas empregados na industria do

couro também sdo descritos.

O Capitulo 3 ¢ formado pelo artigo publicado “Leather Dyeing with Biodyes from
Filamentous Fungi, Journal of the American Leather Chemists Association, v. 113, p. 299-310,
20187, referente aos estudos aprofundados da literatura recente sobre a melhoria das técnicas
de tingimento de couro e a busca de corantes naturais para fins industriais, enfatizando os

desenvolvimentos relacionados aos corantes dos fungos filamentosos Monascus purpureus.

No Capitulo 4 sdo apresentados os materiais e 0os métodos aplicados na elaboracdo da

parte experimental da presente tese.

No Capitulo 5 sdo apresentados e discutidos os resultados dos experimentos que
compdem a presente tese, alguns destes resultados publicados no artigo intitulado “Screening
for Natural Dyes from Filamentous Fungi and Leather Dyeing with Monascus purpureus
extract, SLTC Journal, v. 102, p. 69-74, 2018” ¢ em outros trabalhos submetidos a congressos

cientificos da area.

O Capitulo 6 apresentas as conclusdes e consideracdes finais para continuacdo dos

trabalhos.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

No capitulo 2 é apresentada a revisdo bibliografica referente aos conhecimentos
aplicados nesta tese de doutorado, iniciando pela abordagem de fungos filamentosos, métodos
de cultivo, identificacéo e caracterizacdo. Na sequéncia, sdo descritos os tipos, caracteristicas e
classificagdo dos corantes sintéticos de relevancia para tingimento de couro e 0s corantes
naturais, enfatizando o estado da arte sobre corantes fungicos. Apos serd abordada uma base
tedrica sobre a constituicdo da pele e a descrigédo das etapas do processamento do couro e, por
fim, a etapa de tingimento de couro. Os fatores que influenciam esta etapa de tingimento, bem
como os controles das caracteristicas e analises fisico-quimicas empregados na inddstria do

couro também sdo descritos.

A revisao bibliografica sobre melhoria das técnicas de tingimento de couro e pesquisas
de corantes naturais para uso industrial, enfatizando o desenvolvimento relacionado aos
corantes de fungos filamentosos Monascus purpureus estdo apresentados no Capitulo 3,
referente ao artigo Leather Dyeing with Biodyes from Filamentous Fungi publicado na revista
Journal of American Leather Chemists Association, v. 113, p. 299-310, 2018.

2.1 Fungos filamentosos

Os fungos sdo organismos eucarioticos, heterotroficos, aclorofilados que se reproduzem
por mitose (assexual) e meiose (sexual) e armazenam glicogénio como substancia reserva. Estes
microrganismos variam de organismos unicelulares simples, principalmente leveduras, a

espécies complexas de fungos filamentosos e cogumelos basidiocarpos) e apresentam parede
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celular composta principalmente por quitina, glucano, quitosana, mananoligossacarideos e

glicoproteinas (Patterson e Sutton, 2018).

Fungos filamentosos sdo microrganismos morfologicamente complexos, exibindo
diferentes formas estruturais em todo seu ciclo de vida. A estrutura vegetativa basica de
crescimento é composta de filamento tubular conhecido como hifa que se origina a partir da
germinacdo de um Unico esporo reprodutivo e o conjunto de hifas emaranhadas forma o micélio
(Papagianni, 2004). A habilidade dos fungos filamentosos de crescer em substratos simples e
de baixo custo, bem como sua capacidade de produzir diversos metabolitos, tem despertado o
interesse biotecnoldgico desses microrganismos (Meyer, 2008).

O metabolismo dos fungos pode ser dividido em metabolitos priméarios, os quais
fornecem energia e precursores quimicos as células, sdo essenciais para o0 crescimento e
reproducdo dos organismos, e 0s metabdlitos secundarios que ndo aparentam ter fungéo direta

no crescimento celular (Brakhage et al., 2011).

Os metabdlitos primarios sdo as pequenas moléculas produzidas ao longo do
crescimento vegetativo (Abreu et al., 2015), destacando o uso em industrias alimenticias e de
racdo incluindo alcodis (etanol), aminoécidos (glutamato monossddico, lisina, treonina,
fenilalanina, triptofano), nucleotideos flavorizantes (acido 5-guanilico, &cido 5-inosinico),
acidos organicos (acético, propiénico, fumarico, lactico), polidis (glicerol, manitol, xilitol),
polissacarideos (xantana), aclcares (frutose, ribose) e vitaminas (riboflavina, cianocobalamina,
biotina) (Rajasekaran et al., 2008; McNeil, et al., 2013; Jiang, et al., 2013; Singh et al., 2017).

Metaboélitos secundarios sdo usualmente separados em cinco grupos: derivados de
aminodcidos, peptideos ndo ribossomais, policetideos, derivados de acidos graxos e hibridos de
policetideos-peptideos (Rose et al., 2011). Muitos apresentam atividades antibidticas, toxicas e
imunossupressoras de grande importancia para a industria farmacéutica e sdo sintetizados a

partir de um metabolito primario (Skellam, 2018).
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As principais caracteristicas dos metabélitos secundarios sdo (Kempken e Rohlfs, 2010;
Nigam e Singh, 2014):

e produzidas ao final da fase exponencial de crescimento ou durante condi¢des
limitadas de substrato;

e distribuicdo taxonbmica restrita: nem todas as linhagens de uma mesma espécie
sdo capazes de produzir determinado metabdlito;

e ndo essenciais para o crescimento e reproducdo do organismo;

e producéo controlada pelas condic6es de cultivo, principalmente composicéo do
meio;

e produzidos como um grupo de estruturas intimamente relacionadas;

e podem ser produzidos em larga escala;

e podem desempenhar fungdes como horménios sexuais, ionoforos, efeito toxico
ou inibidores em outros microrganismos (bacterias, fungos, amebas, insetos e

plantas), agentes de simbiose; efetores de diferenciacéo.

A fase de crescimento dos fungos € um parametro fundamental na producdo de
metabolitos secundarios. No primeiro estagio de cultivo, os fungos utilizam principalmente
carbono e nitrogénio de substratos para a sintese de metabolitos primarios, e entdo 0s

metabolitos secundarios sdo detectados no final do crescimento (Srianta et al., 2016).

2.1.1 Métodos de cultivo

Os processos usados para producdo de metabdlitos fungicos sdo classificados como
cultivo em substrato sélido e cultivo submerso, conforme a quantidade de agua disponivel no
meio (Lopes, 2011). O primeiro método, também denominado como cultivo em meio sélido,
em estado solido ou ainda semissélido € caracterizado pela auséncia total ou parcial de agua
livre. Os fungos filamentosos sdo inoculados diretamente em materiais ndo-sollveis e 0s
utilizam como suportes fisicos e fontes de nutrientes (carbono, nitrogénio e minerais), penetram
na superficie e produzem biocorante disperso no meio (Wu et al., 2004). Geralmente, para
utilizar adequadamente o substrato e manter a temperatura e a umidade ideais, 0s procedimentos
de operacdo da cultura em estado sélido sd@o complexos e demorados. Além disso, alguns
problemas como a restricdo de transferéncia de oxigénio, controle de pH e contaminacgéo

dificultam a producdo em grande escala (De Carvalho, 2011).
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Cultivo submerso é o processo em que 0 microrganismo € inoculado num meio com
presenca de oxigénio, com excesso de &gua livre, contendo o substrato (nutriente) solGvel ou
disperso e prontamente disponivel para consumo, e permite facil manuseio, escalonamento e
controle de parametros de bioprocessos (pH, aeracdo, agitacdo, umidade, problemas de
contaminagdo. Assim, o metabdlito é produzido homogeneamente no extrato aquoso e pode ser
separado do micélio e residuo de substrato por filtragdo (Lopes, 2011). Esse método consiste
em um ambiente uniforme em que o crescimento é tridimensional, geralmente resultando em

uma massa de pequenos pellets de micélio.

Em muitos casos, a produtividade de corantes por cultivo solido é maior do que por
cultivo submerso, porém o segundo é o sistema de maior aplicacdo industrial para a obtencdo
de uma variedade de importantes metabolitos produzidos por fungos filamentosos devido a
facilidade de controle dos parametros do processo como aeracdo, umidade, temperatura, pH,
escalonamento e extracdo do corante da biomassa (Meyer, 2008; Velmurugan et al., 2010c). O
cultivo em estado sélido é vantajoso quando o corante a ser usado puder conter residuos do
substrato como amido, fibras e partes do proprio micélio. Caso ndo seja possivel, a fracdo de
corante deve ser extraida com solvente organico, que posteriormente deve ser evaporado. Na
producdo por cultivo submerso, o corante apresenta-se diluido em um grande volume de
liquido, porém pode ser prontamente separado da biomassa e outros eventuais componentes

insoluveis por filtracdo (Silveira et al., 2013).

Residuos, efluentes e subprodutos industriais podem ser utilizados como substratos,
ricos em nutrientes como carboidratos, proteinas, fibras, minerais e vitaminas, para producdo
de biocorante por cultivo de fungos filamentosos (Panesar et al., 2015). Varios estudos relatam
0 reaproveitamento de farinha de peixe, cascas de arroz, casca de uva, soro de queijo, proteina
de soja e pena de galinha moida (Lopes et al., 2013a), bagaco da cana-de-acUcar (Silveira et
al., 2013; Hilares et al., 2018), batata doce (Srivastav et al., 2015), &gua do cozimento de arroz
(Singh et al., 2015), espiga de milho (Velmurugan et al., 2011), residuos de padaria (Haque et
al., 2016), diferentes cereais (Srianta et al., 2016) e residuos de processamento de laranja
(Kantifedaki et al., 2018).
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2.1.2 Métodos de identificacdo e caracterizacdo de fungos filamentosos e
metabdlitos

A identificacdo molecular de fungos é usualmente baseada na caracterizagdo fenotipica
e / ou genotipica, sendo o primeiro método focado no crescimento do microrganismo em
diferentes meios de cultivo em agar, exame das caracteristicas morfoldgicas do micélio,
observacgdes microscdpicas e padrdes de reacdo fisico-quimica (Meijer et al., 2011; Piekarczyk
et al., 2018). Os métodos genotipicos de identificacdo de fungos sdo geralmente baseados na
Polymerase Chain (PCR) devido a sua especificidade e sensibilidade (Kogkaki et al., 2017).
Entre os marcadores moleculares utilizados para este propdsito destaca-se o sequenciamento da
regido ITS (Internal Transcribed Spacer), que separa os genes 18S e 28S do rDNA e que pode
ser amplificada com primers especificos ancorados nessas duas regides (Fungaro, 2000). As
regides ITS sdo apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades
de uma mesma espécie porque evoluem rapidamente e podem ser amplificadas e sequenciadas
com facilidade por serem flanqueadas por segmentos conservados, que compreende entre 500
e 800 pares de bases e aparecerem em grande niumero de copias no genoma. Por isso, ja existem
um grande namero de sequencias ITS de diferentes fungos disponiveis nos bancos de dados de
sequencias de nucleotideos. Além da regido ITS, o gene da B-tubulina esta entre os mais
proeminentes genes utilizados para a identificacdo de fungos, pois apresentam um alto grau de

conservacdo em nivel de aminoacidos e nucleotideos (Lopes, 2011).

A espectrometria de massa de tempo de voo com ionizacdo por dessorcdo por laser
assistida por matriz (MALDI-TOF MS) tem sido cada vez mais utilizada para identificacdo de
fungos filamentosos por ser um método rapido e barato para uso rotineiro (Luethy et al., 2018;
Luna, 2018). Em complemento, existem as usuais como métodos cromatogréaficos, analise por
espectrofotometria UV-vis, espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear (RMN) e
cromatografia em Camada Delgada, HPLC-DAD e outros (Venkatachalam, et al., 2018a;
Dufossé et al., 2014; Mukherjee e Singh, 2011).

Os métodos de espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)
sdo as técnicas espectroscopicas mais utilizadas para diferenciacdo de espécies flungicas
(Salman et al., 2010; Piekarczyk et al., 2018) e seus metabolitos de forma rapida e sem a
necessidade de procedimentos complexos (Santos et al., 2010). O desenvolvimento de um

banco de dados fungicos bem caracterizados em espectroscopia FT-IR é uma ferramenta
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fastidioso, de baixo custo e facil de aplicar (Kogkaki et al., 2017).

importante na identificacdo de espécies de fungos desconhecidos usando um método menos

O método FTIR é usado ndo apenas para distinguir fungos em culturas fangicas puras,

mas também em amostras de fungos mistos com alta taxa de sucesso (Huleihel et al., 2018). O
perfil espectral fornece informacgdes importantes sobre macromoléculas como proteinas,
lipidios, acidos nucléicos e carboidratos presentes em células de fungos filamentosos (Lecellier

et al., 2014; 2015), como apresentado na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Espectro FTIR caracteristico dos fungos analisados, incluindo cepas de
diferentes Aspergillus spp, Fusarium spp, Penicillium spp e outros
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Fonte (Lecellier et al., 2015).

O espectro infravermelho caracteristico dos fungos filamentosos Rhizoctonia,

Colletotrichum, Verticillium e Fusarium oxysporium esta apresentado na Figura 2.2.
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Figura 2.2: Espectro FTIR dos fungos Rhizoctonia, Colletotrichum, Verticillium e Fusarium

%7

Absorption (A.U.)

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

oxysporium.
T T T T T T T T T d T T T
-~
57 1
- ‘IE"‘ —
[7) = 0
- = - = o
[ w >3 7]
3 ! £ F ]
"6 -E'ﬂ'\ .D_g g
= = Q
° ~ - -~ a8k °
£ E =& c U 3
- ] a2 ﬁ"‘f\-—u& c -
a E = c £ 9 ™ =
. > s © g 8 £ k5 .
5 = 8 E £ 8 o L ug 5
(] n © QQEQ_O 2 4
r 23 & sEg=90 %
B o ==& 72 ok @ a8 EE 7]
n EC T zg§23438 @
[v] L o EE Z EHoA
MINI - EEI N
. T © - ® g o ® o
2~ 2 § 3988 o
g5 5 @ v ;e M ®
e o (=] ™o e e o
m N 5? I -
R o
~N cf‘ g
L / 8 D -
< \
) J
2]
o
1 N 1 . L N } 1 L ] )

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200

Wavenumber (cm™)
Fonte: Salman et al., 2010.
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O espectro FT-IR do biocorante de Monascus purpureus esta apresentado na Figura 2.3.
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Figura 2.3: Espectro de FTIR do biocorante de Monascus purpureus.
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A Tabela 2.1 descreve os principais estiramentos apresentados na literatura do espectro

FTIR de biocorante Monascus purpureus.

Tabela 2.1: Principais estiramentos apresentados na literatura do espectro FTIR de biocorante
Monascus purpureus.

Estiramentos (cm™)  Grupos funcionais

3401 -OH

3436 N-H de amida secundaria

2954 C-H de grupo CHs

1730 Confirma a presenca de grupo carbonila
2926, 2859 e 1456 Estiramento C-H em —CHa.

1637 C=C de sistema de ligacao dupla conjugada
1458 Insaturagéo

2137 C=C (Alcinos)

1646 Confirma a presenca de grupo carbonila (C=0)
1120 e 1079 C-O e C-C, respectivamente

726 Grupo amina (N-H)

Fonte: Mukherjee et al., 2011; Chatterjee et al., 2009; Srivastav et al., 2015; Lian et
al., 2007; Hilare et al., 2018.

Conforme estudos de Kogkaki et al. (2017), a diferenciacdo por FT-IR entre os fungos
Aspergillus carbonarius, A. niger e A. tubingensis € pouco perceptivel devidos aos complexos
compostos formados pelas espécies de Aspergillus spp. Foram detectadas as ligacGes de
estiramento C-H relacionadas com a absorcéo de lipidios a 3002-2801 cm?, picos largos em
1773-1550 cm™ ! e absorgdo em 1738 cm™ ! atribuidos as ligagdes C=0. Ainda, 0s picos na
regido da impresséo digital entre 1286 e 952 cm™ ! sdo de alongamento C-O-C e C = S, sendo
que os primeiros picos indicam a absorcédo de fosfolipidios e proteinas, em particular a amida |
proxima a 1650 cm™ e a amida Il proxima a 1540 cm™ e os Gltimos picos referem-se aos
carboidratos. Além disso, a banda de 1150 cm™ foi correlacionada com as ligacGes de
estiramento de C-O de B-(1 — 4)-glucano e os picos em 1089-1091 cm™ indicam o alongamento
simétrico de PO atribuido a absorcdo de DNA, RNA e fosfolipidios (Kogkaki et al., 2017;
Tralamazza et al., 2013; Socrates, 2001).
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2.2 Corantes

Os corantes sdo, geralmente, moléculas orgéanicas sintetizadas, de natureza aromatica

ou heterociclica, soliveis em meio acido, neutro ou bésico (Christie, 2015; Heidemann, 1993)

que possuem grupos funcionais eletricamente instaveis e de facil ionizagdo, podendo interagir

com compostos de cargas opostas as suas (Gomes, 2016).

Possuem a capacidade de conferir sua cor aos substratos aos quais se fixam ou se

depositam, devido a capacidade de absorcdo de radiacdo eletromagnética na regido de

comprimento de onda visivel de 400-700 nm (cor absorvida) e de cor refletida, conforme

apresentado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Relagdo do comprimento de onda absorvida e cor refletida.

Comprimento de onda (nm) Cor absorvida Cor refletida
380 — 420 Violeta Verde — amarelo
420 — 440 Violeta — azul Amarelo

440 - 470 Azul Laranja

470 — 500 Azul — verde Vermelho
500 - 520 Verde Parpura

520 — 550 Verde — amarelo Violeta

550 — 580 Amarelo Violeta — azul
580 — 620 Laranja Azul

620 — 680 Vermelho Azul — verde
680 — 780 Parpura Verde

Fonte: Shimadzu, 2012.

As moléculas de corantes sdo formadas pelos grupos croméforos, responsaveis por

absorver a luz visivel e transmitir sua cor correspondente, e por auxocromos que possuem
habilidade de deslocar bandas de absorcdo de cromdforos para comprimentos de onda maiores

e também por aumentar sua intensidade (Dos Santos et al., 2007).
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Os principais grupos cromdforos e auxocromos presentes nas moléculas corantes séo

apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Principais grupos cromoforos e auxocromos presentes em moléculas de corantes.

Grupos Cromoforos

Grupos Auxocromos

Alceno: -C=C-
Alcino -C=C-
Carbonilico: -C=0
Carboxilico

Az0: -N=N-

Nitro: -NO-
Nitroso: -N=0
Nitrato

-H
Metila: -CH3

Hidroxila: -OH
Carboxilico: -COOH
Amina priméria: -NH>
Amina secundaria: -NHR
Amina terciaria: -NRz
Metoxila:-OCHj3
Sulfénico: -SOsH

Fonte: Covington (2011), Christie (2015) e Shimadzu (2012).

2.2.1 Classificagdo de corantes

Os corantes podem ser classificados segundo diversos aspectos, como estrutura

quimica, uso a que se destina (material a ser aplicado), método de aplicacdo, origem, entre

outros (Veloso, 2012; Mella, 2017a).

O Colour Index (CI), publicacdo em conjunto entre a American Association of Textile

Chemists and Colorists e a British Society of Dyers and Colorists é a lista mais utilizada para

identificacdo dos corantes, comercializados com diferentes nomes, sendo organizada por nomes

e niumeros com a finalidade de designar os diversos tipos. De acordo com o Colour Index, 0s

corantes e pigmentos podem ser classificados em 26 tipos segundo as classes quimicas a que

pertencem e, ou, 20 tipos, além de algumas subdivisdes, conforme as aplicacGes a que se

destinam.
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A classificagdes conforme Colour Index segundo classes quimicas esta apresentada na

tabela 2.4 (ABQUIM, 2011).

Tabela 2.4: Classificagdo Colour Index conforme as classes quimicas.
Classe Classificacao por aplicacéo
Acridina Basicos, pigmentos organicos

Aminocetona
Antraquinona

Ao enxofre

Azina

Azo

Azdico

Bases de oxidacéo
Difenilmetano
Estilbeno
Ftalocianina

Indaminae Indofenol
Indigoide

Metina e Polimetina
Nitro

Nitroso

Oxazina

Quinolina

Tiazina

Tiazol
Triarilmetano
Xanteno

A tina, mordentes

Acidos, mordentes, a tina, dispersos, azdicos, bésicos, diretos,
reativos, pigmentos organicos

Enxofre, a cuba

Acidos, bésicos, solventes, pigmentos organicos

Acidos, diretos, dispersos, basicos, mordentes, reativos
Basicos, naftois

Corantes especiais para tingimentos de pelo, pelegos, cabelos
Acidos, basicos, mordentes

Diretos, reativos, branqueadores opticos

Pigmentos organicos, acidos, diretos, azoicos, a cuba, reativos,
solventes

Basicos, solventes

A tina, pigmentos organicos

Basicos, dispersos

Acidos, dispersos, mordentes

Acidos, dispersos, mordentes

Basicos, mordentes, pigmentos organicos
Acidos, basicos

Basicos, mordentes

Branqueadores dpticos, basicos, diretos
Acidos, basicos, mordentes

Acidos, basicos, mordentes, branqueadores 6pticos, solventes

Fonte: ABQUIM, 2011.

A classificacdo conforme Colour Index segundo as aplicacGes esta apresentada na
Tabela 2.5 (ABQUIM, 2011).
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Tabela 2.5: Classificagdo Colour Index conforme a utilizagdo por substrato.

Classe Principais campos de aplicacao

Branqueadores Opticos Detergentes, fibras naturais, fibras artificiais, fibras
sintéticas, 0leos, plasticos, sabdes, tintas e papel

Corantes

A cuba sulfurados Fibras naturais e fibras artificiais

Atina Fibras naturais

Acidos Alimentos, couro, fibras naturais e sintéticas, I1a e papel

Ao enxofre Fibras naturais

Az6icos Fibras naturais, Fibras sintéticas

Basicos Couro, Fibras sintéticas, 1, madeira e papel

Diretos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Dispersos Fibras artificiais e fibras sintéticas

Mordentes Aluminio anodizado, 13, fibras naturais e fibras sintéticas

Reativos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Solvente Ceras, cosméticos, gasolina, madeira, plasticos, solventes
organicos, tintas de escrever e vernizes

Pigmentos Organicos Tintas gréaficas, tintas e vernizes, estamparia téxtil, plasticos

Pigmentos inorganicos Tintas gréaficas, tintas e vernizes, estamparia téxtil, plasticos

Fonte: ABQUIM, 2011.

