UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

DEPILACAO ENZIMATICA-OXIDATIVA DE
PELES PARA CURTIMENTO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Eliane Andrioli Matos Marafon

Porto Alegre
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

DEPILACAO ENZIMATICA-OXIDATIVA DE
PELES PARA CURTIMENTO

Eliane Andrioli Matos Marafon

Dissertacdo de Mestrado apresentada como

requisito parcial para obtencdo do titulo d
Mestre em Engenharia.

Area de concentragdo: Pesquisa
desenvolvimento de processos.

Orientadora:
Profé. Dré. Mariliz Gutterres

Porto Alegre
2012

e

e



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacdo Depilacao
enzimatica-oxidativa de peles para curtimento, elaborada por Eliane Andrioli Matos
Marafon, como requisito parcial para obtencdo do Grau de Mestre em Engenharia.

Comissao Examinadora:

Prof. Dr. Marco A. Z. Ayub

Universidade Federal do Rio Grande do Sul- ICTA, PPGEQ.

Profé, Dr2, Aline Dettmer

Universidade de Caxias do Sul - PGEPROTEC.

Profé, Dr2, Marcia Schultz

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Sul-
Riograndense e Universidade Federal do Rio Grande do Sul —
DEQUI.



Agradecimentos

Ao programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia Quimica, pela estrutura
oferecida.

A minha orientadora, professora Mariliz Gutterres, pela orientacio e amizade.

As pessoas mais importantes da minha vida, minha mae Cita Andrioli Matos
e meu esposo Rudimar Marafon, pelo apoio, incentivo, compreenséo e paciéncia em

todos os momentos. E a Deus, por tudo.
Aos amigos e familiares que torceram, e torcem, pelo meu sucesso.

Aos amigos do LACOURO e LPR, pela amizade, companheirismo e
momentos de descontracdo. Aos amigos, Miriam Cooper, Soriene Bordignon, Franck
Souza, Eduardo Kipper, Wagner F. Fuck e Claudia Destro dos Santos, por todos 0s
“helps” prestados. A Aline Dettmer e & Elita Cavalli pelo auxilio na parte inicial do
trabalho. E a querida amiga e bolsista de iniciacdo cientifica Larissa Petry pelo

auxilio na realizacdo da parte experimental deste trabalho.

A CAPES e ao CNPq pelo apoio financeiro.



Resumo

A busca por tecnologias que visem minimizar o impacto ambiental da industria
coureira vem aumentando constantemente. A utilizacdo de enzimas e de produtos
oxidantes na etapa de depilacdo da pele é uma alternativa que permitem a reducao do
potencial poluidor da industria do couro, além de possibilitar a reducdo do tempo de
processo. Neste trabalho buscou-se reunir os beneficios do uso de enzimas,
produzidas pelo cultivo de duas linhagens de Bacillus subtilis (BLBc 11 e BLBc 17),
e perdxido de hidrogénio, através da associacdo destes produtos em um processo de
depilacdo enzimatico-oxidativo, alternativo ao processo convencional (cal e sulfeto
de sddio). Foram realizados testes iniciais a fim de avaliar as melhores condicdes de
depilacéo, verificando-se que as melhores condigdes seriam: realizar a primeira etapa
somente com o extrato enzimatico, alcalinizar o meio com 1% de hidréxido de sddio
e realizar, entdo, a etapa oxidativa com perdxido de hidrogénio, com o tempo total de
processo em torno de 4 h. Os testes de depilacdo enzimatica-oxidativa foram
realizados nestas condicdes, aplicando as enzimas nas concentracdes de 100 U g™ de
pele e 300 U g de pele, e o peréxido de hidrogénio nas concentracdes de 4 % e 8 %.
As peles foram visualmente avaliadas, observando-se que em todos 0s ensaios 0s
pelos ndo foram totalmente removidos, conseguindo-se sua remog¢do com posterior
raspagem mecanica. Os pelos foram removidos intactos, com a raiz. Foram
realizados testes comparativos entre 0 método de depilacdo proposto, a depilacdo
convencional e a depilacdo puramente enzimatica. O banhos residuais foram
avaliados através de analises de pH, nitrogénio total Kjeldhal, sélidos dissolvidos
totais, fixos e volateis, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e hidroxiprolina. Os
resultados foram satisfatdrios, mostrando que o método de depilacdo com o uso de
enzimas e peroxido de hidrogénio pode ser considerado uma alternativa viavel ao uso

de cal e sulfeto de sédio.

Palavras-chave: depilacdo, pelos, pele, enzimas, Bacillus subtilis, peroxido de

hidrogénio.



Abstract

The search for technologies aiming at minimizing the environmental impact of
leather industry is constantly increasing. The use of enzymes and oxidants in the
unhairing step is an alternative which allow reducing the pollution of the leather
industry, in addition to enabling the reduction of process time. In this study we
sought to bring together the benefits of using enzymes, produced by two strains of
Bacillus subtilis (BLBc 11 e BLBc 17), and hydrogen peroxide through the
combination of these products in an enzymatic-oxidative unhairing, alternative to the
conventional process (lime and sodium sulfide). Initially, tests were carried out to
assess the best conditions for hair removal, verifying that the best conditions are:
perform the first step only with the enzymatic extract liquid, alkalinization with 1%
sodium hydroxide and, then, the oxidation step with hydrogen peroxide, with the
total process time around 4 h. Tests for enzyme-oxidative unhairing were performed
under these conditions, applying enzymes at concentrations of 100 U g™ of skin and
300 U g™ of skin, and hydrogen peroxide at concentrations of 4% and 8%. The skins
were visually evaluated, observing that in all the tests the hairs were not completely
removed, achieving its removal with subsequent mechanical scraping. The hairs were
removed intact, with the roots. Tests were conducted comparing the proposed
unhairing method, the conventional unhairing and purely enzymatic unhairing
performed with enzymatic extract produced by strains BLBc 11 and BLBc 17. The
residual baths were evaluated through analysis of pH, total Kjeldhal nitrogen, total
dissolved solids, fixed and volatile, glycosaminoglycans, proteoglycans and
hydroxyproline. The results were satisfactory, showing that the enzymatic-oxidative
unhairing using enzymes and hydrogen peroxide proposed here can be considered a

viable alternative to the use of lime and sodium sulfide.

Keywords: unhairing, hair, skin, enzymes, Bacillus subtilis, hydrogen peroxide.
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Capitulo 1

Introducéo

A manufatura de couros é uma das industrias mais antigas, e também uma das mais
conhecidas por seu impacto ambiental. Do ponto de vista industrial e ambiental, o curtume
sempre foi visto como um dos mais contaminantes, ja que 0s processos produtivos geram uma
elevada quantidade de residuos sélidos, liquidos e gasosos, além da geracdo de odores
desagradaveis.

Sabe-se que o processamento de couros envolve 3 fases principais (ribeira, curtimento
e acabamento), subdivididas em vérias etapas. As operacfes de ribeira ttm como principal
funcdo deixar a pele limpa e pronta para as etapas subsequentes. No entanto, os processos de
ribeira, realizados no modo convencional, sdo responsaveis pelo descarte da maior parte da
poluicdo total gerada pelo processamento do couro. Na etapa de depilacdo e caleiro, onde 0s
principais produtos quimicos utilizados sdo o sulfeto de sodio e a cal, a presenca de grandes
quantidades destes nas 4guas residuais resulta em altos teores de sulfetos (S%) e sélidos em
suspensdo (SS) nos efluentes. Este processo também é responsavel por 60% - 70% da carga
poluidora gerada pelo curtume, em termos da demanda quimica de oxigénio (DQO) e
demanda bioguimica de oxigénio (DBOs) (LI et al., 2010). De acordo com Jian et al. (2011),
0 processo convencional de depilagdo (cal-sulfeto de sodio), permite a destruicdo do pelo,
causando emissdes com elevada demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioldgica de
oxigénio (DBO) e sélidos totais suspensos.