A seguir sera apresentada uma descri¢do dos principais grupos de corantes sintéticos

utilizados.

Corantes reativos: 0s principais contém a funcdo azo e antraquinona como grupos
cromoforos e clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila como grupos eletroliticos (reativos). Estes
corantes apresentam como caracteristica a alta solubilidade em agua e alta estabilidade da cor
devido a formacéo de ligacdo covalente entre 0s grupos reativos do corante com grupos amino,

hidroxila e tiois das fibras proteicas (Frinhani, 2003).

Corantes Basicos: sdo corantes catibnicos formados principalmente por derivados
amino (-NHz), frequentemente sdo da classe do triarilmetano ou xanteno e com principal
aplicacdo em papel. Sdo comercializados em forma de cloretos, sulfatos ou oxalatos (Frinhani,
2003).

Corantes acidos: sdo corantes anidnicos que apresentam grupos auxocrémicos acidos,
tais como hidroxila (-OH), nitro (-NOz), sulfénico (-SOsH) e carboxila (-COOH) na molécula

(Frinhani, 2003), e possuem estrutura quimica baseada em compostos azo, antraquinona,
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triarilmetano, azina, xanteno, ketonimina, nitro e nitroso, que fornecem uma ampla faixa de
coloracéo e grau de fixacdo. Estes grupos substituintes ionizaveis tornam o corante solivel em
agua, e tém vital importancia no método de aplicacdo do corante em fibras protéicas (Guaratini,
2000). Corante de antraquinona é a segunda importante classe de corantes, enquanto a classe
mais importante consiste de corantes azo, que forma um pouco mais de 50% dos corantes
comerciais. A vantagem de corantes de antraquinona em comparagao com corantes azo € 0 seu
brilho superior. Corantes de antraquinona possuem boa propriedades de resisténcia a luz, o que
torna a metalizacdo desnecessaria. Esta € uma vantagem, porque metalizacdo enfraquece as

cores (Raisanen et al., 2002).

Corantes dispersos: Constituem uma classe de corantes insollveis em agua aplicados
em fibras hidrofobicas através de suspensdo (particulas entre 1 a 4 micra). Durante 0 processo
de tingimento, o corante sofre hidrolise e a forma originalmente insoluvel é lentamente
precipitada na forma dispersa sobre o substrato. Usualmente o processo de tingimento ocorre
na presenca de agentes dispersantes com longas cadeias que normalmente estabilizam a
suspensdo do corante facilitando o contato entre o corante e a fibra hidrofobica. (Pintener,
2000). Estes compostos ndo séo utilizados no tingimento de couro, mas podem estar presentes

nos componentes que compde os artigos.

Corantes pré-metalizados: sdo Uteis principalmente para tintura de fibras proteicas e
poliamida. Os corantes sdo caracterizados pela presenca de um grupo hidroxila ou carboxila na
posicdo orto em relacdo ao grupo croméforo azo, permitindo a formagdo de complexos com
jons metalicos. Neste tipo de tintura explora-se a capacidade de interacdo entre o metal e os
agrupamentos funcionais portadores de pares de elétrons livres, como aqueles presentes nas
fibras protéicas (Christie, 2015).

Corantes de enxofre: € uma classe de corantes que se caracterizam por compostos
macromoleculares com pontes de polissulfetos (-Sn), os quais sdo altamente insoliveis em
agua. Em principio sdo aplicados apds pré-reducdo em banho de ditionito de sodio que lhes
confere a forma sollvel e sdo reoxidados subsequentemente sobre a fibra pelo contato com ar.

Estes compostos tém sido utilizados principalmente na tingimento de fibras celuldsicas.

Corantes diretos ou substantivos: sdo formados por corantes que contenham radical

amina. Formam grupos diazo e combinam com outras aminas aromaticas e fendis para produzir
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moléculas lineares, longas, com configuragdo coplanar. Esta classe de corantes é constituida
principalmente por corantes contendo mais de um grupo azo ou pré-transformados em
complexos metélicos. A grande vantagem desta classe de corantes é o alto grau de exaustdo

durante a aplicacdo e consequentemente diminuigdo da concentracéo de corante no efluente.

Corantes az0icos: sdo 0s corantes mais utilizados nas industrias (Hussain et al., 2017a)
gue possuem grupos funcionais do tipo azo (-N=N-) em diferentes propor¢des (monoazo, diazo,
triazo, poliazo) ligados a compostos aromaticos e formam ligacdo covalente com o coladgeno do
couro, conferindo alta estabilidade e resisténcia a agentes oxidantes (Ortiz-Monsalve, 2015;
Rodriguez-couto, 2015). Existem milhares de corantes azo, porém alguns podem ser
degradados e formar aminas restritas potencialmente danosas a salde humana e ao meio
ambiente. Os corantes azo que liberam essas aminas (Arilaminas) listadas na Tabela 2.6 s&o
regulados e ndo devem mais ser usados para tingir tecido e couro (ZDHC, 2018; AAFA, 2018;
AFIRM, 2018).

Tabela 2.6: Azo aminas (Arilaminas) de uso restrito em artigos de tecido e couro.

Nome do Indice de cor N° CAS | Nome do indice de cor N° CAS
4- Aminodifenil 92-67-1 |3,3- Dimetil-4,4’-diaminodifenilmetano 838-88-0
Benzidina 92-87-5 |p-Cresidina 120-71-8
4-Cloro-o-toluidina 95-69-2 |4,4'-Metileno-bis-(2- cloroanilina) 101-14-4
2- Naftilamina 91-59-8 |4,4'- Oxidianilina 101-80-4
0-Aminoazotolueno 97-56-3 |4,4'- Tiodianilina 139-65-1
2-Amino-4-nitrotolueno 99-55-8 |o0-Toluidina 95-53-4
p -Cloroanilina 106-47-8 | 2,4- Toluenodiamina 95-80-7
2,4-Diaminoanisol 615-05-4 | 2,4,5-Trimetilanilina 137-17-7
4,4'-Metilenodianilina 101-77-9 | 2,4-Dimetilanilina (2,4-Xilidina) 95-68-1
3,3-Diclorobenzidina 91-94-1 |2,6-Dimetilanilina (2,6-Xilidina) 87-62-7
3,3"- Dimetoxibenzidina 119-90-4 | 2-metoxianilina (o-Anisidina) 90-04-0
3,3"- Dimetilbenzidina 119-93-7 | 4-Aminoazobenzeno 60-09-3

Fonte: AFIRM, 2018; AAFA, 2018; ZDHC, 2018.

Outros corantes com potencial carcinogénico ou sob preocupacdo equivalente restritos

ou banidos para uso na industria do couro estdo listados na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7: Corantes com potencial carcinogénico ou preocupacao equivalente.

CAS Nome do Indice de cor Referéncia
1937-37-7 Preto Direto 38 1,2,3
2602-46-2 Azul Direto 6 1,2,3
3761-53-3 | Vermelho Acido 26 1,2,3
569-61-9 Vermelho Basico 9 1,2,3
573-58-0 Vermelho Direto 28 1,2,3
632-99-5 Violeta Bésico 14 1,2,3
2475-45-8 Azul Disperso 1 1,2,3
2475-46-9 Azul Disperso 3 1,3
2580-56-5 Azul Bésico 26 1,3
569-64-2 Verde Basico 4 (verde malaquita cloreto) 1,3
2437-29-8 Verde Bésico 4 (verde malaquita oxalato) 1,3
10309-95-2 | Verde Baésico 4 (verde malaquita) 1,3
82-28-0 Laranja Disperso 11 1,2,3
2832-40-8 Amarelo Disperso 3 2,3
12222-75-2 | Azul Disperso 35 2
12223-01-7 | Azul Disperso 106 2,3
61951-51-7 | Azul Disperso 124 2,3
730-40-5 Laranja Disperso 3 2,3
13301-61-6 | Laranja Disperso 37/59/76 2,3
2872-52-8 Vermelho Disperso 1 2,3
3179-90-6 Azul Disperso 7 3
3860-63-7 Azul Disperso 26 3
56524-77-7 | Azul Disperso 35A 3
56254-76-6 | Azul Disperso 35B 3
12222-97-8 | Azul Disperso 102 3
23355-64-8 | Marrom Disperso 1 3
2581-69-3 Laranja Disperso 1 3
85136-74-9 | Laranja Disperso 149 3
2872-48-2 Vermelho Disperso 11 3
3179-89-3 Vermelho Disperso 17 3
61968-47-6 | Vermelho Disperso 151 3
119-15-3 Amarelo Disperso 1 3
6300-37-4 Amarelo Disperso 7 3
6373-73-5 Amarelo Disperso 9 3
6250-23-3 Amarelo Disperso 23 3
12236-29-2 | Amarelo Disperso 39 3
54824-37-2 | Amarelo Disperso 49 3
54077-16-6 | Amarelo Disperso 56 3
548-92-9 Violeta Basico 3 3
16071-86-6 | Marrom Direto 95 3
60-11-7 4 Dimetilaminoazobenzeno (Solvente Amarelo 2) 3
6786-83-0 Solvente Azul 4 3
561-41-1 4 4'-bis (dimetilamino) -4 " - (metilamino) tritil Alcool | 3

Fonte: 1ZDHC, 2018; 2AAFA, 2018; *AFIRM, 2018.
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2.2.2 Corantes utilizados no couro

A difusdo e a reacdo de produtos quimicos durante o processamento do couro estdo
relacionadas ao tamanho dos espac¢os disponiveis (intersticios), bem como a distancia entre os
elementos estruturais do colageno, sendo que 0s processos quimicos atuam para modificar a

superficie do material (Gutterres e Mancopes, 2013).

Os corantes para couro podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica
(Ribas, 2016) como azo, carbonila, ftalocianina, enxofre, etileno, nitro e nitroso (Basf, 2007;
Christie, 2015). Os corantes podem também ser classificados segundo o método de aplicacdo
em corantes acidos, de mordente, metalizados, diretos, reativos, de cuba, dispersos e basicos
(Basf, 2007; Christie, 2015). De acordo com essa classificacdo, os corantes mais utilizados na
industria coureira sdo 0s corantes acidos, principalmente no tingimento de couro curtido ao
cromo. Por terem caréater aniénico, tém alta afinidade com couros com carga cationica e devem

ser aplicados em meios &cidos devido a presenca do grupo sulfonato (Mella, 2017a).

Embora muitos autores ndo fagam distin¢do, pigmentos e corantes sdo agentes de
coloracdo quimicamente diferentes e devem ser tratados como substancias distintas no processo
de fabricacdo do couro. Corantes possuem afinidade especifica com os substratos sob os quais
sdo aplicados, como téxtil, papel e couro, e sdo completamente ou parcialmente solubilizados
em meio liquido (Ortiz-Monsalve, 2015). Este tipo de coloracdo de couro é completamente
diferente da etapa de acabamento realizada na manufatura do couro crust (acabado), na qual
sdo aplicados na superficie externa dos couros secos (lado da flor ou gréo) corantes insoliveis
e pigmentos juntamente com substancias polimeéricas aglutinantes (Heidemann, 1993; Liu et
al., 2008 Winter et al., 2015).

Conceitualmente, os pigmentos sao particulados finamente divididos, que sdo insoltveis
em agua, obtidos a partir de minerais ou a partir da sintese de compostos organicos ou
inorganicos. Ndo apresentam afinidades pelas fibras, sendo fixados sobre estes elementos
através de ligacOes eletrostaticas, produzidas pela presenca na massa de uma forte carga
positiva. Apresentam maior estabilidade mediante a acdo de luz, altas temperaturas e certos
agentes destrutivos e, por outro lado, menor poder tintorial em relacdo aos corantes (Christie,
2015). No couro, os pigmentos sdo aplicados na etapa de acabamento conferindo as
caracteristicas finais de cor, toque e cobertura ao artigo. Para couros com aspecto visual natural,

tais como couro anilina e camurca, ndo é usado acabamento com pigmento (Gutterres, 2011).
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No processo de fabricagdo de couro, 0s corantes sdo aplicados na etapa de tingimento
em solugdes aquosas sob o couro em estado molhado, os quais sdo fixados tanto na superficie
quanto no interior da rede de fibras curtida. Diferentemente, os pigmentos sdo utilizados nas
operacdes de acabamento realizadas na fabricagdo de couro de acabado, juntamente com
substancias aglutinantes poliméricas na superficie do couro seco (Covington, 2011).

As principais caracteristicas dos corantes usados no tingimento de couro estdo

apresentadas na Tabela 2.8.

Tabela 2.8: Principais caracteristicas dos corantes usados no tingimento de couro.

Tiposde |Estrutura Grupo c
co?antes molecular Carga funcl?onal Aplicagdo
Acidos Geralmente Anidnico |Antraquinonico, |Usado para tingimento em
hidrofilicos e trimetilmetano, |profundidade e com alta
moléculas azo, nitro e estabilidade a luz. Apresentam
relativamente nitroso afinidade por peles catibnicas e
pequenas. sdo fixados por acidificacdo
Basicos Moléculas Carga  |Azo, Usado para tingimento em
relativamente global  |trimetilmetano e |profundidade, confere
pequenas positiva |antraquindnico |estabilidade a luz muito baixa.
Séo fixados devido a reacao
eletrostéatica entre os grupos
amino do corante e
carboxilicos da pele
Diretos Moléculas maiores |Anidnico |Azo e Usado para tingimento
em comparagéo aos ftalocianinas superficial e conferem baixa
corantes acidos e estabilidade a luz. Fixam-se ao
basicos couro diretamente, sem
necessidade de auxiliares
Metalizados |Moléculas Carga  |Azo Usado para tingimento rapidos,
organicas anionica com profundidade e superficial,
complexas e com |baixa conferindo alta estabilidade a
alto peso molecular luz. Reag&o entre o0 ion
metalico e grupos carboxila.
Reativos  |Alto peso Carga  |Antraquindnico, |Usado para tingimento em
molecular aniénica |ftalocianina, profundidade e com alta
baixa basico e 4cido  |estabilidade a luz. Formam
ligacdo covalente com as fibras
do couro

* Corantes pertencentes a outra classe também podem ser considerados como reativos.
Fonte: adaptado de Ortiz-Monsalve, 2015.
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2.2.3 Corantes naturais

Corantes naturais sdo alternativas importantes para substituir corantes sintéticos
potencialmente prejudiciais a0 homem (Sivakumar et al., 2011), possuem melhor
biodegradabilidade e compatibilidade no meio ambiente em relagdo aos corantes sintéticos (De
Rossi et al., 2017; Dufossé, 2017) e podem apresentar importantes propriedades bioativas, como
atividades antioxidantes, antitumorais, antimicrobianas, anticarcinogénicas, entre outras
(Nigam e Luke, 2016; Abreu et al., 2015; Skellam, 2018).

As principais fontes para obtencdo de corantes naturais sdo de origem vegetal (folhas,
flores e frutos), animal (insetos) e microrganismos (fungos, microalgas e bactérias) e mineral
(Mendonca, 2011), porém poucas apresentam capacidade de producdo industrial. Corantes
naturais de origem vegetal tém uma série de desvantagens que dificultam sua utilizacéo,
incluindo a dependéncia do fornecimento de matérias-primas e baixo rendimento de extracéo,
agregando alto custo de producdo (Kim et al., 2002; Inayat et al., 2010) e apresentando baixa
resisténcia a luz e calor (Bordignon et al., 2012). Existem varios estudos de técnicas aplicadas
para aumentar a estabilidade da cor, como encapsulamento de corantes naturais em uma matriz
de silica através do processo sol-gel (Velho et al., 2018; Fabjan et al., 2012) e uso de mordentes
(Shahid et al., 2013).

Rossi et al., 2017 ressaltam varios corantes naturais em alimentos, como beta-caroteno,
extrato de cochonilha, riboflavina, extrato de urucum, paprica, acafrdo, curcuma e tanino de
acacia). A norbixina € um composto carotendide extraido das sementes do fruto do urucum
(Bixa orellana L.) conhecido como um corante anidnico devido aos grupos carboxilicos
presentes em sua estrutura e € um material atraente para a intercalacdo com outros materiais via
adsorcdo eletrostatica (Fontinele et al., 2018; Stringheta et al., 2018). O corante Carmin de
Cochonilha (Dactylopius coccus) é usado mundialmente como corante vermelho em alimentos,
bebidas, cosméticos, farmacos, sendo, sendo seu principal componente o acido carminico
(Bordingnon et al., 2012) e para a producdo de 100g deste corante sdo necessarios cerca de
14.000 insetos fémea (Mapari, 2010).

Os corantes naturais produzidos por via biotecnologica podem apresentar diversas
propriedades bioativos com efeitos terapéuticos que podem ser um diferencial importante.
Mapar et al. (2005 e 2010) ressaltam que para solucionar a desvantagem de baixo rendimento

de producdo de corantes naturais € necessario explorar a potencialidade de outras fontes
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bioldgicas, tais como microalgas, fungos e bactérias. Além disso, destacam que a selecéo
adequada de microrganismos, engenharia genética e tecnologia de cultivo sdo ferramentas
disponiveis podem ser utilizadas para melhorar significativamente o rendimento da producéo

do corante em relacdo aos organismos selvagens e suprir as diversas necessidades industriais.

As microalgas estdo sendo cada vez mais reconhecidas como potencial fonte produtora
de carotenoides (Hu et al., 2018) devido as importantes propriedades nutricionais e bioativas
(Zhang et al., 2014 a,b). Os fungos filamentosos séo relatados como potenciais produtores de
corantes para producdo em larga escala e de forma controlada (Babitha et al., 2008; Dufossé,
2017; Nigam e Luke, 2016). Fungos, particularmente ascomicetos, basidiomicetos (cogumelos)
e liquens (associacdo simbidtica de fungos com um organismo fotossintetizante, geralmente
algas verdes e cianobactérias) sdo conhecidos por sintetizar e secretar naturalmente diversas
classes de corantes como metabolitos secundarios. Cogumelos e liquens séo dificeis de crescer
sob condigdes laboratoriais e por isso ndo sdo adequados para producdo em larga escala
industrial (Maldonado e Ibarra, 2005). Corantes de fungos basidiomicetos foram utilizados no
passado para tingir 1a e seda (Bessette, 2001), mas tais fungos sdo dificeis de cultivar em

laboratdrio e em condicOes de larga escala industrial (Mapari, 2010).

2.2.4 Mercado de corantes naturais

O mercado mundial de corantes naturais esté estimado em mais de U$ 2 bilhdes ao ano,
aumentando em 5 a 10% (De Carvalho, 2011). A comercializacdo bem-sucedida de compostos
naturais como [-caroteno, luteina e astaxantina derivados de microalgas (fontes ndo
convencionais) ou extraidos de plantas (fontes convencionais), tanto como corantes quanto

suplementos nutricionais, reflete a presenca e a importancia do nicho (Dufossé, 2016).

O mercado de carotendides, o grupo mais difundido de corantes naturais, esta estimado
em US$ 919 milhGes em 2015 (Kirti et al., 2014), US$ 1.24 bilhdo em 2016 e projetado para
US$ 1.53 bilhdo em 2021 (Hu et al., 2018). A principal desvantagem dos corantes naturais é
devido ao baixo rendimento de extracdo, fazendo com que seu pre¢o atual de mercado seja
aproximadamente US$ 1 por grama, limitando assim sua aplicacdo apenas a pegas de vestuario
de alto valor agregado (Mapari et al., 2005). Em alguns casos, a via de producdo natural pode
ser até dez vezes mais cara que a via sintética. Comparativamente, o custo do B caroteno

produzido por microalgas é cerca de US$ 1000,00/Kg contra US$ 500/Kg por via sintética.
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Atualmente, alguns corantes fungicos de qualidade alimentar ja estdo disponiveis no
mercado mundial, destacando os corantes de Monascus, Arpink red ™ (conhecido como
Natural Red ™) produzidos por Penicillium oxalicum, riboflavina do fungo Ashbya gossypii,
licopeno e B-caroteno do fungo tropical Blakeslea trispora (Torres et al., 2016). A produgéo
global e o consumo anual de corantes Monascus no Japdo foram avaliados em US$ 12 milhdes
e aumentaram de 100 toneladas em 1981 para 600 toneladas anual (Mostafa and Abbady, 2014).

2.2.5 Corantes fungicos

Os fungos filamentosos séo fontes alternativas para producdo de corantes naturais, pois
sdo cultivados sob condi¢cfes controladas, em qualquer local e época do ano (ndo depende de
efeitos sazonais), ndo requer grandes areas de cultivo, crescem em curto periodo (De Carvalho
et al., 2005; Rossi et al., 2017), podem reaproveitar residuos industriais como substratos
(Panesar et al., 2015; Hilares et al., 2018) e produzem uma vasta gama de corantes naturais de
diferentes classes quimicas, como carotenoides, melaninas, azafilonas, antraquinonas, flavinas,
fenazinas, quinonas, violaceina e indigo (Dufosseé et al., 2016). Eposito e De Azevedo (2010)
destacam tonalidades, como amarelo (monascina e ancaflavina em Monascus purpureus),
laranja (cinabarina em Pycnoporus sanguineus, rubropunctatina em Monascus purpureus, -
caroteno e torularodina em Rhodotorula glutinis), vermelho (monoasco rubramina em
Monascus purpureus; auxarconjugatinas em Auxarthon conjugatum), azul (boletol em
Boletusluridus), amarelo-alaranjado (aurofusarina e rubrofusarina em Fusarium culmorum).
Ainda, complementam que espécies de Drechslera produzem hidroxiantraquinonas, tais como
helmintosporina (marrom), catenarina (vermelho), cinodontina (bronze), tritisporina

(vermelho-castanho).