Além de conhecidos pelo seu impacto ambiental, os curtumes também ndo possuem

uma boa reputacdo com relacdo a geracdo de odores. Os odores gerados pelos curtumes
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podem ter natureza e origens variadas, sendo que 0 mais marcante e caracteristico é o odor
gerado por compostos de enxofre (H,S e mercaptanos), proveniente majoritariamente dos
processos de depilacdo e caleiro. Além do odor desagradavel, a presenca de H,S é perigosa,
pois com 0 aumento da concentracdo, sua percep¢do diminui e a toxicidade aumenta, podendo
chegar a ser letal (TOULOUMET, 2011). Em janeiro de 2012, em um curtume de Mato
Grosso do Sul, um acidente relacionado a geracdo de gas toxico (H,S) ocasionou a morte de
quatro pessoas e deixou 28 pessoas intoxicadas. Durante a descarga de acido propi6nico,
ocorreu uma violenta reacdo quimica com a geracdo de um grande volume de gas tdxico
(H2S). Provavelmente, durante a transferéncia do &cido do caminhdo para o tanque, houve
reacdo deste &cido com sulfetos, acarretando na geracdo de um grande volume de gas
sulfidrico (disponivel em g1.globo.com).

Apesar do impacto ambiental, a inddstria do couro tem um papel importante nas
regibes onde esta inserida. O Brasil € um dos grandes produtores mundiais de couro. Estima-
se que em 2011 a producdo mundial de couros tenha atingido o nimero de 311 milhdes de
unidades, sendo o Brasil responsavel pela producdo de 43 milhdes de couros, o que representa
13,8% da producdo mundial. O Rio Grande do Sul possui 0 maior namero de
estabelecimentos de curtimento e outras preparac@es de couros, 224 em 2011, gerando mais
de 13.500 empregos neste Estado (GUIA BRASILEIRO DO COURO, 2012).

Verifica-se, portanto, a necessidade da implantacdo de tecnologias mais limpas, com a
substituicdo de reagentes potencialmente perigosos, por produtos mais brandos e mais
facilmente tratados nas estacdes de tratamento.

O uso de produtos a base de enzimas estd sendo explorado em muitas areas do
processamento do couro. Além disso, as enzimas estdo ganhando mais importancia no
processo de depilacdo, eliminando a necessidade do uso de sulfeto de sddio. O uso de enzimas
no remolho diminui o tempo de processo e inicia 0 processo de abertura das fibras. Na etapa
de depilacdo/caleiro, as enzimas podem ser utilizadas em associagdo com menores
quantidades de sulfeto de sodio e cal, e na purga, o uso de enzimas tem com principal funcao
remover as proteinas coagulaveis da pele (THANIKAIVELAN et al. , 2004).

Diversos autores, como Crispim e Mota (2003), Sivasubramanian et al. (2008a e
2008b), Dettmer et al. (2012a, 2012b e 2012c), por exemplo, vém estudando a aplicacédo de
enzimas na etapa de depilacdo como alternativa ao uso de cal e sulfeto de sodio.

De acordo com Valeika et al. (2009), o uso de enzimas € 0 mais promissor dos

métodos para a reducdo do impacto ambiental causado pelo processamento do couro. O uso
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de enzimas na etapa de depilacdo/caleiro permite, em um curto espaco de tempo, diminuir a
quantidade de produtos quimicos e produzir peles uma camada flor limpa. Além disso, as
enzimas podem ser utilizadas em um processo de depilacdo com recuperacdo do pelo (hair
saving), onde estas enzimas atacam as ligacdes entre o pelo e a derme, levando a soltura do
pelo.