O corante negro encontrado frequentemente em sistemas microbianos geralmente é
considerado como melanina (complexo agregado de corante do tipo quinoide) ou melaproteina
(Solano, 2014). O género Xylaria (Ascomycota), cujo estroma é extremamente escuro, produz
também ascoporos melanizados na maturidade. As melaninas protegem os organismos contra
0 estresse ambiental tais como exposicdo a metais pesados, dissecacdo, condicdes
hiperosmoticas, temperaturas extremas (Gaeumannomyces graminis), antagonismo com outros
organismos (Phellinus weirii), limitacdo de nutrientes, choque de pH, radiacdo ionizante e luz

ultravioleta (Henson el al., 1999).
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Os estudos de Raisanen et al. (2001 e 2002) mostram que compostos puros de
antraquinona do fungo Dermocybe sanguinea podem produzir cores vivas e propriedades de
estabilidade da cor em tecidos equivalentes a de corantes dispersos sintéticos. Conforme
mostrado na Figura 2.4 pode-se obter grande variedade de tonalidades e corantes quando
alterado fatores do processo como, tipos e quantidade de mordente.

Figura 2.4: Tonalidades conferidas pelo corante emodina em substratos de madeira

Fonte: Raisanen et al., (2002).

Segundo Velmurugan et al. (2010b), estudos dos fatores ambientais que afetam o
crescimento e metabolismo de fungos filamentosos sdo necessarios para otimizar a producdo
de determinados produtos biossintéticos. Luz e temperatura sdo fatores ambientais
fundamentais para regular os processos de desenvolvimento e fisiologicos em varios
organismos, incluindo fungos filamentosos (Miyake, 2005; Babitha et al., 2008; Hilares et al.,
2018). Ainda, a producdo de corantes pode ser direcionada para um tipo especifico dependendo
dos substratos, das condicGes operacionais (temperatura, pH, oxigénio dissolvido) e do modo

de cultivo em estado sélido ou submerso (Vendruscolo et al., 2016a).

O género Monascus pertence ao grupo dos Ascomicetos, particularmente a familia
Monascaceae, possuindo trés espécies: M. pilosus, M. purpureus e M. ruber (Daroit et al.,
2007). Os corantes obtidos do fungo Monascus formam um grupo de metabdlitos secundarios
chamados azafilonas que possuem estrutura molecular e propriedades quimicas similares
Babitha et al. (2008), produzindo seis tipos diferentes de corantes, divididos em trés grupos:
(1) corante laranja, rubropunctatina (C21H220s) e monascorubramina (C23H260s); (2) corante

vermelho, rubropunctamina (C21H23NO4) e monascurubramina (C23H27NO4) e (3) corante
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amarelo, monascina (C21H260s) e ankaflavina (C23H300s) que sdo formas reduzidas dos dois

corantes laranja (Haque et al., 2016).

Os produtos obtidos a partir do cultivo de Monascus purpureus tém sido amplamente
utilizados para consumo humano ha muitos séculos, principalmente em paises asiaticos, como
corante alimentar, conservante, suplemento alimentar, alimento funcional e medicina
tradicional devido as propriedades bioativas anti-inflamatéria, antitumoral, antimicrobiana,
antifungico, antiviral, antioxidante, citotoxico, nematicida (Srianta et al., 2016; Venkatachalam
et al., 2018b), além de redutor de colesterol, e diabetes (Feng et al., 2012). Como um corante
alimentar natural, os pigmentos vermelhos e amarelos tém sido amplamente utilizados nas
industrias de alimentos em carne, 6leo comestivel, biscoito, pdo, bolos e bebidas (Srianta et al.,
2014).

Conforme citado por Velmurugan et al. (2010a), estudos anteriores indicam que M.
purpureus, Emericella spp. e Penicillium spp. ndo apresentam efeitos toxicos (Youssef et al.,
2008). As aplicacOes destes corantes fungicos em tingimento de algodao, seda, 1a e couro foram

relatadas em varios estudos (De Santis et al., 2005; Nagia, 2007).

Velmurugan et al. (2009) estudaram o efeito antibacteriano de cinco corantes fungicos
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Dentre os estudados, os de M. purpureus e
P. purpurogenum aplicados em amostras de tecido e couro apresentaram alta reducéo nas
colénias de bactérias patogénicas. Segundo o autor, a combinacdo de corante microbiano e
mordente (sulfato ferroso) tem boas possibilidades para a producgéo de vestuario e artigos de
couro antimicrobianos. Os resultados indicam que o corante obtido a partir de cada fungo pode
ser usado no tingimento de produtos de algoddo e couro para fins farmacéuticos, hospitalares e

esportivos, outros.

Velmurugan et al. (2010a) tiveram como objetivo em seus estudos desenvolver uma
metodologia de extracdo de corante de filamentos fungicos e aplicar no tingimento de couro.
Foram avaliados e otimizados o potencial de tingimento de amostras de couros preé curtidos com
cinco corantes extraidos e purificados dos fungos Monascus purpureus, Isaria spp., Emericella
spp., Fusarium spp., e Penicillium spp. Os melhores resultados referentes a adsorcdo e
penetracdo de corante e intensidade da cor, mostraram que a concentragdo 6tima dos corantes

foi de 6% sobre o peso de couro e a condicdo ideal de tingimento foi de 70°C, pH de 5,0 e
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tempo de 120 min de duracdo. A absor¢do maxima de corantes nas amostras de pele variou de
40% a 70% = 0,2 e as variagOes de tonalidades das amostras foram elevadas para M. purpureus.
Os corantes fungicos ndo alteraram significativamente as propriedades organolépticas da

amostra de couro.

Moritz (2005) estudou a producéo de corantes vermelhos formados por Monascus ruber
CCT 3802 em cultivo submerso utilizando substratos (residuo agroindustrial), da fonte de
nitrogénio e das condic6es de cultivo, como alternativa para reducdo dos custos de produgéo,
extracdo e purificagdo do produto final, além da minimizagdo da concentracdo de toxina

(citrinina) formada juntamente com os corantes vermelhos.

Fontes de carbono e nitrogénio constituem o principal custo do meio de cultivo e varios
estudos sobre fontes alternativas relataram a producdo econémica de biocorante vermelho
usando varios produtos agricolas e subprodutos. (Taskin et al., 2011; Lopes et al., 2013; Silveira
et al., 2013; Srivastav et al., 2015; Panesar et al., 2015; Singh et al., 2015; Haque et al., 2016;
Srianta et al., 2016; Kantifedaki et al., 2018; Hilares et al., 2018).

Monascus purpureus produz diferentes cores dependendo do pH do meio, sendo
predominando amarelo Amax @ 400 nm em pH inicial baixo (2,0 - 4,0), laranja a Amax 480 nm se

mantém em estado estacionario, independentemente da condicao de pH e vermelho a Amax 500

nm em pH acima de 5,0 (6,0 - 8,0) (Chatterjee et al., 2009; Srianta et al., 2016).

Nos estudos de Srianta et al. (2016) com cultivo de Monascus purpureus em estado
solido, a producdo de biocorantes iniciou no final da fase logaritmica, mais rapidamente
utilizando arroz como substrato (4° dia), seguido por grdo de sorgo descascado no (5° dia) e
para outros cereais foram requeridos periodos mais longos de cultivo. A maior producdo de
biocorante de Monascus purpureus, utilizando arroz como substrato, foi de aproximadamente
250 AU/g para cor vermelha e laranja e 300 AU/g para cor amarela no 12° dia, estabilizando

apos esse periodo.

Fontes de nitrogénio como aminoacidos exercem regulacdo complexa sobre a expressao
génica e atividades enzimaticas para sintese de policetideos. Os pigmentos permanecem
essencialmente intracelulares devido a sua alta hidrofobicidade e excretados no meio apés a

reacdo com uma unidade NH2 de amino&cidos (Hajjaj et al., 2012).
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2.3 Pele e processamento em couro

A pele é o 6rgdo que reveste o corpo de animais superiores com funcdes fisiologicas,
como de regular a temperatura corporal e proteger contra agentes externos, refletindo as
condi¢des geoclimaticas, tipo de alimentacdo, sexo, idade e estado de salde.

A pele fresca é constituida como uma matriz reticulada de proteinas fibrosas de
composicao aproximada de 60-64% de agua, 33% de proteinas, 2-6% de gorduras, 0,5% de
substancias minerais e 0,5% de outras substancias (Gutterres, 2011). Devido a fluidez da agua
presente, as fibras das proteinas podem deslizar facilmente entre si, 0 que garante sua
maleabilidade e elasticidade. A pele possui trés camadas formadoras:

e aepiderme que é a camada superior da pele e constituida por conjunto de células
queratinosas dispostas em camadas;

e aderme que é composta pelas subcamadas papilar e reticular. A camada papilar,
termostéatica, também denominada de camada flor ou grdo encontra-se junto a
epiderme e € constituida por um conjunto fino e denso de fibras com presenca
de pelos, glandulas sebaceas e sudoriparas. Abaixo, a camada reticular é
composta por um conjunto de fibras espacadas e grossas.

e a hipoderme que é constituida por tecido adiposo, conectivo, vasos sanguineos,
nervos e musculos.

A epiderme e a hipoderme sdo removidas, respectivamente, nas etapas de depilacéo /
caleiro e de descarne e a derme preservada é a parte da pele que de fato constituird o couro. Na
etapa de divisdo do couro, a derme € laminada em duas camadas, a superior (mais nobre), que
contém a camada flor e mais parte da camada reticular, e a camada inferior que contém apenas
parte restante da camada reticular, esta que por sua vez origina o couro raspa utilizado para a

producdo da camurca, por exemplo.

Do total das proteinas da pele, aproximadamente 94-95% é colageno, 1% ¢ elastina, 1-
2% € queratina e o resto sdo proteinas nao fibrosas (Gutterres, 2011). O mecanismo de
tingimento envolve a interacdo das moléculas do corante com o grupo funcional reativo do
colageno, complexo coladgeno-curtente ou ambos e a absorcao de corante pelo couro é atribuida
as forgas de atracdo especificas, tais como ligacdo covalente, de hidrogénio e idnica ou forcas
de Van de Waals (Haroun e Mansour, 2008).
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A cadeia polipeptidica do colageno é formada por 1052 residuos de aminoacidos, de
formula basica HoN-CHR-COOH em forma de unidades repetidas de tripeptideos (Gly-X-Y)n,
onde glicina (Gly) esta sempre na primeira posi¢do, X é na maioria das vezes prolinae Y é as
vezes hidroxiprolina (Mancopes, 2008). Portanto, um terco dos residuos de aminoacidos no
colageno sdo glicina, ou seja, 12% dos tripletos sdo -Gly-Pro-Hypro-, 44% sdo -Gly-Pro-Y- ou
-Gly-X-Hypro- e 44% s&o -Gly-X-Y-. O contetdo de aminoécidos determina a reatividade da
proteina aos reagentes quimicos usados no processo de curtimento e o ponto isoelétrico que,

juntamente com o pH, controla a carga na proteina (Covington 2011).

A presenca de grupos &cidos e basicos da a proteina um carater anfotero e, como
consequéncia, a carga global da pele varia com o pH do meio em que se encontra. Em solucGes
acidas, o grupo carboxilico encontra-se na forma nao dissociada NHs* — P — COOH, e a carga
total € positiva. Em solucdes basicas, 0s grupos carboxilicos estdo dissociados, na forma NH>
— P — COQO, e suas cargas sao negativas. O valor de pH em que a proteina da pele apresenta
carga elétrica global nula (equilibrio entre as cargas negativas e positivas dos grupamentos
ibnicos da proteina) é denominado ponto isoelétrico. O ponto isoelétrico tipico de colageno é

7,4 e o efeito do pH sobre o estado de carga de proteina esta apresentado na Figura 2.5.

Figura 2.5: Efeito do pH sobre o estado de carga de proteina de colageno
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Fonte: Beghetto et al. (2013).

2.3.1 Etapas de produgdo do couro

Na fabricacdo do couro ocorre a modificacdo quimica e estabilizacdo do colageno da
pele com substituicdo da agua por determinadas substancias, ligadas quimicamente ou
fisicamente depositadas nos espacos interfibrilares (Gutterres, 2011). O processo de
transformacéo da pele em couro compreende trés fases de trabalho, denominadas operacGes de

ribeira, curtimento e acabamento, subdivididas em varias etapas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/PH
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carga_el%C3%A9trica

30 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As operacOes de ribeira sdo realizadas para remocdo da maioria das estruturas e
substancias ndo formadoras do couro, como a epiderme, hipoderme e material interfibrilar e
ajuste de pH para a operacao de curtimento. Esta fase é constituida pelas etapas de pré-descarne,
remolho, depilacdo e caleiro, descarne e divisdao, desencalagem, purga e piquel (Gutterres e
Mella, 2014).

Em sequéncia, € realizado o curtimento em duas etapas: a difusdo e a fixacdo do agente
curtente (Aquim, 2009), sendo que 0 agente curtente reage com a proteina conferindo
estabilidade e aumentando a resisténcia hidrotérmica e a putrefacdo da pele que a partir de
curtida passa a ser denominada de couro. Os agentes curtentes empregados na inddstria do
couro podem ser de origem vegetal, mineral ou sintética, sendo que o mais utilizado em todo o
mundo é o sal basico de cromo. O sal de cromo é normalmente sulfato basico de cromo, com
basicidade de 33% e teor de 0xido de cromo de 16 a 26% e é solivel em meio acido (Gutterres,
2011).

Os produtos organicos de fontes naturais mais utilizados no processamento de couro séo
0s taninos vegetais, constituidos por misturas de polifendis altamente complexas de massa
molecular entre 500 a 3000 Da, e possuem grupos —OH em quantidades suficientes, capazes de
estabelecer ligacdes de hidrogénio com o colageno (Spier et al., 2017). Os taninos hidrolisaveis
ou pirogalicos sdo grandes moléculas de ésteres constituidas de um ndcleo central de moléculas
de acucar ligadas através de seus grupos —OH aos grupos -COOH dos acidos fenol-carboxilico
(Venter et al., 2012). S&o facilmente hidrolisados pela acdo de acidos e enzimas, formando
produtos solUveis em agua e liberando moléculas de agucar ou alcool poli-hidrico e acido
carboxilico fenolico. Os taninos condensados ou Proantocianidinas (PACSs) sao poliflavonoides
presentes nas plantas, constituidos por unidades monoméricas oligomerizadas / polimerizadas
de flavano-3-ol (Grassel et al., 2016).

Outros agentes de curtimento isentos de cromo comumente utilizados, como
glutaraldeido, glutaraldeido modificado, sal fosfonio organico e compostos de oxazolidina, tém
varios problemas, tais como odor pungente, alto teor de formaldeido livre, conferem baixa
estabilidade hidrotérmica e baixa resisténcia a variacdo de cor do couro. Ainda, aumentam a
eletronegatividade de couros curtidos, o que dificulta a absorcdo de substancias quimicas
anidnicas como corantes e agentes de engraxe durante os processos de recurtimento (Li et al.,
2013).
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Conforme Gutterres e Osorio (2004), o coldgeno mostra um comportamento tipico sob
aquecimento em &gua, sendo que a fibra isolada ou amostra de couro encolhe a certa
temperatura de acordo com sua estabilidade hidrotérmica. A ocorréncia do encolhimento (ou
retracdo) é devido a transicdo da hélice triplice do coldgeno para uma estrutura enrolada
aleatoria, o fenbmeno também é conhecido como desnaturacdo. A Tabela 2.9 mostra a

temperatura de retracdo para couros curtidos com diferentes curtentes.

Tabela 2.9: Temperatura de retracdo para couros curtidos com diferentes curtentes.

Curtente Temperatura de retracéo (°C)
Cromo Il 100 — 120
Zirconio (1V) 80 -85
Aldeido 75-85
Sintanos fenolicos 70-85
Aluminio (111) 65-75
Resinas, polimeros 65— 75
Tanino Vegetal 70 -85

Fonte: Ritterbusch et al. (2014).

Apos o curtimento, ocorre 0 enxugamento do couro curtido por meio de operacgdo
mecanica que visa eliminar o excesso de liquido para facilitar o rebaixamento. No
rebaixamento, a espessura do couro € ajustada de forma homogénea e devera prevalecer até o

final do processamento.

O pH do couro no final do curtimento com cromo é geralmente proximo a 4,0, ficando
abaixo do ponto isoelétrico do colageno e, desta forma, a proteina da pele esta sob a forma
catibnica, muito reativa a recurtentes, corantes e agentes de engraxe anidnicos aplicados nas

etapas subsequentes de acabamento molhado (Beghetto et al., 2013).

No acabamento molhado do couro, a etapa de desacidulacao visa ajustar o pH do couro
com sal alcalino suave a fim de aumentar o pH para valores de 5,0 a 6,5, possibilitando uma
penetracdo regular de recurtentes, engraxantes e corantes, evitando deposicdo superficial destes
com consequente tensionamento da flor (Fuck et al., 2018b). A escolha dos agentes de
desacidulacéo, bem como o pH final é realizada em fung&o do tipo de couro a ser produzido. O

ajuste de pH de desacidulacao para valores mais altos garantira uma penetracdo mais profunda
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dos produtos quimicos no acabamento molhado, enquanto um pH mais baixo provocard uma

reacdo mais superficial (Basf, 2007).

No engraxe, o couro € tratado com matérias graxas, geralmente 6leos sulfatados ou
sulfonados, que reagem com a estrutura fibrosa de colageno, mantendo as fibras separadas e
lubrificadas, aumentando a resisténcia ao rasgamento e alongamento, e conferindo as
propriedades de flexibilidade e maleabilidade ao couro que, originalmente, eram atribuidas pelo
préprio teor de dgua presente na pele fresca (Gutterres e Mancopes, 2013).

Por fim, o acabamento final é o estagio no processo de fabricacdo de couro em curtumes
e compreende um conjunto de etapas de tratamento com a finalidade de garantir que as
propriedades de resisténcia apropriadas no produto final sejam obtidas. No acabamento é
melhorada a aparéncia do couro, reduzido os defeitos e marcas da superficie, o couro adquire
cobertura e brilho, sensacdo de tato, correspondéncia de cores, efeitos de cor, textura e atende
varios padrdes de exigéncia de qualidade, enquanto ainda conserva ou até mesmo restaura a
aparéncia natural do couro. Nesta etapa sdo aplicados no couro muitos produtos para formar
uma camada protetora de revestimento, os quais incluem resinas, tais como poliacrilatos,
poliuretanos e caseina e pigmentos. (Winter et al., 2015). A Figura 2.6 mostra as etapas do

processamento de couro e 0s pontos de geracdo de efluente e residuos sélidos.

Figura 2.6: Etapas do processamento do couro.
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2.4 Etapas de estudo do processamento do couro
A seguir serdo aprofundados os conhecimentos nas operagdes do processamento do

couro de maior relevancia para este trabalho.

2.4.1 Depilacdo e Caleiro da Pele

Estas etapas tém o objetivo de retirar o pelo ou I& da pele (incluindo suas raizes e todo
material queratinoso que preenche os foliculos pilosos), remover a epiderme, intumescer e
separar as fibras e fibrilas do coladgeno, além de continuar a limpeza e desengraxe que tem inicio
no remolho e facilitar o descarne atraves do inchamento da pele (Andrioli, 2012).

O sistema mais usado e conhecido utiliza a combinacdo sulfeto de sddio e éxido de
calcio, sendo o primeiro empregado para destruir os pelos e a epiderme e para que haja um
intumescimento da pele e desdobramento das fibras. O uso de o0xido de célcio (Cal), que em
agua é convertido a hidréxido, tem finalidade de agir como fonte de alcali, elevando o pH do
meio (Aquim, 2009). Apesar de serem excelentes agentes depilantes, os ions sulfeto também
requerem certo grau de alcalinidade para reagir de maneira completa com a cistina. No caso do
sulfeto de sodio, essa alcalinidade é parcialmente suprida pela dissociacéo alcalina desse sal em
agua, sendo a alcalinidade restante provida pelo hidréxido de calcio (Gutterres, 2011). Para
promover a depilacdo, deve-se enfraquecer e até destruir a queratina formadora do pelo e da
epiderme eliminando as pontes dissulfidicas e de hidrogénio que estabilizam a proteina
queratina. As pontes de hidrogénio, mais fracas que as dissulfidicas, podem ser destruidas por
acdo de bases de Lewis, substancias doadoras de elétrons, como OH", H.NR, HSR ou outros.
Ja as pontes dissulfidicas necessitam, alem da alcalinidade fornecida por grupos OH-, também
de compostos capazes de substituir o enxofre presente no aminoéacido cistina, evitando assim a

reestruturacdo das pontes (Dettmer, 2012a).

Outra técnica de depilacédo € baseada no processo de afrouxamento do pelo, conhecido
como hair saving, que pode ser de natureza quimica, enzimatica, mecanica ou quimico-
mecanica. O principio de funcionamento desse processo esta focado no ataque as queratinas do
tipo soft (macias), que se distribuem na epiderme e membrana basal dos foliculos pilosos. Dessa
forma os pelos sdo afrouxados e removidos (e sua estrutura € mantida preservada) (Mella,
2017a). Apos a depilacdo com conservacdo de pelo, o residuo solido é separado do efluente

liquido por peneiramento, sendo passivel de reaproveitado para obtencdo da queratina
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hidrolisada, fabricacdo de feltros e aglomerados (Galarza et al., 2009), uso como material
adsorvente e em compostos organicos agricolas (Mella, 2017b). A reutilizacdo deste residuo
contribui para reduzir o impacto ambiental negativo do setor e diminuir os custos de producao
associados a destinacdo correta dos residuos gerados (Andrioli et al., 2015). O desenvolvimento
da depilacdo hair saving, nas suas diferentes modalidades, estd produzindo uma mudanga nas
técnicas tradicionais na inddstria mundial de curtumes. A partir dessa mudanga é possivel obter
uma reducdo da carga organica no efluente de ribeira (expressa em termos da DQO entre 40-
60%), a reducdo da concentracdo de sulfetos (cerca de 50%) e também a reducdo dos sélidos
suspensos e sedimentaveis (cerca de 75%) (Galarza et al., 2009; Mella, 2017a).

Desenvolvimentos de sistemas enzimaticos de depilacdo hair saving sdo reportados na
literatura. Dettmer et al. (2012 b,c, 2013) obtiveram uma enzima a partir da Bacillus subtilis
BLBc 11 isolada de um lodo de curtume para propor um processo enzimatico de depilagdo em
substituicdo ao processo quimico que utiliza cal e sulfetos, resultando em reducdo do tempo de
processo em 50% e da DQO, DBO e solidos totais em cerca de 40 a 60%. Andrioli et al (2014,
2015) avaliaram o uso dessa mesma enzima em combinagdo com peroxido de hidrogénio para
remocdo de pelos bovinos, resultando na conservacéo do pelo, eliminacao do uso de cal e sulfeto
de sddio e gerando efluente com menor carga organica e emissao atmosferica isenta de gases
toxicos. Outras vantagens obtidas foram reducdo do tempo de processo de 15 a 18 horas,
referente ao processo convencional, para 4 horas com o processo enzimatico-oxidativo e
possibilidade a reutilizacdo do residuo de pelos para outros fins, como a producdo de

fertilizantes ou a extracdo de queratina.

Hamiche et al (2019) apresentaram duas novas queratinases purificadas, caracterizadas
e designadas como KERZT-A e KERZT-B, produzidas por cepas B. amyloliquefaciens S13
isoladas da alga Z. tournefortii, as quais exibiram altos niveis de atividade e estabilidade em
ampla faixa de temperatura e pH. Anzani et al. (2017) compararam 0s métodos de depilacao
baseados em enzimas proteoliticas (Alcalase, isolada de Bacillus licheniformis) e em meio
oxidativo pelo uso dos agentes quimicos hidroxido de s6dio e perdxido de hidrogénio). Os
resultados indicaram que ambos os métodos tém o potencial de serem alternativas mais
sustentaveis aos atuais, sendo que o método oxidativo parece ser a metodologia de remocéo de
pelos mais eficiente e menos dispendiosa, € ndo requer etapas adicionais apos o término do
tratamento, como no caso do processo enzimatico. Por outro lado, os efluentes gerados apds 0s

tratamentos enzimaticos apresentaram proteinas de boa qualidade e poderiam ser



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 35

reaproveitados em formulacGes de ragdes / alimentos, enquanto os efluentes gerados nos
tratamentos oxidativos possuem potencial de aplicagdes de menor valor devido ao dano
oxidativo. Morera et al. (2016) propuseram mudangas no processo de depilacdo a fim de
diminuir a poluicdo gerada nos efluentes, substituindo o processo redutor de degradacéo do pelo
por um processo redutivo-oxidativo usando o peroxido de hidrogénio para reduzir o suprimento
de sulfeto. Como resultado, obtém-se couro comercialmente aceitavel em termos de custos e
qualidade e observam-se reducdes significativas na carga contaminante das aguas residuais que
sdo descartadas. Os resultados indicam que a condutividade da agua residual é reduzida em
26%, os solidos suspensos diminuem em 75%, o sulfeto observado desaparece e a aumenta a
quantidade de cromo absorvida pelas peles.

2.4.2 Tingimento de couro

Tingimento é a etapa do processamento do couro realizada durante as operacOes de
acabamento molhado com a finalidade de atribuir a cor desejada ao artigo mediante a adicdo de
corantes soliveis em meio acido, neutro ou basico, que possuem estrutura molecular

eletronicamente instavel (Covington, 2011).

As propriedades sensoriais como pureza da tonalidade, intensidade da cor e
uniformidade no couro tingido sdo importantes e, muitas vezes, determinantes para a aceitacao
do artigo final. Para tanto, devem ser consideradas as condicGes e controles que influenciam
esta etapa, assim como as caracteristicas fisicas e quimicas dos corantes quanto a sua afinidade
com o colageno, poder de penetracdo e grau de fixa¢do no couro e sua estabilidade sob acdo de

fatores, como luz e calor, e resisténcia a friccdo (Ritterbusch et al., 2014).

No tingimento, devem ser favorecidas as condi¢6es de difusdo e fixacdo do corante na
estrutura do colageno. Inicialmente, a reatividade do substrato frente ao corante deve ser
minimizada através do aumento do pH, a fim de possibilitar uma boa penetracdo do corante
através de toda a espessura (interior) do couro. Apos atravessamento satisfatério do corante, é
realizada a acidificacdo do banho de tingimento, tipicamente com acido formico, para promover
a ionizacdo de grupos amino do colageno que reagirdo com os grupos funcionais do corante

(Beghetto et al., 2013), conforme a Figura 2.7.
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Figura 2.7: Reacéo de fixagdo de corante anidnico com a pele
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Fonte: Mogiana (2007).

No processo de tingimento, atuam afinidades ou repulsdes das cargas tanto do couro
quanto do corante. A reatividade entre eles sera maior ou menor dependendo da diferenca de
cargas elétricas entre couro e o corante. S0 pressupostos quatro tipos de ligacdes (Cueronet,
2014):

e interacOes eletrostaticas ou pontes salinas entre 0s grupos amino livres da
proteina e os grupos sulfénico dos corantes;

e ligacOes de Hidrogénio entre os hidrogénios ativos do corante e 0s centros de
alta densidade eletronica da proteina ou entre os hidrogénios ativos do couro e
grupamentos azo do corante;

o forcas de Van der Waals entre corantes e proteina;

e ligacdes covalentes entre corante e complexo de cromo.

Usualmente, na industrializacdo do couro € realizada uma segunda adicdo de corante
apos a acidulacdo do banho de tingimento, denominado remonte. Nesta condi¢do de pH e,
geralmente, com o aumento de temperatura do banho, o corante aplicado no remonte reage
apenas na superficie do couro, conferindo tonalidade mais intensa ao artigo sem interferir no

corante fixado anteriormente (Bordignon et al., 2012; Clariant, 2014).

Em sua grande maioria 0s couros sdo tingidos com corantes artificiais, 0s quais atribuem
as propriedades estéticas determinantes aos artigos, porém podem ocasionar reacdes alérgicas,
ter efeitos toxicos, de mutagenicidade e potencial carcinogénico ao homem, quando em contato
com a pele, e a0 meio ambiente, quando descartadas irregularmente nos efluentes ou lodos de

tratamento. O desenvolvimento de corantes ecologicamente corretos para tingimento é de
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relevancia tecnoldgica visando a producgdo mais limpa na industria e a seguranca para aplicagdo

em produtos de uso em contato direto com o corpo.

2.4.2.1 Fatores que influenciam o tingimento

O tingimento deve ser considerado segundo 0s aspectos cinéticos, que levam em conta
a taxa de adsorcdo de corantes, e termodindmicos, que analisam a distribuicdo de corante entre
0 couro e banho quando o equilibrio € estabelecido. Nao é simplesmente o tingimento do
colageno, e sim, tingimento do colageno curtido e interacdes com todas as operagdes e agentes
quimicos utilizados até o produto final (Haroun e Mansour, 2008). Como ha um grande nimero
de classes de couros, as condi¢des do processo de curtimento também variam e as possibilidades
de usar um ou outro produto que afetara o colageno de uma forma particular sdo muitas. Ainda,
a grande maioria dos insumos empregados no processamento do couro é constituida de
moléculas anibnicas, o que significa grande competicdo pelos sitios catidénicos do colageno. Os
corantes podem interagir com grupos livres do colageno ou complexos de colageno e agentes
curtentes ou ambos a0 mesmo tempo e podem ser ligados por ligacdo idnica, covalente e
ligacGes de hidrogénio, bem como por forcas de Van der Waals (Beleska et al., 2013). Os
principais fatores que influenciam no tingimento séo temperatura, volume do banho, dimensées

do fuldo, tipo de corante, tipos de curtimento e recurtimento (Hussain et al., 2017a; Mela,
2017).

Em geral, os corantes possuem baixa afinidade com o couro em temperaturas ambientes,
penetrando profundamente nas fibras do interior do couro sem se fixar na superficie do material.
Como consequéncia, € obtida melhor homogeneidade da cor, porém a tonalidade superficial é
menos intensa. Altas temperaturas de tingimento aumentam a afinidade do couro pelo corante,
promovendo maior fixacdo dos corantes, mas podendo prejudicar a homogeneizagédo de cor no
artigo (Heidemann, 1993). Assim, o tingimento é usualmente procedido inicialmente em baixa
temperatura (30°C) para promover maior penetracdo e melhor uniformidade de cor e,
posteriormente, aquecido a temperatura acima de 50°C para promover a maior fixacdo, melhor

esgotamento do banho e maior intensidade de cor (Zaliauskiene et al., 2006; Basf, 2007).

Em relacdo a acidez do banho, o fator prioritario na desacidulacdo do couro é que seja
feita em toda a espessura do couro e de forma homogénea. Couros que nao ficam homogéneos
na desacidulagdo, tanto nas camadas quanto nas regies do couro, ndo ficardo homogéneos nos

aspectos do recurtimento, tingimento e engraxe. A influéncia da acidez na afinidade do corante
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as fibras do couro varia de corante para corante. A desacidula¢do do couro a um pH minimo de
5,5 previne uma deposicao superficial do corante no couro. Elevando o pH na fase inicial,
sequido pela reducdo do pH no final, pode ajudar a distribuicdo homogénea do corante, sem
afetar a flor ou grdo. A acidificacdo do banho de tingimento no final do processo reduz a
solubilidade do corante, que entdo comega a se ligar ao substrato. Os corantes mais utilizados
sdo os &cidos que possuem normalmente pH ligeiramente alcalino, fixando-se em meio acido
com pH em torno de 3,5. Entdo, quanto mais baixo for o pH, mais dificil sera o atravessamento
no couro e maior serd a intensidade na superficie (Beghetto et al., 2013).

A uniformidade do tingimento é essencialmente determinada em todo tipo de couro,
pela velocidade com a qual os corantes se ligam com as fibras do couro. Um maior tempo de
tingimento promove maior atravessamento, assim como tempos menores promovem
tingimentos mais superficiais. Ja no processo de fixacao, quanto mais lentamente for conduzido,
melhores serdo os resultados (Covington, 2011). Normalmente o tempo de tingimento varia
entre 30 a 40 minutos.

Para obter-se um atravessamento melhor e mais rapido do corante deve-se trabalhar com
volume de banho menor possivel, pois isto aumentara a acdo mecanica e otimizara a difuséo.
Ja com um volume de banho maior é obtido um melhor efeito superficial e uma maior
uniformidade. Maior dilui¢do, isto é, banho mais longo, tem como efeito velocidade de
montagem menor e maior uniformidade (Basf, 2007). Quanto maior for o trabalho mecanico,
melhor sera o atravessamento do corante em funcdo do efeito de bombeamento do banho para
o0 interior do couro. Haroun (2005) ressalta a técnica de tingimento compacto, em que 0S
corantes, recurtentes e agentes de engraxe sao adicionados em uma Unica etapa no fuldo,
requerendo menor quantidade de insumos em comparacao aos processos tradicional, tornando

0 processo mais econdmico e gerando menos efluente.

A natureza do curtimento determina o tipo de corante a ser usado no tingimento de
couro. Corantes acidos, por exemplo, reagem com couros curtidos ao cromo e vegetal, mas
corantes basicos reagem com couros vegetais (Vedaraman e Muralidharan, 2011). Como a
maioria dos corantes utilizados atualmente tem carater aniénico e, portanto, tem uma grande
afinidade com o complexo de cromo, a ma distribuicdo do cromo no curtimento pode levar a

formacdo de manchas no tingimento. Os recurtentes influenciam na intensidade, tonalidade e
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atravessamento do tingimento, pois atuam nos mesmos pontos de ligacdo dos corantes ou por

interagirem com eles através de sua carga (normalmente ani6nica).

Auxiliares de tingimento sdo agentes dispersantes e de atravessamento de corante no
couro e a utilizacdo destes insumos quimicos tém o objetivo de melhorar a aplicagcdo dos
corantes e caracteristicas especificas no couro tingido, tais como intensidade e homogeneidade
da cor no couro. Estes produtos podem ser diferenciados de acordo com a afinidade pelo couro
ou pelo corante, basicamente classificados em: auxiliares anionicos, auxiliares que formam
complexo com corante, auxiliares que possuem afinidade com couro e corante, agentes

intensificadores, taninos catibnicos e auxiliares catibnicos.

2.4.2.2 Controle das caracteristicas exigidas aos couros tingidos

Na etapa de tingimento do couro, inumeros testes de controle e analises quantitativas
séo realizados para padronizar e agregar diferentes caracteristicas ao produto. Os testes para
controles efetuados na etapa de tingimento estdo descritos na Tabela 2.10.

Tabela 2.10: Testes rapidos de controles da etapa de tingimento.

Testes de controle | Observacoes

pH do banho Fundamental para garantir a condicdo ideal para difusdo e posterior
fixacdo dos corantes as fibras de colageno do couro.

Atravessamento Retirar uma amostra em processo para verificar a penetracdo do corante
na area transversal do couro. Se ndo for satisfatério, o processo de
tingimento deve continuar.

Cor e tonalidade | Durante o tingimento, pode-se secar um peda¢o antecipadamente para
conferir a cor.

Equalizacdo de Ao final da etapa de tingimento, o couro é seco e deve apresentar
tonalidade tingimento uniforme em toda a flor.

Esgotamento de A exaustdo do corante do banho no decorrer do tempo de tingimento
corante no banho | reflete a absorcdo do corante pelo couro e alternativamente pode ser
quantificada diretamente pela cor remanescente no banho por leituras em
espectrofotometro UV-Vis.

Apo6s a etapa de tingimento, é de grande importancia a realizagdo de testes fisico-
mecanicos para verificar se a amostra tingida esta nos padrées exigidos para os variados tipos

de artigos de couro, conforme a Tabela 2.11.
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Tabela 2.11: Andlises de estabilidade de cor em artigos tingidos.

Anélises Observacodes

Solidez a luz e calor A degradacdo da cor do couro pela agéo da luz e calor € um
e Luz Solar processo complexo, que depende do tipo de corante (grupo

e Luz Artificial (UV) croméforo) e do conjunto de produtos quimicos utilizados no

e Envelhecimento acelerado | Seu processo de producéo (recurtentes, engraxantes e outros).

Solidez em meio aquoso Depende das propriedades moleculares dos componentes do
e Lavagem corante. Consiste na transferéncia do corante ndo fixado no
e Suor couro através de um meio liquido para outro substrato.

Solidez a migracdo em meio | Transferéncia (migracdo) do corante para um substrato através
solvente de um solvente n&o aquoso.

e Lavagem a seco

e Migragdo ao PVC
e Friccdo

Quando o couro € exposto a luz solar ou a temperaturas elevadas, absorve a energia que
induz a reagdes fotoquimicas por mecanismos radicalares. Primeiramente, 0s compostos
quimicos sofrem cisao e os radicais livres sdo formados e, apds, reagem imediatamente com o
oxigénio formando radicais peroxido. Posteriormente, os radicais perdxidos reagem com 0S
componentes organicos do couro natural, corantes, agentes de curtimento e 6leos, quebrando

algumas das ligacdes entre os referidos produtos e colageno (Bacardit et al., 2012).

A estabilidade do ndcleo colorido determina a estabilidade do corante a luz, ao calor,
aos agentes oxidantes ou redutores. As radiacdes ultravioleta e gama induzem a geracao de
radicais livres nos compostos organicos, predominantemente nas liga¢des m, um ponto fraco da
estrutura da molécula. Apds a excitacdo da molécula, por qualquer fonte de energia, as ligacGes
7 absorvem essa energia que, ao atingir um determinado valor, rompem a ligacdo. Com o
rompimento, formam-se compostos de degradacdo que podem ou nao ser coloridos. Assim, ha

um desbotamento da cor ou até seu completo desaparecimento (Frinhani, 2003).

O teste de estabilidade da cor a altas temperaturas em couros semiacabados ou acabados
é usualmente efetuado atraves do envelhecimento acelerado em estufa de circulacdo de ar que

constitui em expor o material sob temperatura e tempo determinados com o objetivo de
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determinar a mudanca de cor e a variagdo dimensional. O resultado do grau de esmaecimento

da cor é expresso em escala de cinzas de 1 a 5, respectivamente 0 menor e maior valor.

Ensaios de solidez a luz consistem em determinar a estabilidade da cor do couro a acdo
de luz natural, ultravioleta ou lampada artificial de arco de xénon. Para estes ensaios, 0 Comité
Europeu de fabricantes de tintas estabeleceu como padréo de referéncia de cor a escala de Azul

de 1 a 8, sendo, respectivamente o menor e maior valor.

A determinagdo de migragdo da cor do couro tingido consiste em colocar a amostra
colorida em contato com outro substrato, podendo haver um liquido entre eles. Para o caso do
teste de solidez ao suor, o corante mal fixado no couro é transferido através da solugdo artificial
de suor até o substrato téxtil onde podera se fixar. Outros exemplos de testes sdo migracdo ao
PVC plastificado ou solventes de acabamento (por exemplo, N-metilpirrolidona). Também é
usual a determinacédo do grau de transferéncia de cor de um substrato para outra superficie por

friccdo umida e / ou seca, simulando a acéo do dedo humano e antebraco.

A solidez a luz esté diretamente relacionada com o tipo de corante (grupo croméforo);
assim, por exemplo, os corantes antraquinénicos sdo melhores que os azoicos, e 0s corantes
azdicos metalizados sdo melhores que os ndo metalizados (Ritterbusch et al., 2014). Segundo
Liu et al. (2010), a adicéo de tocoferol, no acabamento final, melhora a resisténcia do couro a

luz e ao calor.

2.4.2.3 Estudos de tingimento de couro
Varios estudos visam melhorar a etapa de tingimento de couro, incluindo novas técnicas,
otimizacdo de processos e uso de auxiliares de tingimento, mordentes e corantes

ecologicamente corretos.

As mudancas na estrutura dérmica ocasionadas no processo de ribeira influenciam na
adsorcdo de corantes e intensidade da cor na etapa de tingimento. Quanto maior € a
concentracdo de insumos usados no caleiro e / ou maior o tempo de processo, maior € a abertura
das fibras e, consequentemente, maior a adsorcao de corantes e menor a intensidade de cor no
couro (Beleska et al., 2013). Os estudos de Zaliauskiene et al. (2006) revelam que couros com

caleiro livre de cal absorveram menor quantidade de corante 1:2 complexo metalico no
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tingimento, porém o corante penetrou mais profundamente em comparacdo ao processo

convencional.

A aplicagéo de ultrassom no processamento de couro aumenta a absorgdo de cromo e
reduz o encolhimento no curtimento (Mengistie et al., 2016) e também melhora a taxa de
exaustdo no tingimento devido ao aumento da difusdo aparente (Sivakumar et al., 2008;
Sivakumar et al., 2009). Marsal et al., (2018) demonstraram que o tingimento de couro com
corantes que contenham na sua estrutura grupos amino passiveis de reagcdo pode contribuir para
a reducdo do teor de formaldeido livre provenientes, principalmente, do curtimento e
recurtimento. O tingimento em dois estagios, no qual o couro é tingido em um fuldo e,
posteriormente, fixado e engraxado em outro com reutilizacdo de 20% do banho de corante
residual, promoveu a reducéo de 77 a 81% de efluente e manteve a intensidade de cor requerida,
em comparagéo ao processo convencional (Vedaraman e Muralidharan, 2011).

O tratamento prévio com protease &cida no tingimento resultou em aumento da absorgéo
e difusdo do corante no couro (Kanth et al., 2009). A aplicacdo de 10% de copolimero
desenvolvido a partir de apara de pele hidrolisada com amido e alcool polivinilico proporcionou
96% esgotamento de corante do banho e reduziu a demanda bioguimica de oxigénio e demanda
quimica de oxigénio a 66,7 e 53,0%, respectivamente (Kanagaraj et al., 2016). A utilizacao de
2% do polimero de nanoparticulas preparado a partir de aminoacidos de queratina hidrolisada
resultou na absorcdo de corante no couro de 99% (Kanagaraj e Panda, 2011). Paul et al. (2012)
investigaram o efeito do colageno hidrolisado no tingimento de couro usando corantes diretos
e anidnicos em diferentes condicdes de pH. Dependendo do pH, o colageno hidrolisado pode
melhorar ou reduzir a afinidade do corante pelo couro. Estes autores ressaltam também a

possibilidade de utilizar colageno hidrolisado no tingimento ao inveés de sais.

Mordentes podem ser aplicados antes, durante e/ou apds o tingimento com finalidade
de obter diferentes tonalidades (Lee et al., 2012) e aumentar a afinidade entre o corante e a fibra
(Zhao et al., 2014). Os mordentes mais conhecidos no tingimento com corantes naturais sao
sulfato de potassio e aluminio, dicromato de potassio, cloreto estanhoso, sulfato ferroso e
sulfato de cobre (Shahid et al, 2013; Samanta e Agarwal, 2009). Onem et al. (2011) estudaram
o0 tingimento de couros, curtidos ao cromo e tanino vegetal tara, com de extrato de Rubia
tinctorum, utilizando alimen de potéassio, sulfato de cobre e sulfato de ferro como pré-

mordentes e pds-mordentes. Os resultados de solidez a luz, perspiracéo e fric¢do a seco e Umido
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dos couros curtidos ao cromo ficaram entre 4 a 5 e nos couros curtidos com tara entre 3 a 3/4
de acordo com a escala de cinzas, sendo o maior valor obtido com a utilizagdo do mordente
alimen de potéssio apds o tingimento. No trabalho de Lee et al. (2012), o0 mordente de aluminio
ndo forma complexo com corantes naturais pretos (gallnut e sappan wood), enquanto que
mordentes de ferro utilizados na quantidade de 1% sob a massa de couro produzem resultados
superiores para corantes pretos. O acido oxalico utilizado no tingimento de couro com 0s
extratos aquosos da planta (Camellia Sinensis), circuma (Curcuma sp), casca de eucalipto e
nogueira (género Juglans) pelo método p6s-mordente apresentou influéncias positivas nas
propriedades do couro, incluindo estabilidade da cor ao suor e friccdo (Inayat et al., 2010).