Proteases microbianas estdo entre as mais importantes enzimas hidroliticas e vém
sendo estudadas extensivamente desde o advento da enzimologia. Proteases alcalinas
produzidas por bactérias encontram inimeras aplicacdes em varios setores da inddstria. Na
industria do couro, o tratamento enzimatico destroi pigmentos indesejaveis, aumenta a area de
pele e produz peles mais limpas. As proteases alcalinas aumentam a velocidade da depilacao,
pois as condicBes alcalinas permitem o inchamento das raizes dos pelos e o subsequente
ataque das proteases as proteinas do foliculo do pelo, permitindo a facil remocdo deste
(GUPTA et al., 2002).

Outra alternativa ao uso de cal e sulfeto de sodio é o uso de produtos oxidantes na
depilacdo de peles. Os produtos oxidantes podem promover uma rapida reacdo de depilacgéo,
gue em termos econdémicos pode trazer vantagens aos curtumes, além de permitirem a
substituicdo completa ou parcial de sulfeto de sodio nesta etapa.

Assim como 0 uso de enzimas, 0 uso de produtos oxidantes como substituintes do
sulfeto de s6dio na etapa de depilagdo também € foco de estudo para diversos autores. Marsal
et al. (1999), Marmer et al. (2003), Bronco et al. (2005) e Morera et al. (2008), avaliaram o
uso de perdxido de hidrogénio, Marmer e Dudley (2008) estudaram a depilacdo oxidativa com
percarbonato de sodio, e Gehring et al. (2003) avaliaram o perdxido de célcio. Sendo que
todos os estudos citados apresentaram resultados satisfatorios.

A aplicacdo da depilacdo oxidativa com recuperacdo do pelo permite a substituicdo do
sulfeto de sodio e a reducdo da carga de poluentes nas aguas residuais. Recentemente, esta
sendo dada mais atengédo a depilacdo oxidativa com perdxido de hidrogénio (H,0,), devido ao
fato de que ela pode reduzir notavelmente o impacto ambiental (SHI et al.,2003). Muitos
estudos estdo sendo realizados para avaliar as possibilidades do uso de peréxido de hidrogénio
em meio alcalino. Embora os resultados obtidos por este método de depilagdo sejam
satisfatorios, ele causa a destruicdo dos pelos, resultando na contaminacéo do efluente. Neste
caso, seria necessaria a protecéo do pelo contra a acdo subsequente do H,O, em meio alcalino.
Um sistema de depilagdo com recuperacdo do pelo poderia ser realizada com a imunizagéo

com 1% de hidroxido de célcio, previamente a depilagdo com H,0,. Contudo ndo é
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conveniente alcancar a imunizagdo total, pois isto podera tornar impossivel a remocao dos
pelos (MARSAL et al., 2002 e SHI et al., 2003). Tanto o sulfeto de s6dio quanto o peroxido
de hidrogénio agem em condicOes altamente alcalinas, entretanto, o sulfeto de sddio age como
um agente redutor, enquanto o peroxido de hidrogénio atua como um oxidante, decompondo-
se e transformando-se em &gua, gerando assim efluentes menos poluentes (MORERA et al.,
2006).

Assim, prople-se 0 uso combinado de enzimas com processo oxidativo, visando
diminuir o tempo do processo puramente enzimatico estudado por Dettmer (2012) e Dettmer
et al. (2012a, 2012b e 2012c). Os autores isolaram e selecionaram, a partir do lodo de estacao
de tratamento de um curtume, duas linhagens de Bacillus subtilis produtoras de proteases,
denominadas BLBc 11, selecionada por apresentar menor efeito sobre o colagénio, e BLBc
17, selecionada por apresentar maior efeito sobre a queratina. As enzimas produzidas por
estas duas linhagens, foram aplicadas em um processo de depilacdo puramente enzimatico,
onde os autores obtiveram resultados satisfatorios em um processo de 6 horas. Assim, 0
processo combinado destas mesmas enzimas (BLBc 11 e BLBc 17) com o peroxido de
hidrogénio, proposto neste trabalho, visa um processo sem destrui¢do do pelo, assim como o
processo puramente enzimatico, porém com um tempo de processo de aproximadamente 4

horas.