Os tocoferdis mistos sdo produzidos a partir de fontes renovaveis (Liu et al., 2008) e
comumente usados como antioxidantes nas industrias de cosméticos e alimentos devido as
caracteristicas de sequestradores de radicais livres e agentes protetores para fibras de colageno
contra danos por radiacdo UV e por calor (Liu et al., 2010). Segundo Bordignon et al. (2012),
durante o tingimento de couro, o uso de tocoferol na primeira adicdo do corante urucum (Bixa
orellana L.) proporcionou cor mais intensa no couro wet-white, mas o inverso ocorreu para o
corante carmim de cochonilha (Dactylopius coccus). No tingimento de couro com extrato de
sementes de Bixa orellana foi determinado o esgotamento do corante no banho de (81 + 1) %
e 0 couro apresentou solidez a friccdo (seco e Umido) grau 4/5 e solidez a luz grau 3 de acordo
com a escala de cinza (Selvi et al., 2013). A melhor condicdo de tingimento de couro com uma
proteina verde fluorescente foi a concentragdo de proteina 5 mM durante 4 h e a eficiéncia de

ligacdo as proteinas foi estimada em torno de 85 e 96% (Priya et al., 2016).

Bao et al (2017 a,b) sintetizaram uma série de surfactantes gemini catibnicos
ecologicamente corretos a base de silicio com grupo de ligacdo poliéster siloxano e grupo
hidrofilico de amonio quaternario (Cm-PSi-Cm), com diferentes comprimentos de cadeia
hidrofobica (m = 8, 12, 18) e Bao et al (2019) estudaram a aplicacdo destes nos processos de
remolho e tingimento de pele de carneiro. Os resultados mostram que Ci2-PSi-Ci12 possui
excelentes propriedades antifiingicas, de dispersdo de fibras e de absorcéo e fixa¢do do corante
na pele de carneiro e, com a combinacdo das suas funcdes, pode substituir os insumos
tradicionais surfactante, fungicida e agente fixador de corantes, fornecendo uma alternativa

sustentavel para a industria do couro.
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Khan et al. (2019) desenvolveram novos corantes formazanos ndo-metalizados e com
formacdo de complexos metélicos para aplicacdo em tingimento de couro e observaram bom a
alto grau de estabilidade de cor, absorcéo e fixagdo de corante no couro superior a 90% e acdo
antifungica na amostra tingida. Os corantes formazanos (-N=N-C=N-NH-) sdo compostos por
grupo azo em sua molécula, porém possuem diferencas estruturais em relagdo aos corantes
azoicos, sendo considerados como classes separadas, e podem formar complexos metélicos no
processo de metalizagdo com sais de diferentes metais, conferindo cores intensas e ampla gama
de tonalidades (Khan et al., 2018; Hussain et al., 2017b).
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Abstract

Certain species of filamentous fungi typically produce colored substances as secondary
metabolites, which can be used as dyes for industrial applications, especially for products
intended to be used in direct contact with the human body such as leather goods. These natural
biodyes can be an eco-friendly alternative to synthetic dyes (mainly azo dyes), since they are
not originated from extractive activities of the environment and no hazardous chemicals are
used while they are produced. Therefore, this biotechnological development for leather dyeing
represents an important area to be explored and improved. However, this is a complex challenge
due to the requirements of large-scale production with low cost and quality standardization with
high stability and fastness. The aim of this study is to present a review on recent literature about
improvements of leather dyeing techniques and the search of natural dyes for industrial uses

emphasizing the developments related to dyes from filamentous fungi Monascus purpureus.

Keywords: leather dyeing; filamentous fungi, Monascus purpureus, biodyes.
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Capitulo 4

Materiais e Métodos

Neste capitulo séo apresentados os materiais e 0s métodos aplicados na elaboracéo da
parte experimental da presente tese, cujos resultados serdo apresentados no capitulo 5. A
metodologia aplicada na presente tese esta dividida em trés etapas: a selecdo de fungos
filamentosos produtores de corantes naturais com potencial aplicacéo; o tingimento de couro
em escala de bancada e piloto com o extrato colorido de Monascus purpureus, seguido pelos
testes de controle e qualidade exigidos ao produto tingido; e, por fim, o teste de um novo

substrato para cultivo submerso microbiologico a partir de residuo da propria industria coureira.

4.1 Fungos filamentosos
Foi realizada a selecdo de fungos filamentosos produtores de biocorantes como
metabolitos secundarios para aplicacdo no tingimento de couro e demais experimentos da

presente tese.

4.1.1 Fungos filamentosos selecionados

Em parceria com o Instituto Nacional de Protecdo da Amaz6nia foram obtidas as cepas
de fungos filamentosos LPM 1473 e LPM 1504, através do Termo de Transferéncia de Material
referente a remessa de amostra de componente do patrimdnio genético para fins de pesquisa

cientifica sem potencial econémico N° 004/2011/INPA e descritas conforme Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Culturas depositadas na Colecdo de Micro-organismos de Interesse Agro
silvicultural e repassadas para a Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

NUmero de

) Descricgéo Género
registro

1473 e 1504 Cultura fangica. Fungo isolado de tronco de arvore Né&o

caida. Apresentam caracteristicas culturais rosada, rasa, como as| identificado
bordas claras, sem producéo de esporos, hifas hialinas septadas.
Alteracdo na cor do meio de cultura para vermelho rubim,

indicando ser um fungo com producao de biocorante

Os fungos filamentosos também utilizados nesta pesquisa, Aspergillus niger IFL5
(GenBank JQ614059.1), Penicillium chrysogenum IFL1 (GenBank JQ614063.1 e
JQ614055.1), Penicillium herguei, Penicillium vasconiae IFL4 (GenBank JQ614058.1) e
Monascus purpureus NRRL1992 (GenBank JQ614061.1 e JQ614057.1), Fusarium oxysporium
e Fusarium graminearum pertencem a colecdo micoldgica do Laboratorio de Bioguimica e
Microbiologia Aplicada (UFRGS). Os fungos foram mantidos em placas de Batata Dextrose

Agar (BDA) da marca Oxoid e subcultivados periodicamente.

4.1.2 Identificagcdo molecular do fungo LPM 1473
A identificacdo molecular do fungo LPM 1473 foi realizada segundo o procedimento
de Lopes (2011) no Laborat6rio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada (UFRGS), que esta

descrito a seguir, e comparativamente na empresa Genomic Engenharia Molecular Ltda .

4.1.2.1 Extracdo do DNA gendmico

O fungo filamentoso LPM 1473 foi cultivado em tubos com caldo Batata da marca
Acumedia por 14 dias a 33 °C e, posteriormente, a cultura foi homogeneizada em vortex e o
micélio transferido para um microtubo do tipo eppendorf. Sob o micélio foi adicionado 500 uL
de tampédo de extracdo (200 mM NaCl, 10 mM Tris-HClI ajustado a pH 7,5, 1% Dodecil Sulfato
de Sédio (SDS), 2% Triton X-100, ImM EDTA) e 200 uL de pérolas de vidro (200pum). A
mistura foi agitada em vortex por ciclos de 2 minutos alternando com 30 segundos em banho
de gelo. Apos foi adicionado 500 pL de cloroformio, seguido por agitagdo em vortex por 30
segundos e centrifugacdo por 15 minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa foi retirada e transferida

para outro microtubo e efetuada nova lavagem adicionando 100 %, em relacdo ao volume de
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amostra, de cloroférmio com sucessiva agitacdo em vartex por 30 segundos e centrifugacao por
15 minutos a 13.000 rpm. Novamente, a fase aquosa foi transferida para outro microtubo ao
qual foram adicionados 200 %(de etanol absoluto e 200 mM de NaCl a fim de precipitar 0s
acidos nucléicos. Os microtubos foram incubados a -20 °C durante a noite. Apds, foi realizada
a centrifugacéo por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
lavado com 200 pL de etanol 70 %. Por fim, o &lcool foi evaporado a temperatura ambiente e
0 material ressuspendido em 20 pL em agua MilliQ. O resultado da extragdo foi verificado com
gel de agarose 1% imerso em tamp&@o TAI 1X em cuba de eletroforese e a presenca de DNA

confirmada com Transluminador UV.

4.1.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A identificacdo do fungo foi baseada no sequenciamento parcial da regido intergénica
do rDNA ITS e parte do gene da B-tubulina. Para a PCR foram utilizados os primers universais
para identificacdo dos fungos ITS 1 (5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3’) e ITS 4 (5°-
tcctecgctttattgatatge-3’) como primers foward e reverse, respectivamente, e preparados em
solucéo de 50 uL. conforme a Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Componentes utilizados no mix de PCR.

Componente Volume Concentracao Final
10X Standard Taq Reaction Buffer 5,0 uL 1X

10 mM dNTPs 1,0 uL 200 M

ITS1a10 uM 1,0 uL 0,2 uM (0,05 — 1 uM)
ITS 4210 pM 1,0 uL 0,2 uM (0,05 — 1 uM)
DNA Molde 100 ng <1000 ng

Tag DNA Polymerase 0,25 uL 1,25 unidades/50uL PCR
Nuclease-free water Até 50 pL

As condi¢cdes da PCR ajustadas no Termociclador foram: desnaturacdo inicial por 5
minutos a 95 °C; 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C para desnaturacdo; 1 minuto e 30 segundos
a 46 °C para o anelamento dos primers; 80 segundos a 72 °C para extensdo e 7 minutos a 72 °C
para extensdo final. O produto de PCR foi avaliado através de gel de agarose 1% e

posteriormente purificado para o sequenciamento da seguinte maneira: 18 pL do produto de
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PCR foram adicionados 1,9 puL de acetato de amdénio 7M e 20 pL de isopropanol ambos
resfriados a cerca de 6 °C. Essa mistura foi homogeneizada em vortex por 15 segundos e
centrifugadas por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao
precipitado 125 pL de etanol 70 % a temperatura ambiente e centrifugado por 5 minutos a
13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado novamente e aguardou-se a evaporacéo de todo
etanol. Foi realizada ressuspensdo em 20 pL. de dgua MilliQ e deixado por 2 horas a 37 °C em

banho Umido ou durante a noite a temperatura ambiente.

Os primers Bt2a (5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’) e Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’) foram utilizados para o gene da B-tubulina como
foward e reverse, respectivamente. As condicOes ajustadas foram: 32 ciclos de 94 °C para
desnaturacdo durante 1 min; 58 °C para emparelhamento por 1 min; 72 °C para extenséo por 1
min e uma extensao final por 10 s a 72 ° C. Os produtos de PCR foram analisados num gel de
agarose a 0,9% e armazenados a -20 °C.

4.1.2.3 Sequenciamento das amostras
O sequenciamento enzimatico Sanger usando o kit BigDye Terminator v3.1 foi
realizado na empresa Genomic Engenharia Molecular Ltda, CNPJ 65.870.297/0001-91,

localizada em S&o Paulo.

4.1.2.4 Edicao e analise das sequéncias
As sequéncias foram editadas manualmente, inspecionando os cromatogramas gerados
pelo sequenciador. Apos a edicdo, a busca por sequéncias homdlogas foi realizada no Standard

Nucleotide BLAST (NCBI, 2018), de acordo com sequéncias homologas.

4.2 Producao de biocorantes
A producdo de biocorantes foi realizada por cultivo submerso em triplicata com os

fungos filamentosos selecionados, conforme procedimentos a seguir descritos.

4.2.1 Preparacdo de culturas reativadas dos fungos filamentosos e preparagio
das suspensoes de esporos para inoculagdo

As culturas de fungos filamentosos selecionadas foram reativadas separadamente por

sucessivas transferéncias das cepas, com uso de alca de platina, para novas placas de Petri com
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39 g/L de substrato estéril de batata dextrose &gar (BDA) da marca Oxoid e incubadas em estufa
microbioldgica DeLeo com controlador de temperatura TLZ-10 por 9 dias a 30 °C. As culturas
reativadas foram utilizadas para testes de cultivos em placa de petri, preparacdo de indculo para

cultivos submersos ou conservagéo sob refrigeracéo a -4 °C.

As suspensdes de esporos dos fungos foram preparadas separadamente adicionando
5mL de solugdo aquosa 0,01% Tween 20 esterilizada em cada placa com cultura reativada,
sendo 0s esporos cuidadosamente agitados com auxilio de alca de Drigalsky. Apds as
suspensdes de esporos foram transferidas para tubos falcon esterilizados, centrifugadas por 10
min a 6000 rpm para retencdo das hifas e, por fim, diluidas 100 vezes em agua estéril para
contagens de esporos em microscopio Optico utilizando cAmara de Neubauer.

A esterilizacdo de solugdes, reagentes, vidrarias e outras ferramentas foram realizadas
em autoclave da marca durante 30 min a 121°C. As preparacdes de culturas reativadas e
inoculagOes foram realizadas dentro da capela de fluxo laminar com a chama no bico de Bunsen

acessa, previamente limpa com alcool 70 GL e esterilizada por luz UV durante 15 min.

Para selecdo dos biocorantes com potencial utilizacdo no tingimento de couro foi

observada a coloracdo formada no cultivo em placa de petri e no cultivo submerso.

4.2.2 Cultivo submerso

Nos experimentos de producdo de biocorante extracelular por cultivo submerso, cada
fungo filamentoso foi inoculado separadamente na concentracido de 10° esporos/mL em
erlenmeyer de 250 mL, contendo 40 mL de caldo batata dextrose (BD) da marca Acumedia em
concentracdo de 24 g BD/L e pH 5,1 e incubados em agitador rotativo da marca Marconi,
modelo MA832, a 125 rpm e 30 °C durante 2 a 5 semanas. Ap0s 0 periodo de cultivo, o
biocorante foi extraido por meio de centrifugacdo por 25 min a 6000 rpm e filtracdo a vacuo
com membranas de GF/C de 0,22 um previamente pesada. Os corantes foram concentrados a
2% de total de s6lidos no evaporador rotativo a vacuo a 60 °C para uso no tingimento de couro
sem adicdo de agua. As membranas contendo as biomassas fungicas foram lavadas duas vezes
com agua deionizada, secas a 105 °C durante 15 h ou até atingir massa constante e pesada
novamente. As determinacGes de biomassa foram calculadas pela diferenca entre as massas

final e inicial das membranas secas.
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4.2.3 Determinacdo da densidade optica

As determinacfes das densidades dpticas (DO) dos biocorantes extracelular foram
determinadas em triplicata por varredura dos extratos fungicos quanto ao seu espectro de
absorgdo na faixa de 350-700 nm utilizando espectrofotdmetros de duplo feixe Cary 1-E da
marca Varian e T80+ da PG Instruments, ambos equipados com lampadas de deutério e de
halogénio. As analises iniciaram a partir da alteracdo da cor do cultivo constatada visualmente.
O rendimento de biocorante foi expresso como unidades de densidade Optica por grama de
substrato seco multiplicado pelo seu fator de diluicdo e os valores de absorbancia séo

convertidos em unidades de cor.

4.2.4 Analise colorimétrica

As anélises colorimétricas foram realizadas utilizando colorimetro da marca Delta Color
e modelo Colorium 3, de acordo com sistema CIELAB e com lampada D65, dngulo de 10°
iluminante/observador, geometria optica de 45/0°, Tolerancia CMC e razéo de luminosidade /
croma de 2/1. Os parametros sdo Luminosidade (L *) lidas de zero (preto) a 100 (branco), verde
(-a *) a vermelho (+ a *), azul (-b *) a amarelo (+ b *) , croma (C *) que denota a saturacdo ou
pureza dos valores do angulo de cor e matiz (h) para representar o grau de vermelhidao,
amarelecimento, verde e azul (0, 90, 180 e 270, respectivamente). O colorimetro foi calibrado

em relacdo aos fundos branco e preto padréo.

4.2.5 Andlises de espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

As amostras de biocorantes concentrados dos fungos Aspergillus niger IFL5,
Penicillium chrysogenum IFL1, Penicillium herguei, Penicillium vasconiae IFL4 e Monascus
purpureus NRRL1992 foram analisadas por FT-IR no Departamento de Quimica e Fisica da
Universidade de Santa Cruz do Sul. Os biocorantes foram aplicados sobre probes de aluminio,

secos até formar um filme homogéneo e analisadas por um FTIR.

As andlises de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier do
biocorante de Monascus purpureus e caldo batata dextrose foram também realizadas na
empresa Tanac S.A. utilizando um espectrofotdmetro modelo Perkin Elmer Spectrum 400

equipado com detector DTGS na faixa espectral de 4000-650 cm™ com resolugdo de 4 cm™ e
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32 varreduras. Para a realizacdo do espectro, foi depositado um filme fino de cada amostra sobre

uma pastilha de brometo de potassio.

4.3 Testes de tingimento do couro
Para avaliar o potencial de tingimento dos biocorantes em couro e testar as condi¢des
de aplicacdo do tingimento foram feitos testes em escala de bancada e também foi aplicada a

formulacéo ajustada em tingimento em escala piloto, conforme descrito a seguir.

4.3.1 Testes de condicoes de tingimento em escala de bancada

Inicialmente foram realizadas avaliagdes do potencial de tingimento do couro dos
biocorantes concentrados de A. niger IFL5, P. chrysogenum IFL1, P. herguei, P. vasconiae
IFL4 e M. purpureus NRRL1992. Posteriormente, o biocorante de Monascus purpureus

NRRL1992 foi selecionado para os testes de estudo das condi¢es adequadas de tingimento.

Os tingimentos de bancada foram realizados no Laboratério de Estudos em Couro e
Meio Ambiente (LACOURO), a partir de amostras de couro wet-blue de (15 x 15) cm? e
espessura de 2,0-2,2 mm, utilizando fuldo de bancada da marca HAAKE, modelo W36,

equipado com controlador de temperatura e velocidade de rotagdo, mostrado na Figura 4.1.

Figura 4.1: Sistema de fulo utilizado nos tingimentos de bancada.

==

As amostras de couro foram processadas conforme a formulacdo da Tabela 4.3. A
desacidulacéo foi feita usando bicarbonato de sdédio, formiato de sédio e surfactante (Borron
ANV, da empresa TFL). O tingimento foi realizado com uma ou duas adi¢Ges de 2% de corante

(% m/m sobre o peso do couro) durante 2 horas, a primeira adi¢do visa promover a penetracao
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do corante no couro e a segunda adicdo visa dar uma coloragéo superficial mais intensa. A
temperatura foi aumentada para 50 °C na etapa de fixacdo do corante com &cido formico ou
citrico. Os produtos quimicos, tanino de dupla condensacgdo naftalénica (Syntac DC, da empresa
Tanac S.A) e amina etoxilada (Invaderm LU, da empresa TFL) foram usados como auxiliares

de tingimento. As condicGes de tingimento testadas foram:

- ajuste do pH de desacidulagdo das amostras em 4, 5 ou 6;

- uso ou ndo de auxiliares quimicos (Syntac DC e Invaderm LU) no tingimento;
- teste de segunda etapa de adigé@o de corante a 50 °C (remonte).

- teste do tipo de acido usado na fixacdo: acido formico ou citrico. Para os testes de verificacao
da influéncia do tipo de acido de fixacdo, uso de auxiliares e etapa de remonte foi utilizada

como condicao padréo o ajuste de pH de desacidulagdo em 5,0.

Tabela 4.3: Formulacao de tingimento de bancada.

CondicGes e controle de processo
Etapa Insumos (%) t(min) | T (°C)| pH Controle
Desacidulacio | Agua 500 25
Formiato de sédio 0,45
Bicarbonato de sédio | 0,30
Borron ANV 0,40 30 4,50u6® | Esgotar banho
Tingimento Agua 100,00 25
Syntac DC @ 4,00 Verificar o
Invaderm LU @ 1,00 10 atravessamento
Biocorante 2,00 120 do corante
Agua 400,00 | 20 50
Fixago Acido ® 2,00 20 3,5 Esgotar banho
Agua 200,00 Verificar a cor
Remonte Biocorante ¥ 2,00 30 50 do couro
Acido 1,00 20 32 Esgotar banho
Lavagem Agua 400,0 |10 25 Esgotar banho

Teste do pH de desacidulagdo; *Teste de uso ou ndo de auxiliares quimicos; *Teste do tipo de acido;
*“Teste de remonte.
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As determinag0es visuais de atravessamento do biocorante foram realizadas efetuando
cortes nas amostras tingidas para revelar o quanto o corante penetrou ao longo de sua segéo
transversal. Os tingimentos somente foram finalizados quando a distribuicdo de corante
estivesse completa ou satisfatéria. Ao final do tingimento, a amostra foi estirada e seca

naturalmente.

4.3.2 Tingimento em escala piloto

O tingimento com biocorante Monascus purpureus em escala piloto foi realizado no
Curtume Piloto da Tanac S.A a partir de amostras de couro wet-blue de (40 x 40) cm? e a
formulacdo colocada na Tabela 4.4. O couro ap6s tingido sofreu todas as etapas de usuais de

producdo, como lavagem, secagem e estiramento.

Tabela 4.4: Formulacéo de tingimento em escala piloto de couro wet-blue com corante
produzido por Monascus purpureus.

Condic0es e controle de processo

Etapa Insumos (%0) t (min) T(°C) | pH Controle
Lavagem Agua 200 20 25 Esgotar banho
Desacidulagéo Tensoativo 0,2

Agua 100 30 25

Formiato de sédio 2,0

Bicarbonato de sédio | 0,5 30 5,0 Esgotar banho
Tingimento Agua 100 25 Verificar

Biocorante 2,0 60 Atravessamento
Fixacio Agua 100 25

Acido Formico 2,0 30 3,6 Esgotar banho

4.3.3 Absorgdo de corante pelo couro

O biocorante absorvido pelo couro foi calculado pela analise de aproveitamento da
concentracdo do mesmo (esgotamento) presente no banho de tingimento. Analisou-se para tal,
as densidades opticas inicial e final do banho de tingimento nos comprimentos de onda de 402,
420, 428, 440 e 490 nm, referente a maxima absorcao de cada biocorante, sendo a porcentagem

de exaustdo do biocorante calculada usando a equacéo 4.1.
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DO;—DOf

Percentual de exaustao de corante = x 100 (4.2)

I

Onde:
Ci = Densidade Optica inicial do banho de tingimento;
Cr = Densidade dptica final do banho de tingimento.