1.1 Objetivos do trabalho

O objetivo deste trabalho € avaliar o uso associado de enzimas (proteases), produzidas
por linhagens de Bacillus subtilis, denominadas BLBc 11 e BLBc 17, e perdxido de
hidrogénio. Ou seja, associar os beneficios do uso de enzimas e de peréxido de hidrogénio
através de um processo de depilacdo enzimatico-oxidativo, com o uso de produtos menos
agressivos ao meio ambiente. O método de depilacdo estudado neste trabalho visa a nao
destruicdo do pelo e a redugdo do tempo de processo, tanto comparado ao Processo

convencional com uso de cal e sulfeto de sdédio quanto comparado ao processo enzimatico.

1.2 Estrutura do trabalho
O presente trabalho esta estruturado em 5 capitulos.
No capitulo 2 serad apresentada uma revisao bibliografica sobre a estrutura das peles,

bem como uma apresentacdo das etapas do processamento que transforma pele em couro. A
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etapa de depilacdo/caleiro sera abordada com maior aprofundamento, por ser o foco desta
dissertacdo. Também serdo abordados alguns conceitos na area biotecnologica,
principalmente na producdo e caracterizacdo de enzimas. A utilizacdo de enzimas, bem como
0 uso de produtos oxidantes, na depilacdo de peles, como possiveis alternativas a substituicdo
do sulfeto de sodio nesta etapa, também serdo assuntos abordados neste capitulo.

No capitulo 3 serdo descritas as etapas envolvidas na realizacdo dos experimentos.
Serdo apresentados os materiais e as formulacOes utilizadas nos ensaios e, por fim, os
métodos de analises utilizados para a avaliacdo dos testes.

No capitulo 4 serdo apresentados os resultados obtidos e suas discussdes. Serdo
discutidos os resultados das analises visuais das peles e dos pelos removidos, realizados para
verificar se 0 método enzimatico-oxidativo proposto ndo degrada os pelos. Em seguida serdo
apresentados, também, os resultados analiticos obtidos pela analise dos banhos.

No capitulo 5 serdo apresentadas as conclusdes e sugestdes para futuros trabalhos.
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Capitulo 2

Revisao bibliografica

Neste capitulo é feita a revisdo bibliografica sobre a estrutura das peles, matéria-prima
da inddstria do couro, com a apresentacdo das etapas do processamento que transforma pele
em couro. A etapa de depilacao/caleiro serd abordada com maior aprofundamento, por ser o
foco desta dissertacdo. E feita, também, uma apresentagdo de alguns conceitos na area
biotecnoldgica, principalmente na producdo e caracterizagdo de enzimas. A utilizacdo de
enzimas, bem como o uso de produtos oxidantes, na depilacdo de peles, como possiveis

alternativas a substituicdo do sulfeto de sddio nesta etapa, também serdo assuntos abordados.

2.1 Pele

Sendo a pele a matéria-prima da inddstria do couro, € necessario conhecer sua
estrutura, zonas e camadas que a compdem. Da-se 0 nome de pele a camada protéica que
reveste o corpo dos animais superiores. A pele é, geralmente, coberta por pelos ou 1 para
conferir-lhes protecdo a agentes externos. A maior quantidade de peles usadas para a

manufatura de couros é proveniente de bovinos, caprinos, suinos e ovinos.

A estrutura histologica de peles de animais destinadas a fabricagdo de couros € bem
conhecida. Ha peculiaridades fundamentais na constituicdo da pele. Estas variam de acordo
com as racas e espécies animais. As peles dos mamiferos sdo formadas por trés camadas: a
camada superior (externa) € chamada epiderme, a camada intermediaria € derme, ou corium

(cutis) e a camada inferior é a hipoderme ou subcutis. As camadas da pele tém



8 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

desenvolvimento, construcdo, constituicdo quimica e fungdes fisioldgicas diferenciadas entre
si (GUTTERRES, 2004). A epiderme &, basicamente, queratina, a derme é composta por

fibras de colagénio e a hipoderme, principalmente formada por gorduras.

A estrutura da pele € verificada na Figura 1, onde se podem verificar as camadas da

pele a partir de um corte.

A <iE
7 Glandula
g sebacea
A /
] / ¢
e

Miusculo eretor do Camada
pelo papilar

I\

Camada da
rede de

Células de fibras

gordura

J

Figura 1. Esquema de um corte de pele

Fonte: Reed, 1996.

Epiderme

A epiderme constitui a camada mais externa, contribuindo com praticamente 1% para
a espessura total da pele. A camada epidérmica, que apresenta como constituinte principal a
queratina, € destruida, ou apenas liberada da camada subjacente, na etapa de depilacgdo,
dependendo do sistema empregado (HOINACKI et al., 1994). A epiderme contém
melandcitos e células imunitarias. Os anexos cutineos (pelos, foliculo piloso, glandulas

sebaceas e sudoriparas) também estdo presentes nas peles dos mamiferos, estendendo-se até a
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derme. A juncdo entre a epiderme e a derme tem a forma de papilas, que conferem maior
superficie de contato e facilitam a difusdo de nutrientes, além de maior resisténcia ao atrito da
pele (SOUZA, 2010).

Além das queratinas, outras substancias desempenham papel muito importante na
impermeabilizacdo e consisténcia fisica da epiderme. O espaco intercelular das subcamadas
da epiderme é preenchido por uma secre¢do rica em glicolipideos e esterdis, que criam uma
barreira a prova d’agua na epiderme. Além dessa secrecdo, as células da epiderme estao
interconectadas por desmossomos: glicoproteinas especializadas na funcdo de conectar célula
(SOUSA, 2006).

Da fora para dentro, a epiderme é constituida pelas seguintes camadas: camada cornea,
camada granular e camada mucosa de Malphighi ou camada basal (GUTTERRES, 2010). A
camada de Malphighi contém células de aparéncia gelatinosa e baixa resisténcia, que sdo
facilmente atacadas por bactérias e alcalis. Os pelos e a melanina, responsavel pela sua

coloragéo, tem origem na camada de Malphighi.

O pelo é uma importante producdo epidérmica. A raiz do pelo esta contida no foliculo
piloso e termina em uma porcdo dilatada, denominada bulbo, o qual tem uma concavidade
conhecida como papila. As células epiteliais que cobrem o foliculo piloso recebem
alimentacdo da derme por intermédio da papila. A base do pelo quase chega ao fundo da
camada papilar. O pelo compde-se de duas partes continuas, a raiz e o talo. A maioria dos

pelos esta disposta obliqguamente em relacdo a superficie da pele (GUTTERRES, 2010).

O processo pelo qual a queratina € formada no pelo e na camada cornea da epiderme é
chamado queratinizacdo. Basicamente, 0 processo consiste na formacéo de pontes dissulfeto a
partir dos grupos tiol (-SH). Durante a queratinizacdo, o cortex é enriquecido com cistina e
metionina, formando um pelo com grande estabilidade, forca e propriedades fibrosas com
relacdo a epiderme e a raiz do pelo. A queratina do cortex é chamada queratina dura (hard) e a
da epiderme e raiz do pelo € chamada de queratina macia (soft) (GALARZA et al., 2009;
DETTMER, 2012).
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Derme

E a parte principal da pele, ja que é a parte aproveitavel para a fabricagdo do couro. Os
couros sdo obtidos desta camada, ap0s a eliminacdo das demais camadas constitutivas da pele,
ao longo do processamento. A derme esta constituida pelas camadas papilar e reticular. A
camada papilar fica exposta, ap6s a etapa de depilacdo, e é denominada pelos curtidores de
camada flor (HOINACKI et al. 1994).

A derme e formada por um tecido tridimensional de fibras de proteina do colagénio. O
colagénio é o principal constituinte dos tecidos animais (GUTTERRES, 2004; HOFMAN,
2011).

O corium (derme) é a camada que interessa para o curtidor e representa 85% da
espessura da pele bovina. Apenas o cérium sera transformado em couro apos a remocdo da
epiderme e hipoderme e de constituintes como pelos, glandulas, gorduras, sangue, sujeiras e
sal de conservacdo (GUTTERRES, 2004).