4.3.4 Testes de estabilidade da cor

4.3.4.1 Estabilidade da cor a luz ultravioleta

As analises de estabilidade (solidez) da cor foram realizadas nas amostras de couros
tingidas em escala piloto e procedidas de acordo com a ABNT NBR 14392: 2013 expondo as
mesmas a acdo de luz ultravioleta padréo utilizando lampada UV de 300 W e controle de
temperatura ndo superior a 35°C.

As alteragdes de cor das amostras de couro foram determinadas pelo sistema
colorimétrico CIELAB e comparadas a escala de cinza de acordo com a 1SO 105-A05:1996. A
classificacdo de solidez variou de Grau 5 (sem alteracao visual, melhor classificacao) para Grau
1 (grande alteragdo visual, pior classificacdo). A diferencga total de cor (AE) ap6s os tratamentos

foi calculada pela seguinte equacéo 4.2.

AE = \/(AL*2) + (Aa*2) + (Ab*2). (4.2)

4.3.4.2 Estabilidade térmica

Os testes de estabilidade de cor por envelhecimento acelerado foram realizados nos
couros tingidos em escalas bancada e piloto, de acordo com a ISO DIS 17228: 2013 (IUF 412),
expondo as amostras a aquecimento em forno com circulacéo de ar a 60 °C (método 6A) e 100
°C (método 6B) durante 24 h. As alteracfes da cor das amostras de couro foram determinadas

pelo sistema colorimétrico CIELAB e comparadas a escala de cinza.

4.3.4.3 Estabilidade a migracéo para PVC plastificado

Os testes de determinacdo da estabilidade da cor a migracdo em policloreto de vinila
(PVC) plastificado foram realizados nos couros tingidos em escala de bancada de acordo com
anorma EN ISO 15701:1998 (IULTCS/IUF 442). O lado da amostra a ser testado foi colocado

em uma folha branca pigmentada de PVC plastificado e exposto a temperatura de 50 °C e
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pressdo em um aparelho apropriado por 16 horas. As analises de solidez da cor foram

comparadas aos padrdes da escala de cinza segundo a 1SO 105-A02:1993.

4.3.5 Verificacdo da presenca de fungo nos couros tingidos

Este teste teve a finalidade de verificar se 0 biocorante de Monascus purpureus
apresentou influéncia negativa numa possivel contaminacdo flangica do couro tingido,
comparativamente com corante comercial. As verificagdes quantitativas de presenca de fungos
foram realizadas em dois corpos-de-prova do mesmo couro wet-blue tingidos (escala piloto)
separadamente com o corante comercial Melioderm HF vermelho G da Clariant e o biocorante
de Monascus purpureus, baseadas na norma ABNT NBR 14240:2012.

Os couros foram moidos, diluidos em tampdo de fosfato contendo Tween 80 na
proporcao de 10 g para 90 ml, respectivamente, e incubados em agitador por 30 minutos na
rotacdo de 300 rpm para extracdo dos fungos. Posteriormente, 0s fungos que cresceram nestas
condicdes foram cultivados em placas de Petri com Batata Dextrose Agar por 10 dias a 30°C e,
apos esse periodo, a quantidade de microrganismos foi determinada por microscépio. A Tabela

4.5 demonstra a escala de avaliacdo dos numeros de fungos por centimetro quadrado superficie.

Tabela 4.5: Avaliacdo do numero de fungos por grama de couro tingido.

ygmg{gzgle células de fungos por grama Avaliaco

0 até 1x10? Baixa contaminacao
1,1x10? até 1x10° Média contaminag&o
Maior do que 1,1x103 Alta contaminacao

4.4 Cultivo submerso com pelo hidrolisado como substrato
O residuo de pelo bovino da inddstria coureira foi utilizado como matéria-prima para o
desenvolvimento de um potencial substrato, fonte de carbono e nitrogénio, para cultivo

submerso de Monascus purpureus.
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4.4.1 Origem e caracterizagdo do residuo

O residuo de pelo bovino foi obtido do processo de depilagdo da pele salgada com

conservacao de pelo do Curtume Fridolino Ritter Ltda, estabelecido na rodovia Pres. Getulio

Vargas, Picada Café, RS. As propriedades quimicas do pelo encontram-se na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Propriedades quimicas do pelo bovino utilizado.

Caracteristicas

Composicéo (% base seca)

Cinzas
Carbono total
Nitrogénio
Matéria volatil

0,05+0,01
53,21 £ 2,59
5,37 £ 0,05
10,46 + 0,18

Fonte: Mella e Gutterres (2017Db).

Apos a depilagdo com conservagédo de pelo, o residuo solido é separado do efluente

liquido por peneiramento e reutilizado como composto organico para a agricultura. O processo

de depilacédo da pele com conservacéo de pelo do Curtume esta colocado na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Descrigdo do processo de depilagdo da pele com conservacgéo de pelo.

Etapa

Insumo

Tempo (h)

Depilagdo 1

60% agua de reciclo + 40% de agua limpa
0,2% tensoativo

0,3% remolhante enzimatico

0,9% auxiliar depilacéo, isento de sulfeto
0,8% cal

0,3% auxiliar depilacéo, isento de sulfeto
0,85% sulfeto

0,2% tensoativo

0,06% enzima

0,5

Peneiramento do pelo

Depilacdo 2 para retirada
das rufas da pele

0,2% sulfeto
0,06% enzima
1,9% cal
0,05% sulfeto
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4.4.2 Preparacdo do pelo hidrolisado

Os pelos bovinos foram lavados extensivamente com agua deionizada até o efluente
gerado atingir °Be = 0, indicando a auséncia de sujidades na amostra tais como parasitas do
animal, terra, cloreto de sddio e outras. Posteriormente, a amostra foi seca em estufa a 70°C por
24 h e resfriada em dessecador até temperatura ambiente. Os pelos secos foram moidos em
moinho de facas da marca Lucadema Cientifica, modelo Luca 226/1 e separados por
peneiramento e retidos na peneira de 65 mesh. A hidrélise do pelo bovino foi realizada com
solucdo de &cido cloridrico 6 N sob agitacao circular por 24 h a 60 °C e ajustado pH 3,0 ou 6,5
com solucdo de hidroxido de sédio 6N. Por fim, o volume da solugdo foi ajustado para 1 L em

baldo volumétrico.

4.4.3 Cultivo submerso de Monascus purpureus com substrato de pelo bovino
hidrolisado

Nos testes de cultivo submerso de Monascus purpureus com substrato de pelo bovino
hidrolisado (PBH) para producdo de corante, a inoculacdo foi realizada por adicdo de trés
pedacos de micélio retirados radialmente da cultura reativada de Monascus purpureus com

ponteira de micropipeta de 1000 pL esterilizada.

Os cultivos submersos foram realizados em triplicata na concentracéo de 5 g/L por 12
dias a 30 °C, comparativamente com os meios de cultura comerciais caldo batata dextrose,

peptona, peptona com batata dextrose e dextrose nas mesmas condicdes.

A Tabela 4.8 apresenta um resumo dos procedimentos aplicados neste trabalho para os

respectivos fungos.



60

4. MATERIAIS E METODOS

Tabela 4.8: Resumo dos procedimentos aplicados neste trabalho.

Selecao de biocorantes fungicos

- . Tingimento de couro Iti
Fungos Cultivo em placas Cultivo Submerso 'ng! ) sn?l:l)Jn::a\;zo
filamentosos ivaca - ~ - Ali - -
Reativagao Producéo | Identific. |Producdo | Analise Analise | A pslise Analise Teste Teste | 1St | com pelo
estudados das >~ | colorimét. g « ) solidez | pivpals
de cor | Molecular | decor | UV-vis FTIR | produtivid. | formulagdo | piloto hidrolisada
culturas CIELAB da cor
LPM 1473 X X X X - - - - - - - -
LPM 1504 X X - X - - - - - - - -
Fusarlym X X ) X i i i i ) ) ) )
oxysporium
Fugarlum X X ) X i i i i ) ) ) )
graminearum
Penicillium X X i X X X X i i i i i
vasconiae
Penicillium X X i X X X X i i i i i
chrysogenum
Pen|C|II|gm X X i X X X X X X i i i
herguei
Aspergillus X X ) X X X X X X - - -
niger
Monascus X X : X X X X X X X X X
purpureus




Capitulo 5

Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados dos experimentos realizados
no presente trabalho, sendo estruturado em trés partes distintas. Na primeira parte € tratado da
pesquisa de fungos filamentosos identificados como potenciais produtores de biocorantes
encontrados na literatura, e obtidos no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada da
UFRGS e no Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA). Posteriormente séo relatados
os cultivos em placa de petri e submerso com substrato batata dextrose das nove cepas pré-
selecionadas (LPM 1473, LPM 1504, Aspergillus niger IFL5, Penicillium chrysogenum IFL1,
Penicillium herguei, Penicillium vasconiae IFL4, Monascus purpureus NRRL1992, Fusarium
oxysporium e Fusarium graminearum) para verificacdo da producao de biocorante extracelular.
Ainda consta a identificacdo molecular realizada no fungo LPM 1473 e caracterizacdo dos
extratos coloridos por espectroscopia FTIR, UV-vis e colorimetria. Na sequéncia sdo
apresentados e discutidos os resultados de producdo, extracdo e concentracdo dos biocorantes
selecionados para aplicagdo no tingimento de couro. A segunda parte compreende os testes de
tingimento procedidos em couro wet-blue com o0 biocorante extraido a partir do fungo
filamentoso Monascus purpureus, seguido por testes visuais, de estabilidade de cor e de
presenca de contaminacdo flngica na amostra tingida. Na parte final sdo abordados os
resultados de desenvolvimento do meio de cultivo a partir de residuo de pelo bovino conservado
obtido do processo industrial de depilacdo de peles e utilizacdo deste para producdo de
biocorante por Monascus purpureus em cultivo submerso, comparativamente com substratos

comerciais normalmente utilizados.
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5.1 Selecao de fungos filamentosos produtores de biocorantes
Primeiramente foi realizada uma busca na literatura académica de Centros de estudos
com biocorantes no Brasil. Assim, houve a oportunidade de conhecer presencialmente 0s
estudos sobre fungos filamentosos e estrutura pertinente do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazobnia (INPA), do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (UFRGS) e do Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia

de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Parand (UFPR).

5.1.1 Identificacao molecular do fungo LPM 1473
A identificacdo molecular do fungo LPM 1473 foi uma contrapartida pela transferéncia

do material e uma oportunidade de abranger o conhecimento de um novo procedimento.

Primeiramente foram realizados os procedimentos de extracdo do DNA genémico do
fungo, seguido pela reacdo da cadeia polimerase com os primers ITS e gene parcial B-tubulina
no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada (UFRGS). O material foi entdo

enviado para a empresa Genomic realizar a purificacdo e sequenciamento das bandas.

A eletroforese em gel para as bandas purificadas estd apresentada na Figura 5.1. Na
amplificagdo com primers ITS1 e ITS4 foram obtidas bandas com 500 e 600 pb, e na

amplificagdo com primers Bt2a e Bt2b foi obtida uma banda com aproximadamente 550 pb.

Figura 5.1: Eletroforese em gel de agarose mostrando os produtos de PCR da regido ITS (A)
e o gene parcial B-tubulina (B). Lanes 1,4 = padréo de peso molecular; lane 2 =
produto dos primers ITS; lane 3,5 = controle negativo (sem DNA alvo para
amplificar); lane 7,8 produtos dos primers B-tubulina.
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Em ambos géis as bandas difusas com tamanhos inferiores a 100 pb sdo primers ndo

consumidos pela PCR ou dimeros de primers, e € normal as ver.

As sequéncias foram submetidas ao programa BLAST e a identificagdo molecular
realizada com o fungo LPM 1473 revelou 99% de identidade com Chaetomium aureum

Chivers, também designado como Arcopilus aureus (Mycobank, 2018), conforme Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Identificagdo molecular realizada com o fungo LPM 1473.

Primer Fragmento Identificacdo Identidade (%0)
ITS1 500 Nenhuma similaridade encontrada -

ITS1 600 Arcopilus aureus G4 99

ITS4 500 Arcopilus aureus KTMT1 99

ITS4 600 Chaetomium aureum QRF387 18S 99

Bt2a 550 Arcopilus aureus CBS 538.73 99

Bt2b 550 Arcopilus aureus CBS 538.73 99

Fonte: NCBI, 2018.

5.1.2 Cultivo em placas de petri

Os fungos filamentosos testados como produtores de biocorantes foram identificados
por Lopes et al. (2011) como A. niger IFL5, P. chrysogenum IFL1, P. herguei, P. vasconiae
IFL4, M. purpureus NRRL1992, F. oxysporium e F. graminearum e também os fungos
Chaetomium aureum e LPM 1504.

Os fungos foram reativados através de transferéncias em placas de petri com agar Batata
Dextrose e produzem cores preta (a) amarela (b, g, i), vermelha (c, d, e, f) e violeta (h), conforme

apresentado na Figura 5.2.
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Figura 5.2: Culturas reativadas dos fungos filamentosos (a) A. niger, (b) P. chrysogenum,
(c) P. herguei, (d) Chaetomium aureum, (e) LPM 1504, (f) M. purpureus,
(g) P. vasconiae, (h) F. oxysporium e (i) F. graminearum em placas de petri.

(@)
(d) (f)
(9) ()

Na sequéncia, todas as culturas reativadas foram utilizadas para producédo de biocorante

por cultivo submerso em triplicata.

5.1.3 Cultivo submerso

Os cultivos submersos com as culturas reativadas em 24 g.L™! de substrato batata
dextrose por 3 semanas a 30 °C estdo apresentados na Figura 5.3. Os fungos F. oxysporium e
F. graminearum ndo produziram cor nas condicdes testadas e foram descartados. Conforme
apresentado na Figura 5.3, os meios liquidos com biocorantes confirmaram as cores produzidas
nas placas, exceto para o extrato do fungo LPM 1504 que produziu cor verde musgo.
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Figura 5.3: Cultivo submerso com batata dextrose dos fungos filamentosos (a) A. niger,
(b) P. chrysogenum, (c) P. herguei, (d) Chaetomium aureum, () LPM 1504,

(F) M. purpureus e (g) P. vasconiae.
(@) Q (b)

(d)

(€)

Apdbs o cultivo submerso, os meios foram centrifugados por 25 min a 6000 rpm e
filtrados em sistema de filtracdo a vacuo com membranas de GF/C de 0,22 um. Por fim, o0s
extratos com biocorantes foram concentrados até 2% de sélidos totais em evaporador rotativo
avacuo a 60 °C para posterior uso no tingimento de couro sem adicdo de dgua. Os biocorantes

extraidos e concentrados estdo apresentados na Figura 5.4.

Figura 5.4: Biocorante extraido e concentrado de (a) A. niger, (b) P. chrysogenum,
(c) P. herguei, (d) Chaetomium aureum, (e) LPM 1504, (f) M. purpureus e
(g) P. vasconiae.
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Os fungos Chaetomium aureum e LPM 1504 s@o de dificil cultivo, pois crescem a 25

°C e produzem corante a 5 °C (TTM 004, 2011), necessitando de uma incubadora refrigerada e

condicdes diferenciadas de producdo. Além disso, se tornaram nao-cultivaveis apds algumas

passagens, 0 que inviabilizou o uso destes dois fungos.

Na Tabela 5.2 estdo apresentados os dados de cor, de unidade de absorcdo (UA) por

grama de substrato no maximo comprimento de onda e os dados colorimétricos dos biocorantes

selecionados para continuacdo dos trabalhos.

Tabela 5.2: Dados colorimétricos dos biocorantes dos fungos filamentosos.

_ Dados colorimétricos
Biocorante Cor UA/g
L* a* b* c H

ﬁfgpeerrg'”us Marrom | 246 |31,25+028 35,12+0,09 43.02+0,26 5553+014 50,77+024

Amarela | 6,68
Monascus 25.48+0,16 47,78+0,10 37,97+0,18 61,03+0,04 3848+0 19
purpureus Vermelha | 12,29
Penicillium 1\ o rela | 1.97 |52,34£001 -0,51£0,02 22.61£0,03 22.62+0.02 91,29+0,06
chrysogenum
Eee;‘g;ﬁgi““m Vermelha| 045 |4879+093 5,08+0,01 1154+037 12.61+0.35 66,22+0,62
Penicillium 1\ rela | 047 |5855£0.01 -0,06£0.02 9.84+0,03 9.84+003 90,33+0,11
vasconlae

Luminosidade (L*): zero (preto) a 100 (branco); verde (-a*) a vermelho (+ a*); azul (-b*) a amarelo (+ b*);
croma (C*): saturagdo ou pureza de cor; matiz (h): grau de vermelhidao, amarelecimento, verde e azul (0, 90,

180 e 270).

De acordo com os dados da Tabela 5.2, entre os corantes estudados, o biocorante de M.

purpureus apresentou a coloracdo mais intensa com o menor valor de luminosidade (L* =
25,48) e a maior pureza de cor (C* = 61,03). Por outro lado, o biocorante com maior
luminosidade foi o extrato de P. vasconiae com o valor L* = 58,55. A maior absorcao de
biocorante foi do M. purpureus (12,29 £+ 0,76 UA490).

O comprimento de onda de maxima absor¢do (Amax) a 410 nm e os valores positivos
de b* dos extratos de P. chrysogenum e P. vasconiae confirmam a predominancia de cores
amarelas, nos quais o primeiro biocorante tem uma maior saturagcdo. O comprimento de onda

de absor¢ao maxima (Amax) a 490 nm ¢ os valores positivos a* dos extratos de M. purpureus e
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P. herguei indicam a predominancia de cores vermelhas, nos quais o primeiro biocorante tem
maior saturacdo. O valor do angulo de matiz de 38,48 sugere que a cor do extrato de M.
purpureus varia de vermelho a laranja com base no sistema de cores CIELAB. Os parametros
colorimétricos do extrato de M. purpureus foram semelhantes aos relatados (Lopes et al.,
2013a; Mapari et al., 2006). A cor marrom-escuro do extrato de A. niger é possivelmente devida
a formacao de melanina (Solano, 2014), resultando em altos valores de a* 35,12 e b* 43,02.

5.1.4 Caracterizagio dos biocorantes por FTIR e UV-vis
A seguir serdo apresentadas e discutidas as caracterizagdes dos biocorantes realizadas

por espectroscopia UV-vis e FTIR.

5.1.4.1 Caracterizacao do substrato caldo batata-dextrose

Primeiramente foi analisada por FTIR, como controle, uma amostra do caldo batata-
dextrose utilizado para cultivo dos fungos. Conforme apresentado na Figura 5.5, 0s principais
estiramentos do caldo batata dextrose utilizado como substrato no cultivo dos biocorantes sao
referentes a glicose em 1200 a 900 cm™ (Kosa et al., 2017). Estes picos também podem ser
associados aos polissacarideos (amido) da batata, e a banda em 1632-1642 cm™ correspondendo

a amida | (proteinas da batata).

A seguir sdo apresentadas e discutidas as caracterizacdes dos biocorantes realizadas por
espectroscopia FTIR. As analises apresentam influéncia das bandas vibracionais da agua a
aproximadamente 3300 cm™, 2110 cm™, 1635 cm™ e 580 cm™.
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Figura 5.5: Espectro de FTIR do caldo batata dextrose utilizado nos cultivos.
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5.1.4.2 Biocorante de Monascus purpureus

O espectro FTIR da amostra de biocorante de Monascus purpureus esta apresentado na
Figura 5.6 e os principais estiramentos foram em 3401, 2926, 2855, 2283, 2243, 1741, 1641,
1461, 1401, 1224, 1164, e 1103 cm™. A forte banda em 3401 sugere a presenca de grupo -OH
e estiramento de N-H da amida secundaria (Mukherjee et al., 2011a,b; Chatterjee et al., 2009;
Srivastav et al., 2015). Ha também presenca dos picos 2926 cm™ e 2855 cm™ (C-H estiramento
—CHy), 1741cm™ (estiramento C=0, 5-membered cyclic ketone: sistema y-lactona), 1641 cm™
(C=C em sistema de ligacdo dupla conjugada), e 1461 cm™ de insaturacéo (Chatterjee et al.,
2009). O pico em 2928 cm™ é muito acentuado, indicando presenca de multiplos grupos CH;
(Srivastav et al., 2015; Lian et al., 2007). A diminuigio dos estiramentos em 1164 e 1103 cm™
associados a carboidratos (Salman et al., 2010), sugere que grande parte dos aglcares do meio
de cultura foi consumido pelo fungo. A banda em 1641 cm™ é possivelmente referente a

compostos com N de amina (Hilare et al., 2018).
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Figura 5.6: Espectro FTIR do biocorante de Monascus purpureus.

De acordo com Lopes (2013a), o fungo M. purpureus NRRL1992 produz como
metabolitos secundarios os compostos apresentados na Figura 5.7, sendo que os estiramentos
presentes no espectro do biocorante estdo de acordo com 0s grupos funcionais dos biocorantes

Monascorubrina e Rubropunctatina e da micotoxina Citrinina.

Figura 5.7: Metabolitos secundarios formados pelo fungo Monascus purpureus.

CH.
b
Citrinina; C13H140s5 Monascorubrina; C3H260s Rubropunctatina: Co1H220s
Fonte: Chemspider, 2018.

O biocorante produzido por M. purpureus apresenta cor vermelha com tonalidade
intensa e a Figura 5.8 apresenta a curva de varredura caracteristica. Este biocorante apresenta
duas bandas de absor¢do maxima na faixa de luz visivel nos comprimentos de onda de 420 nm

e 490 nm, referente as cores amarela alaranjada e vermelha, respectivamente (Aruldass et al.,

2018; Dufossé, 2018; Vendruscolo et al., 2016a).
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Figura 5.8: Espectro UV-visivel do biocorante de Monascus purpureus.
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5.1.4.3 Biocorante de Aspergillus niger

As espécies de Aspergillus sdo excelentes produtoras de um grande ndmero de
metabdlitos secundarios (Siddiquee, 2018). No espectro FTIR, apresentado na Figura 5.9, da
amostra liquida de biocorante A. niger, os principais estiramentos apresentados foram em 3420,
2952, 2925, 1652, 1457 e 1400 cm™. A forte banda em 3420 cm™ é devido a grupos OH, em
2952 cm™ e 2925 cm™ aparecem as vibragGes de estiramento para ligagdo CH alifatica referente
aos compostos de melanina e em regides de impressdo digital entre 1450 cm™ e 650 cm™
(Schmaler-Ripcke et al., 2009; D’Ischia et al., 2013). Em 1652 cm™ consta o estiramento de
carbonila (C=0). Conforme estudos de Kogkaki et al. (2017), a diferenciacao por FT-IR entre
os fungos Aspergillus carbonarius, A. niger e A. tubingensis é pouco perceptivel devidos aos
complexos compostos formados pelas espécies de Aspergillus spp. Foram detectadas as
ligacGes de estiramento C-H relacionadas com a absorcdo de lipidios a 3002-2801 cm™, picos
largos em 1773-1550 cm ! e absorgdo em 1738 cm™ ! atribuidos as ligages C=0. Ainda, os
picos na regido da impressdo digital entre 1286 e 952 cm™ ! sdo de alongamento C-O-C e C =
S, sendo que os primeiros picos indicam a absor¢édo de fosfolipidios e proteinas, em particular
a amida | proxima a 1650 cm™ e a amida Il proxima a 1540 cm™ e os ultimos picos referem-se
aos carboidratos. Além disso, a banda de 1150 cm™ foi correlacionada com as ligacGes de
estiramento de C-O de B-(1 — 4)-glucano e os picos em 1089-1091 cm indicam o alongamento
simetrico de PO atribuido a absor¢do de DNA, RNA e fosfolipidios (Kogkaki et al., 2017;
Tralamazza et al., 2013; Socrates, 2001).



5.RESULTADOS E DISCUSSAO 71

Figura 5.9: Espectro FTIR do biocorante de Aspergillus niger.

O biocorante produzido por Aspergillus niger apresenta cor marrom escura intensa e a
Figura 5.10 apresenta a curva de varredura caracteristica. A analise espectrofotométrica UV-
vis do composto revelou uma banda espectral entre 400 a 450 nm, similar ao encontrado por
Jorgensen, et al., 2011. O comprimento de onda de maxima absor¢do deste biocorante € em 428

nm possivelmente devido aos compostos de melanina formados (Solano, 2014).

Figura 5.10: Espectro UV-visivel do biocorante de Aspergillus niger.
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5.1.4.4 Biocorante de Penicillium herguei

A Figura 5.11 apresenta o espectro FTIR do biocorante de P.herguei, sendo que 0s
principais estiramentos apresentados foram em 3254 cm! referente ao grupo hidroxila, 2957 e
2927 cm* de grupos metil e metileno, 1618 cm™ de amida secundaria, 1454 e 1407 cm™ de

estiramento (C-N) e 1074 cm™ de estiramento (C-O) referente a carboidratos.

Figura 5.11:Espectro FTIR do biocorante de Penicillium herguei.
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O metabdlito secundario Duclauxina, oxafenalenona dimérica com vérias propriedades
bioativas (Gao et al., 2018), € produzido por P. herguei durante cultivo submerso e esta
apresentado na Figura 5.12. Seu o espectro, utilizando discos de KBr, apresenta principais
estiramentos em 3300-2850, 1751, 1703, 1682, 1629, 1567,1280, 1228, 1200, 1077 e 757 cm™*
(Bryant et al.,1993). No entanto, no espectro FTIR do biocorante ndo constam os estiramentos

de carbonila do composto.
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Figura 5.12:Metabolito secundario formado pelo fungo filamentoso Penicillium herguei.

Duclauxin: CagH22011
Fonte: Chemspider, 2018.

O biocorante produzido por Penicillium herguei apresenta cor vermelha clara ou
vermelha alaranjada e a Figura 5.13 apresenta a curva de varredura caracteristica. Este
biocorante apresenta duas bandas na faixa de luz visivel nos comprimentos de 402 nm e 490
nm, referentes as cores amarela e vermelha, respectivamente. O biocorante tem maior absorcéo

na regido do UV.
Figura 5.13: Espectro UV-visivel do biocorante de Penicillium herguei.
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5.1.4.5 Biocorante de Penicillium chrysogenum

A Figura 5.14 apresenta o espectro FTIR do biocorante de Penicillium chrysogenum,
sendo que os principais picos apresentados foram em 3208 cm™, 2127 e 580 cm™ (bandas de
vibragdo da agua), 3066 cm™ (insaturagdo C=C-H e /ou anel aromatico), 2961 e 2934 cm™
(estiramento de grupos metila e metileno), estiramento de 1653 cm™ (amida secundaria), 1443
cm?e 1412 cm? (estiramento C-N), 1307 cm™ (amida terciaria), estiramento em 1074 cm™ (C-

C de carboidrato), 789 cm™, 767 cm™e 618 cm™ (estiramento de alcino).
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Figura 5.14: Espectro FTIR do biocorante de Penicillium chrysogenum.
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De acordo com Lopes (2013a,b), o fungo Penicillium chrysogenum IFL 1 produz como
metabdlitos secundarios os compostos Chrysogine, Meleagrin e Roquefortina C (micotoxina) e
Penicilina G (antibiotico) apresentados na Figura 5.15. Os estiramentos presentes no espectro
do biocorante de Penicillium chrysogenum IFL 1 estdo de acordo com os grupos funcionais
destes compostos.

Figura 5.15: Metabolitos secundarios formados pelo fungo Penicillium chrysogenum.

Penicilina G: Crisogina: Meleagrina: Roquefortina C:
Ci6H17N2NaO4S C10H10N202 C23H23Ns04 C22H23Ns02

Fonte: Chemspider, 2018; Kumar et al., 2018.
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O biocorante produzido por Penicillium chrysogenum possui cor amarela intensa e a
Figura 5.16 apresenta a curva de varredura caracteristica. O biocorante tem maior absorcéo na

regido do UV e uma pequena banda no comprimento de onda de 440 nm.

Figura 5.16: Espectro UV-visivel do biocorante de Penicillium chrysogenum.
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5.1.4.6 Biocorante de Penicillium vasconiae

A Figura 5.17 apresenta o espectro FTIR do biocorante de Penicillium vasconiae.

Figura 5.17: Espectro FTIR do biocorante de Penicillium vasconiae.

60+

20

Percent Transmittance

21101
3065.1919
1671.1111
1603.3333
1438.6667
1303.1515
1151.3535
1032.9899
692.7677

617.1717

559.0707

-20

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers



76 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No espectro FTIR da amostra liquida de biocorante de Penicillium vasconiae, 0s
principais estiramentos apresentados foram em 3211 cm™ referente banda de vibragdo da agua,
3065 cm™* de insaturagio C=C-H e /ou anel aromatico, 1671 e 1603 cm™ de amidas primarias,
1438 cm™ de estiramento (C-N), 1303 cm™ de amida terciaria e 1151 e 1032 cm™ de

estiramentos de carboidratos (C-O e C-C, respectivamente).

O biocorante produzido por Penicillium vasconiae apresenta cor amarela pélida e a
Figura 5.18 apresenta sua curva de varredura caracteristica. O biocorante tem maior absorcéo
na regido do UV e ndo é perceptivel banda de absorcao na faixa visivel.

Figura 5.18: Espectro UV-vis do biocorante de Penicillium vasconiae.
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Segundo as Figuras 5.16 e 5.18, os fungos Penicillium chrysogenum e Penicillium
vasconiae produzem metabdlitos majoritariamente na regido do espectro UV, demonstrando

ndo serem fontes propicia de biocorantes, dentre as cepas estudadas.

Contudo, os fungos Aspergillus niger IFL5, Penicillium herguei e Monascus purpureus
NRRL1992 foram selecionados para continuidade do trabalho devido as tonalidades dos
biocorantes formados e predominancia de metabolitos secundarios formados na regido visivel

do espectro.
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5.1.5 Caracterizacdo da producdo de biocorante por cultivo submerso
Os resultados de produgdo dos respectivos biocorantes por cultivo submerso em

substrato batata dextrose estdo apresentados e discutidos a seguir.
5.1.5.1 Biocorante de Monascus purpureus NRRL1992
A Tabela 5.3 apresenta os dados de producdo biocorante extracelular por cultivo

submerso de Monascus purpureus em substrato de batata dextrose.

Tabela 5.3: Producdo de biocorante extracelular por cultivo submerso de Monascus

purpureus.
Vermelho Amarelo
Diasdecultivo | apsorcina  Produtividade | Absorcioa  Produtividade
490 nm (Abs/dia) 420 nm (Abs/dia)
0 - - - -
3 0,18+0,0021 0,058+0,00071 0,15%0,0017 0,052+0,00056
5 0,53+0,0064 0,10+£0,0013 0,46+0,0050 0,093+0,0010
7 0,78+0,0095 0,11+0,0014 0,52+0,0087 0,074£0,0012
9 0,95+0,0046 0,10£0,00051 0,71+£0,010 0,079+0,0011
12 0,97+0,0015 0,081+0,00013 0,74+0,0011  0,061%0,000088
16 0,97+0,0025 0,061+0,00016 0,75+0,0029 0,047+0,00018
19 0,97+0,0022 0,051+0,00012 | 0,75£0,00088 0,040+0,000047
21 0,99+0,0076 0,047+0,00036 0,76+0,0033 0,036+0,00016

Nas condigdes descritas, verificou-se a maior producédo de biocorante entre o terceiro e
0 nono dia, estabilizando no décimo segundo dia com baixo incremento ap6s esse periodo. A

producdo da cor vermelha e amarela seguem a mesma tendéncia, com predominio da primeira.

Nos estudos de Lopes (2011), no cultivo submerso de M. purpureus NRRL1992 a fase
estacionaria € atingida ao final do sétimo dia, fase na qual sdo produzidos os metabdlitos
secundarios. Nos estudos de Srianta et al. (2016) com cultivo em estado solido de M. purpureus,
a producéo de biocorantes iniciou no quarto dia, final da fase logaritmica, utilizando arroz como

substrato e estabilizando a produgédo ap6s o 12° dia. Com uso de outros cereais testados como
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substrato foram requeridos periodos mais longos de cultivo e a producdo de biocorantes foi
menor. Nos estudos de Chatterjee et al. (2009), o inicio da producdo de pigmento foi
evidenciado do terceiro dia e maior rendimento no décimo dia. Além disso, 0 crescimento
aumentou com o tempo e atingiu seu maximo no 6° dia. A Figura 5.19 ilustra a producéo de

biocorante para os comprimentos de onda de 420 e 490 nm.

Figura 5.19: Produgé&o biocorante extracelular por cultivo submerso de M. purpureus.
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A produtividade de formacédo do biocorante esta apresentada na Figura 5.20 e observa-

se que a maior produtividade para formacao de biocorante vermelho é do quinto ao sétimo dia.

Figura 5.20: Produtividade de biocorante extracelular por cultivo submerso de M. purpureus.
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5.1.5.2 Biocorante de Aspergillus niger IFL5

A Tabela 5.4 apresenta a producdo de biocorante por cultivo submerso de A. niger.

Tabela 5.4: Producdo de biocorante extracelular por cultivo submerso de A. niger.

Dias de cultivo

Biocorante marrom

Absorcao 420 nm

Produtividade (Abs/dia)

o o ~ O

18
20
27
32

0,024+0,0039
0,088+0,0011
0,75+0,0011
0,87+0,0053
0,90+0,0011
0,97+0,0035
0,96+0,0028

0,0040+0,00065
0,011+0,00013
0,047+0,000066
0,048+0,00029
0,045+0,000053
0,036+0,00013

0,030+0,000088

Nas condicdes de cultivo descritas, a maior producdo de corante ocorre até vigésimo

sétimo dia e ap0s entra em decréscimo. A Figura 5.21 ilustra a producédo de biocorante.

Figura 5.21:Producdo biocorante extracelular por cultivo submerso de A. niger.
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A produtividade de formacéao do biocorante de A. niger esta descrita na Figura 5.22. e a
maior produtividade para formacao deste biocorante ocorre no décimo oitavo dia.

Figura 5.22: Produtividade de biocorante extracelular por cultivo submerso de A. niger.

0,060
0,050 .

(]
0,040 \
@.

8 0,030
2o

0,020

0,010 ////

0,000

0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo de cultivo (dias)

24 27 30 33

5.1.5.3 Biocorante de Penicillium herguei
A Tabela 5.5 apresenta a producdo biocorante extracelular por cultivo submerso de

Penicillium herguei. Nas condicdes de cultivo descritas, a maior producédo de corante ocorre até

vigésimo dia.

Tabela 5.5: Producdo de biocorante extracelular por cultivo submerso de P. herguei.

Vermelho Amarelo
Diasde cultivo | apsorcsoa  Produtividade | Absorcioa  Produtividade
490 nm (Abs/dia) 420 nm (Abs/dia)

0 - - - -
4 0,053£0,0015 0,013+0,00039 | 0,056%0,0023  0,014+0,00058
8 0,12+0,0026 0,015+0,00033 0,17+0,0037 0,021+0,00046
16 0,29+0,0024 0,018%0,00015 0,55+0,0024 0,035£0,00015
18 0,56+0,012 0,031+0,00067 0,83+£0,018 0,046+0,00099
20 0,63+0,014 0,032+0,00068 0,930,020 0,047£0,0010
27 0,66+0,014 0,025+0,00053 0,98+0,021 0,036+0,00078
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A Figura 5.23 ilustra a producgéo de biocorante. A producéo da cor vermelha e amarela

seguem tendéncia similar, com predominio da segunda.

Figura 5.23: Producdo biocorante extracelular por cultivo submerso de P. herguei.
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A produtividade de formacao do biocorante de Penicillium herguei estd demonstrada na
Figura 5.24, onde se verifica que a maior produtividade para formacdo deste biocorante é no

décimo oitavo dia.

Figura 5.24: Produtividade de biocorante extracelular por cultivo submerso de P. herguei.
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A producdo de biomassa nos cultivos submersos dos fungos Aspergillus niger,
Monascus purpureus e Penicillium herguei est4 colocada na Tabela 5.6, sendo que 0 Monascus
purpureus apresentou maior producdo de biomassa em menor tempo de cultivo, seguido por A.

niger e P. herguei.

Tabela 5.6: Produgéo de biomassa por cultivo submerso de A. niger, M. purpureus e P.

herguei.
Tempo de Produtividade
Fun Producao Culii
ungo maxima (g) UhIVO (9 biomassa/g | (MQ biomassa/ h | (MQ biomassa/ ML
( ) substrato) cultivo) meio de cultivo)

A. niger 0,150,015 648 0,16 0,24 3,8
M. purpureus | 0,43+0,048 216 0,45 1,9 11
P. herguei |0,073+0,0024 480 0,076 0,15 1,8

5.2 Tingimento de couro com biocorante de M. purpureus
Inicialmente, os biocorantes concentrados dos fungos Aspergillus niger IFL5,
Penicillium chrysogenum IFL1, Penicillium herguei, Penicillium vasconiae IFL4 e Monascus
purpureus NRRL1992 foram aplicados no tingimento em concentracao de 2%, sem adicéo de
agua. No entanto, em funcéo da tonalidade azulada do couro wet-blue, as cores conferidas pelos
quatro primeiros biocorantes foram pouco perceptiveis nas amostras tingidas. Ja o biocorante
de Monascus purpureus alterou o aspecto visual do couro tingido para a coloracédo carateristica

do extrato, apresentando viabilidade para uso no tingimento.

5.2.1 Testes de formulacgdo de tingimento em escala bancada

O biocorante de Monascus purpureus foi escolhido para a continuidade do trabalho de
desenvolvimento de tingimento de couro devido a produtividade e aspecto visual conferido ao
couro. Além disso, este biocorante tem sido amplamente utilizado de forma segura em

alimentos.

Nesta etapa estdo descritos os resultados das condi¢des de tingimento estudadas em
escala de bancada com uma adicdo de biocorante a temperatura ambiente. Posteriormente foi

realizado o tingimento com uma segunda adicdo de corante a 50 °C (remonte).
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Os resultados de esgotamento de biocorante do banho devido & absorcédo de corante pelo
couro no tingimento, variando o pH de desacidulacdo e utilizando &cido férmico na fixagdo

estdo apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7: Valores de absorbancia dos banhos e absor¢éo de biocorante pelo couro para as
condicdes de pH de desacidulacgéo testadas.

_ N Absorbancia do banho de tingimento Absorcio pelo
pH de desacidulagéo o
Inicial Final couro (%)
4,0 2,38+0,0240 0,655+0,0262 72,5+1,09
5,0 2,38+0,0240 0,676+0,0304 71,6£1,27
6,0 2,38+0,0240 1,02+0,0226 57,240,940

O maior aproveitamento do biocorante de Monascus purpureus do banho, indicativo da
reacao do biocorante com o couro, foi igual para os pH de desacidulacdo ajustados em pH 4,0
(72,5+1,09) % e pH 5,0 (71,6+1,27) %, mas diminuiu em pH 6,0 para (57,2+0,940) %.

O pH 5 foi considerado melhor valor de desacidulacdo para utilizacdo na formulacdo de
tingimento, pois essa condicao favorece a etapa posterior de engraxe, produzindo couros mais
macios do que em relacdo ao pH 4 (Fuck et al., 2011), e esta de acordo com os estudos de
Velmurugan (2010a).

Para pH de desacidulacdo ajustado em 5,0, os resultados de esgotamento de biocorante

do banho de tingimento variando o tipo de acido utilizado na fixagéo estdo na Tabela 5.8.

Tabela 5.8: Valores de absorbancia dos banhos e absorcéo de biocorante pelo couro com
relacdo ao tipo de &cido usado na fixacao.

Absorbancia do banho de tingimento Absorco pelo

couro (%)

Acido utilizado na fixac&o
do corante

Inicial Final

Acido Formico 2,38+0,0240 0,676+0,0304 71,6+1,27
Acido Citrico 2,38+0,0240 0,840+0,0297 64,7+1,24
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A fixacdo com &cido férmico proporcionou maior esgotamento do banho (71,6+1,27)
% em relagdo a fixacdo com acido citrico (64,7+1,24) %.

Os resultados de esgotamento de biocorante do banho de tingimento com relagéo ao uso
de auxiliar de tingimento est4 apresentada na Tabela 5.9 para pH 5,0 e uso de acido férmico na
fixacdo. A absorcdo do biocorante no couro com o uso de auxiliar de tingimento foi de
(71,6+1,27) %, enquanto que sem auxiliar foi de (67,4 £ 1,18) %. O uso de auxiliares de
tingimento aumentou a absorcao do biocorante e também melhorou a homogeneizacao da cor

da superficie do couro verificada visualmente.

Tabela 5.9: Valores de absorbancia dos banhos e absor¢édo de biocorante pelo couro com
relacdo ao uso de auxiliar de tingimento.

Uso de auxiliar de Absorbancia do banho de tingimento Absorcio pelo
tingimento Inicial Final couro (%)
Sim 2,38+0,0240 0,676+0,0304 71,6+1,27
Né&o 2,38+0,0240 0,776+0,0283 67,4+1,18

Logo, a melhor condicdo adotada para tingimento de couro, que resultou em absorcao
de 72% de corante, foi com uma etapa de adicdo de biocorante de M. purpureus a temperatura
ambiente, com ajuste de pH de desacidulagcdo em 5,0, com fixagcdo com &cido férmico e com

uso de auxiliar de tingimento.

O tingimento com uma etapa de adi¢éo de biocorante M. purpureus conferiu a coloracéo
caracteristica ao couro de forma homogénea nos lados flor (A) e (C) carnal (Figura 5.25).
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Figura 5.25: Amostra de couro tingido em escala de bancada com uma etapa de adicéo de
biocorante extraido de Monascus purpureus.

Lado Flor do couro: Lado carnal do couro:
(a) Tingido (b) Wet blue ~ (c) Tingido (d) Wet blue

Posteriormente foi realizado tingimento em amostra de couro com duas adi¢bes de
biocorante de Monascus purpureus, sendo a primeira a temperatura ambiente e a segunda a
50°C, com uso de auxiliar de tingimento e com pH de desacidulacédo ajustado a 5,0 e com acido
férmico para fixacdo, cuja amostra esta na Figura 5.26. O tingimento conferiu cor superficial
do couro com tonalidade mais intensa do que com apenas uma adicdo, devido a maior oferta de
corante e aumento de temperatura do processo. O atravessamento na secdo transversal do
biocorante no couro foi satisfatorio, mas ndo foi completo. Em geral, na industrializagdo de
couros sdo realizados tingimentos com duas etapas de adi¢cdo de corantes (comerciais) e em
maiores concentragdes para obtencéo de atravessamento completo (Clariant, 2014; Basf, 2007;
TFL, 2004).

Figura 5.26: Amostra de couro tingido em escala de bancada com duas etapas de adi¢éo de
biocorante extraido de Monascus purpureus.

(a) Flor (b) Carnal (c) Atravessamento
i
‘ i .
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5.2.2 Testes da formulacgdo de tingimento em escala piloto

Neste item estdo apresentados os resultados de tingimento em escala piloto de couro
wet-blue de aproximadamente (40 x 40) cm? com biocorante Monascus purpureus segundo as
condicdes estabelecidas no item 5.2.1. A amostra de couro tingida com uma etapa de adi¢édo de
biocorante Monascus purpureus a temperatura ambiente, com uso de auxiliar de tingimento e
com pH de desacidulacédo ajustado a 5,0 com acido férmico esté apresentada na Figura 5.27. Os

couros tingidos foram secos, estirados conforme processo e condigdes industrial usual.

Figura 5.27: Amostra de couro tingido em escala piloto com uma etapa de adi¢édo de
biocorante extraido de Monascus purpureus.

(A)Flor ‘(B) Carnal

Os resultados de esgotamento do banho e de Lovbond no tingimento piloto estdo
apresentados na Tabela 5.10. De acordo com a técnica de leitura de cor Lovbond
(vermelhos/amarelo), o extrato colorido de Monascus purpureus apresentou cor inicial de
62,0/20,0 e o banho final de tingimento final foi 4,3/6,3. O percentual de exaustdo de biocorante
do banho de tingimento foi de 94,80%, superior aos resultados encontrados em escala de

bancada, devido ao maior efeito mecéanico do fuldo utilizado.

Tabela 5.10: Testes para determinacao de cor do banho de tingimento.

Testes para determinacao de cor do - . Absorcao pelo
o Inicial Final
banho de tingimento couro (%)

Lovbond (cor vermelho / amarelo) 62,0/20,0 4,3/6,3 -

Absorbancia do banho de tingimento 0,635 0,033 94,80
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5.2.3 Determinagado da resisténcia da cor nas amostras tingidas

Nesta etapa estdo descritos os resultados das determinacGes em escala de cinzas e
colorimétrica das resisténcias de cor das amostras tingidas em escala piloto ou bancada com
biocorante Monascus purpureus. Na Tabela 5.11 séo apresentados os resultados em escala de
cinzas das amostras dos couros tingidas em escala de bancada submetidas aos testes de
resisténcia da cor a luz UV, ao calor e a migracdo em PVC plastificado, variando o acido de
fixacéo.

Tabela 5.11: Determinag6es em escala de cinzas de resisténcia da cor do couro a luz UV,
calor e migragédo a PVC de tingimento em escala de bancada.

Amostra Luz UV Térmica Migracao da cor em
PVC
Fixacdo com &cido 1 4 3/4
férmico
Fixacdo com &cido 1 4/5 4
citrico

As amostras de couro tingidas e desaciduladas com acido férmico obtiveram
estabilidade térmica grau 4 e solidez a migracdo para PVC plastificado grau 3/4, enquanto que
0s couros tingidos e desacidulados com acido citrico obtiveram classificacdes superiores 4 e
4/5, respectivamente, de acordo com os valores da escala de cinza. A resisténcia a luz UV foi
grau 1 em ambas condicBes. Assim, pode se afirmar que o uso do acido citrico influenciou
positivamente a resisténcia da cor do couro tingido ao calor e na migracdo em PVC, mas
manteve a mesma classificacdo quanto a luz UV. O acido citrico usado como mordente em
tingimento do couro com corantes naturais melhora a solidez da cor e a absor¢ao de corante,
comparativamente ao tingimento sem aplicacdo de mordentes, porém o acido oxalico é o mais
indicado (Inayat et al., 2010) e é uma alternativa ecoldgica ao processo de tingimento natural

com mordente metélico (Vankar et al., 2007).

Os couros tingidos em escala piloto foram expostos a a¢éo termica e luz UV, conforme
resultados apresentados na Tabela 5.12. Observa-se para o couro tingido que quanto maior foi
a temperatura de exposicdo, maior foi o clareamento do couro, detectado pela luminosidade
(L*), e menores foram os parametros a* (amarelo) e b* (vermelho), devido a degradacdo da

cor.
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A amostra quando exposta a acdo dessas fontes tende a retornar ao aspecto visual
predominante do couro wet-blue que possui tonalidade azulada, sendo mais evidente sob a acdo

de luz UV, mesmo em menor tempo de exposicao.

Tabela 5.12: Determinacg6es colorimétricas de resisténcia térmica e ultravioleta do couro
tingido com Monascus purpureus em escala piloto com uma adicao de corante.

Padrdes Tratamentos no couro tingido
Parametros Couro Couro .
Wet-blue | tingido 50°C por 120 h | 100°C por 120h | UV light por 24h

L* 83,92+0,04 | 71,98+0,09 | 72,21+0,04 74,59+0,19 77,04+0,30
a* 0,37+0,03 | 13,22+0,46 9,57+0,11 8,85+0,08 5,13+0,02
b* 2,67+0,04 | 15,38+0,07 | 13,46+0,04 12,84+0,03 16,06+0,08
C 2,70+0,04 | 20,29+0,34 | 16,51+0,10 15,54+0,08 16,86+0,07
H 82,02+0,02 | 49,33+0,89 | 54,58+0,23 55,72+0,51 72,30+0,14
DE - - 3,56+0,11 4,30+0,20 11,34+0,08

Luminosidade (L*): zero (preto) a 100 (branco); verde (-a*) a vermelho (+ a*); azul (-b*) a
amarelo (+ b*); croma (C*): saturacdo ou pureza de cor; matiz (h): grau de vermelhid&o,
amarelecimento, verde e azul (0, 90, 180 e 270); DE: Variacdo de cor.

5.2.4 Determinacdo da presenca de fungo nos couros tingidos

Nesta etapa estdo descritos os resultados das determinacgdes da presenca de fungo em
amostras tingidas com biocorante de M. purpureus e com corante Melioderm HF vermelho G
da Clariant, com finalidade de verificar se o corante natural teve influéncia na contaminacao do
produto. Ambos corpos de prova foram tingidos a partir de pedagos do mesmo couro wet-blue,

ndo possuem microbicidas e foram tratados e acondicionadas da mesma maneira.

Os couros foram moidos, misturados com substrato agar batata dextrose e cultivados
em placas de petri por 10 dias a 30°C. As culturas de microrganismos que cresceram foram
transferidas separadamente em novos substratos até serem isoladas. O resultado da contagem
de células de microrganismos por grama de couro estd colocado na Tabela 5.13. Ambas

amostras apresentaram alta contaminacdo por fungos segundo o critério de avaliagdo. Esse
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resultado ja era esperado, pois elas ndo foram tratadas com microbicidas e tal contaminacéo é
devido a manipulacdo e exposi¢do do couro ao ambiente.

Tabela 5.13: Contagem do nimero de fungos por grama de couros tingidos.

Amostra Numeros de células de fungos Avaliacio
por grama de material (UFC/g) ¢
Couro tingido com corante o
_ _ 1,3x103 Alta contaminagéo
comercial Melioderm HF
Couro tingido com biocorante L
1,5x10° Alta contaminacéo
de Monascus purpureus

A Figura 5.28 mostra os lados frente e verso das culturas de microrganismos

encontradas nos couros tingidos com biocorante de Monascus purpureus.

Figura 5.28: Culturas encontrada no couro tingido com biocorante de Monascus purpureus.

Frente Verso
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As amostras analisadas de couro tingido com biocorante ndo apresentaram
contaminagdo por Monascus purpureus, mesmo quando cultivadas por 10 dias & 30°C em
placas de Petri com meio de cultura Agar Batata Dextrose. O resultado era esperado, pois 0
biocorante foi centrifugado e filtrado com membrana de 0,22 pm para retencéo dos esporos. A
Figura 5.29 mostra os lados frente e reverso das culturas encontradas nos couros tingidos com

0 corante comercial.

Figura 5.29: Culturas encontradas no couro tingido com corante comercial.

Frente Verso

Observa-se que o couro tingido com corante comercial apresentou contaminacdo de
microrganismos na mesma ordem de grandeza e foram encontradas culturas de microrganismos
de forma similar tanto nos couros tingidos com o biocorante quanto nas amostras tingidas com

corante comercial.

5.3 Utilizacao de pelo hidrolisado como meio de cultura

Nesta parte sdo apresentados os resultados da utilizacdo de residuo de pelo bovino
obtido do processo industrial de depilagdo de pele como substrato para producéo de biocorante
de Monascus purpureus por cultivo submerso, em comparacdo com produtos comerciais

normalmente utilizados como meio de cultura de fungos filamentosos.
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A Figura 5.30 apresenta os cultivos submersos realizados com Monascus purpureus em
substratos comerciais de (a) Dextrose, (b) batata dextrose, (c) Peptona, comparativamente com
(e) Pelo bruto moido, (f) Pelo hidrolisado e ajustado em pH 3,0 e (g) Pelo hidrolisado e ajustado

em pH 6,0, nas concentracGes de 5g/L.

Figura 5.30: Cultivo submerso de Monascus purpureus com o substrato de pelo hidrolisado,
comparativamente com meios comerciais.

(a) Dextrose (b) Batata (c) Peptona  (d) Peptona (e) Pelo (f) Pelo (9) Pelo

dextrose e batata bruto hidrolisado  hidrolisado
dextrose  moido pH=3,0 pH=6,0

Os extratos dos cultivos submerso de Monascus purpureus com os meios de cultura
testados apresentaram diferentes tonalidades de cor devido ao pH do meio, conforme ja

evidenciado em estudos anteriores.

Este fungo produz diferentes cores em cultivo submerso dependendo do pH do meio
(Srianta et al., 2016), predominando amarelo a Amax 400 nm em pH inicial baixo (2,0 - 4,0) e
diminuindo acentuadamente acima de pH 5, laranja a Amax 480 nm se mantém em estado
estacionario independentemente da condicéo de pH e vermelho a Amax 500 nm em pH mais alto
(6,0 - 8,0) (Chatterjee et al., 2009).

O ponto isoelétrico das fontes NHs*™ é critico para converter o pigmento laranja em
vermelho Vendruscolo et al., 2016b). Fontes de nitrogénio como aminoacidos exercem
regulacdo complexa sobre a expressdo génica e atividades enzimaticas para sintese de
policetideos, sendo que os pigmentos permanecem essencialmente intracelulares devido a sua
alta hidrofobicidade e excretados no meio apos a reacdo com uma unidade NH> de aminoacidos
(Hajjaj et al., 2012). O biocorante formado reage com o ion amdnio ou grupos amino livres
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para transformar em derivados de amina vermelha em condicdo neutra a basica (Chatterjee et

al. 2009).

Os resultados de producdo de biocorante e biomassa por cultivo submerso, realizados

em triplicata, de M. purpureus com os substratos testados estdo colocados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14: Rendimento de biocorante e biomassa nos cultivos submersos de Monascus
purpureus com os substratos testados.

pH Rendimento de Rendimento
biocorante de biomassa
Substrato o )

Inicial  Final UA420/ UA490 / g Biomassa /

Jsubstrato Osubstrato Jsubstrato
Pelo hidrolisado pH 6,5 6,27 7,77 11,252+0,014 1,670+0,031 |0,1580+0,0009
Pelo hidrolisado pH 3,0 3,08 7,09 ]0,993+0,015 1,578+0,044 |0,2413+0,0002
Pelo Bruto 5,00 7,97 ]0,545+0,022 0,880+0,011 |0,0647+0,0026
Batata Dextrose (PDB) 5,16 5,18 |1,170+0,005 1,093+0,002 |0,3658+0,0097
Peptona 6,72 7,97 |1,733+0,017 2,944+0,062 |0,1737+0,0051
Peptona + Batata dextrose | 5,95 7,72 | 1,357+0,025 2,513+0,049 |0,3353+0,0032
Dextrose 5,41 5,63 |1,195+0,028 0,883+0,011 |0,1592+0,0013

A peptona comercial demonstrou ser o melhor meio de cultura para cultivo submerso
de Monascus purpureus NRRL1992, dentre os substratos utilizados para producdo de biomassa
e biocorante (Lopes et al., 2013a) e enzimas B-glicosidades (Daroit et al., 2007). O pelo
hidrolisado com pH 6,5 demonstrou ser melhor meio de cultivo para producdo de biocorante
do que a Dextrose e Batata Dextrose por ser fonte tanto de carbono, quanto de nitrogénio. A
combinacgédo de peptona e batata dextrose como substrato diminui a produgéo de biomassa e

corante em relagdo & composi¢do do meio somente com peptona.

O uso do pelo hidrolisado como meio de cultura em cultivo submerso de Monascus
purpureus aumentou a producdo de biocorante em comparacdo com o pelo bruto moido,
demonstrando que a hidroélise acida contribui significativamente para o desenvolvimento desse

substrato como macronutriente fangico. O ajuste a pH 6,5 do pelo hidrolisado aumentou a
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producdo de biocorante em relacdo ao de pH 3,0, sendo que com ambos o0s extratos finais
ficaram com pH acima de 7,0.

A hidrdlise &cida do residuo de pelo bovino com uso de HCI 6 N por 24 h a 60 °C e
posterior ajuste de pH a 6,5 com NaOH 6 N demonstrou ser um procedimento simples e
eficiente para preparacdo de meio de cultura, mas pode ser melhorado com adicdo de
micronutrientes para atingir resultados mais proximos ao da peptona. O desenvolvimento de
pelo hidrolisado como meio de cultura para uso microbioldgico € uma promissora oportunidade
de valorizacdo de subproduto da indUstria coureira e consequente reducdo de residuo gerado
para destinacdo. Ainda, é potencial alternativa para reducéo do custo de producéo de biocorante,
pois 0 meio de cultura pode representar até 73% do custo total de producdo (Panesar et al.,
2015), principalmente as fontes de carbono e nitrogénio (Srivastav et al., 2015; Taskin et al.,
2011).

Taskin et al. (2011) propuseram um procedimento de hidrélise acida de pena de galinha
com HCI, H2SO4 e H3POa, nas concentragdes 6 N, primeiramente sob aquecimento a 70°C por
24 h e posteriormente com aquecimento a 130°C por 4 h. Por fim, foram misturados, filtrados,
neutralizados com KOH, Mg(OH)2 e NaOH e concentrados por evaporagdo. Segundo os autores
tal procedimento demonstrou ser mais efetivo para o cultivo microbiol6gico do que a hidrélise
apenas com HCI ou &cido propionico (CsHsO2) e acido formico (CH202) devido & incorporagéo
dos oligoelementos fosforo (P) e enxofre (S) no substrato. O fosforo participa da estrutura dos
acidos nucléicos, fosfolipidios, ATP, muitos cofatores e algumas proteinas e o enxofre é
necessario para a sintese dos aminoéacidos cisteina e metionina, as vitaminas tiamina e biotina,
e alguns carboidratos. Da mesma forma, diferentes substancias alcalinas usadas na
neutralizacdo como NaOH, KOH, Mg(OH). e Ca(OH). fornecem elementos Na, K, Mg e Ca.
Haque et al. (2016), estudaram a utilizac&o de hidrolisado de residuos de panificacao decorrente
de reac0es hidroliticas por Aspergillus awamori e Aspergillus oryzae como substrato, fonte de
acucares e aminoacidos, em cultivo submerso de Monascus purpureus para a producdo de
biocorantes, sendo obtido o maior rendimento de pigmento (24 UA/g) com o hidrolisado

contendo 5 g/L de glicose inicial.
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A Figura 5.31 apresenta a média dos espectros UV-vis do biocorante de Monascus
purpureus cultivado com os diferentes meios de cultura. A utilizagcdo da dextrose apresentou
tendéncia similar ao uso de batata dextrose como meio de cultura no cultivo submerso de
Monascus purpureus, resultando em menor producdo de biocorante na concentracdo
padronizada de 5 g/L e, segundo estudos de Chatterjee et al. (2009), a concentracdo ideal de

glicose para producdo de pigmento vermelho é de 20 g/L.

Figura 5.31: Comparativo dos espectros UV-vis do biocorante de Monascus purpureus
cultivado com os diferentes meios de cultura.
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A Figura 5.32 apresenta as trés vias do espectro UV-vis do biocorante de Monascus
purpureus cultivado em solugéo aquosa de pelo hidrolisado a pH 6,5 como meio de cultura. O
rendimento de produgdo de biocorante para as cores amarelo e vermelho foram,
respectivamente, (1,252+0,014) UA/g de substrato e (1,670+£0,031) UA/g de substrato.
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Figura 5.32: Espectro UV-vis do biocorante de Monascus purpureus cultivado em solugéo
aquosa de pelo hidrolisado a pH 6,5 como meio de cultura.
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A Figura 5.33 apresenta as trés vias do espectro UV-vis do biocorante de Monascus
purpureus cultivado em solucéo aquosa de pelo hidrolisado a pH 3,0 como meio de cultura. O
rendimento de producdo de biocorante para as cores amarelo e vermelho foram,
respectivamente, (0,993+£0,015) UA/g de substrato e (1,578+0,044) UA/g de substrato.

Figura 5.33: Espectro UV do biocorante de Monascus purpureus cultivado em solugéo
aquosa de pelo hidrolisado a pH 3,0 como meio de cultivo.
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A Figura 5.34 apresenta as trés vias do espectro UV-vis do biocorante de Monascus

purpureus cultivado em solu¢do aquosa de pelo bruto moido como meio de cultivo. O
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rendimento de producdo de biocorante para as cores amarelo e vermelho foram,
respectivamente, (0,545+0,022) UA/g de substrato e (0,880+0,011) UA/g de substrato.

Figura 5.34: Espectro UV-vis do biocorante de Monascus purpureus cultivado em solugéo
aquosa de pelo bruto moido como meio de cultura.
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A Figura 5.35 apresenta as trés vias do espectro UV-vis do biocorante de Monascus
purpureus cultivado em solucéo aquosa de Batata Dextrose comercial como meio de cultura, o
qual apresentou o menor desvio padrdo dentre os substratos testados, resultando em curvas de
varredura praticamente sobrepostas. O rendimento de producdo de biocorante para as cores
amarelo e vermelho foram, respectivamente, (1,170+0,005) UA/g de substrato e (1,093+0,002)
UA/g de substrato.

Figura 5.35: Espectro UV-vis do biocorante de Monascus purpureus cultivado em solu¢édo
aquosa de Batata Dextrose comercial como meio de cultura.
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A Figura 5.36 apresenta as trés vias do espectro UV-vis do biocorante de Monascus
purpureus cultivado em solucdo aquosa de Peptona como meio de cultura. O rendimento de
producdo de biocorante para as cores amarelo e vermelho foram, respectivamente,
(1,733+0,017) UA/g de substrato e (2,944+0,062) UA/g de substrato.

Figura 5.36: Espectro UV-vis do biocorante de Monascus purpureus cultivado em solugéo
aquosa de Peptona comercial como meio de cultura.
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A Figura 5.37 apresenta as trés vias do espectro UV-vis do biocorante de Monascus
purpureus cultivado em solucéo aquosa de Peptona e Batata Dextrose como meio de cultura. O
rendimento de producdo de biocorante para as cores amarelo e vermelho foram,
respectivamente, (1,357+£0,025) UA/g de substrato e (2,513+0,049) UA/g de substrato.

Figura 5.37: Espectro UV do biocorante de Monascus purpureus cultivado em solucéo
aquosa de Peptona e Batata Dextrose comercial como meio de cultura.
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A Figura 5.38 apresenta as trés vias do espectro UV-vis do biocorante de Monascus
purpureus cultivado em solucdo aquosa de Dextrose comercial como meio de cultura. O
rendimento de producdo de biocorante para as cores amarelo e vermelho foram,
respectivamente, (1,195+0,028) UA/g de substrato e (0,883+£0,011) UA/g de substrato.

Figura 5.38: Espectros UV do biocorante de Monascus purpureus cultivado em solugéo
aquosa de dextrose comercial como meio de cultura.
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Capitulo 6

Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos na presente tese € possivel apresentar as seguintes

conclusodes:

a)

b)

a partir dos estudos bibliograficos realizados para o planejamento deste trabalho foi
apresentado o estado da arte das pesquisas atuais referentes as aplicacfes de corantes

naturais fungicos.

A rotina apresentada de estudos para selecdo de biocorantes fungicos, para
identificacdo DNA gendmico, para aplicacdo no tingimento de couro, para producdo
por cultivos submersos de fungos filamentosos e de estudo dos aspectos técnicos e de
produtividade por espectroscopia de FTIR, UV-vis e gravimetria foram descritas e

exemplificadas com os experimentos feitos.

Os fungos filamentosos selecionados Aspergillus niger IFL5, Penicillium
chrysogenum IFL1, Penicillium herguei, Penicillium vasconiae IFL4, Monascus
purpureus NRRL1992, Fusarium oxysporium, Fusarium graminearum, LPM 1473 e
LPM 1504 produzem corantes naturais como metabdlitos secundarios quando
incubados em cultivo submerso com meio de batata dextrose, porém somente o
corante extraido do Monascus purpureus demonstrou potencial para utilizagdo no

tingimento de couro.
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c)

d)

9)

O corante extraido de Monascus purpureus apresentou a maior produtividade dentre
os fungos filamentosos testados e foi eficiente no tingimento do couro, apresentando
bom poder de tingimento, penetracdo e esgotamento no banho (acima de 70% de
aproveitamento do corante usado), resultando em boas propriedades de resisténcia ao
calor (grau 4/5 na escala de cinzas) e a migracdo em PVC (grau 3/4 na escala de
cinzas). No entanto, apresentou baixa resisténcia a luz ultravioleta (grau 1 na escala de

cinzas).

Através do procedimento de identificacdo genémica foi possivel identificar o fungo
LPM 1473 como Chaetomium aureum.

A melhor condicdo adotada para tingimento de couro, que resultou em absorcdo de
72% de corante, foi com uma etapa de adicdo de biocorante de M. purpureus a
temperatura ambiente, com ajuste de pH de desacidulagcdo em 5,0, com fixacdo com

acido formico e com uso de auxiliar de tingimento.

O reaproveitamento do pelo proveniente da depilagdo “hair saving” é uma promissora
oportunidade de valorizacdo do subproduto da industria coureira e potencial
alternativa para reducdo do custo de producdo de biocorantes fungicos, sendo que a
hidrolise &cida deste residuo com uso de HCI 6 N por 24 h a 60 °C e posterior ajuste
de pH a 6,5 com Hidréxido de Sédio 6 N demonstrou ser um procedimento simples e

eficiente para preparacédo de substrato para cultivo submerso de M. purpureus.

O cultivo submerso de M. purpureus utilizando substrato de pelo hidrolisado
apresentou bons rendimentos de producdo de biocorante, comparativamente com

meios comerciais.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho fazem-se algumas sugestdes para a

realizacdo de trabalhos futuros:

Realizacdo de estudos de encapsulamento do biocorante para aumentar a estabilidade a

luz e avaliacdo no tingimento de couro em aumento de escala;

Aplicacdo de biocorantes em outros substratos, como matrizes poliméricas;
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Estudar o consumo de nitrogénio e carbono total durante o cultivo submerso de
Monascus purpureus utilizando como substrato pelo hidrolisado em diferentes

concentragoes;

Realizar producéo de biocorante de Monascus purpureus em escala piloto utilizando

pelo hidrolisado como substrato e realizar um estudo de viabilidade econdmica;

Avaliar a produgdo de micotoxina citrina nas amostras de biocorante produzidas a

partir de cultivo de pelo hidrolisado.
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