Hipoderme

Esta camada constitui aproximadamente 15% da espessura total da pele e elimina-se
mecanicamente na ribeira mediante a operac&o de descarne. E a parte da pele que assegura a
unido com o corpo do animal. E constituida por fibras largas dispostas paralelamente a
superficie da pele. Entre suas fibras encontram-se células graxas, vasos sanguineos grossos e
nervos (GUTTERRES, 2010).

2.2 Composicao quimica da pele

A pele fresca é formada por um reticulado de proteinas fibrosas embebidas por um
liquido aquoso que contem proteinas globulares, graxas e substancias minerais e organicas. A
composicdo aproximada de uma pele fresca é a seguinte: 60 — 64% de agua, 33% de
proteinas, 2 — 6% de gorduras, 0,5% de substancias minerais e 0,5% de outras substancias.
Entre estes valores, destaca-se o elevado conteddo de agua da pele. Do total de proteinas que
tem a pele aproximadamente, 94 — 95% é colagénio, 1% elastina, 1 — 2% queratina e o resto
séo proteinas ndo fibrosas (GUTTERRES, 2004).
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Elastina

A elastina é uma proteina fibrosa que ocorre ao longo do colagénio, contribuindo com
um consideravel grau de elasticidade ao tecido conjuntivo. A elastina € um objeto de grande
interesse devido a sua especifica resisténcia quimica e fisica. E caracterizada pelo alto
contetdo de aminodcidos ndo polares: glicina, alanina, prolina e valina, e baixo teor notavel
de aminoacidos polares, como lisina, histidina e arginina. Na elastina pura carboidratos séo
ausentes. A funcgdo bioldgica da elastina é principalmente a de ligamento. As fibras de elastina
evitam danificagdes ou estiramento excessivo das ligacdes. As propriedades elasticas da
elastina sdo restritas ao estado completamente hidratado. A elastina seca torna-se fragil
(BIENKIEWICZ, 1983; HEIDEMANN, 1993).

Segundo Heidemann (1993), para a manufatura do couro, o especial comportamento
das fibras de elastina tem um interessante e importante efeito. As fibras de elastina resistem a
quebra durante os processos de caleiro e purga, bem como a todos 0s outros processos até
obtencédo do couro acabado. A presenca de redes de elastina limita a elasticidade do couro e é

essencial para um couro de flor firme.
Queratinas

As queratinas sdo proteinas fibrosas, insolGveis em agua, solucdes salinas neutras,
solugdes de acidos fracos e &lcalis fracos, além de ser altamente resistentes a hidrdlise
enzimatica. Essas propriedades podem ser explicadas pela estabilidade da estrutura terciaria
da queratina conferida especialmente pelas ligacdes dissulfidicas dos aminoacidos da cisteina.
Dois aminoéacidos cisteina se unem através de uma ligacdo dissulfidica, formando um novo
aminoacido, a cistina. Existem queratinas soft (macias) e hard (duras). As primeiras possuem
aminoacidos cisteina, que ndo se uniram para formar as pontes dissulfidicas. Ja as queratinas
hard possuem praticamente todo o enxofre na forma de cistina, ou seja, formando ligagdes
dissulfidicas. Essa diferenca no numero de ligacGes dissulfidicas por molécula é que confere
as queratinas diferentes graus de resisténcia a ataques quimicos e enzimaticos (SOUSA,
2006).

As queratinas consistem em uma mistura de proteinas, cada uma com uma composicao
diferente, sendo que o grupo principal consiste em proteinas insollveis, cuja insolubilidade é

devida a cisteina. Os conteudos de glicina e prolina na queratina séo bem inferiores do que no
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colagénio. Uma caracteristica da cisteina € a facilidade com que ela forma pontes de enxofre,
formando assim a cistina. Queratinas com maior contetido de cistina sdo mais resistentes ao
ataque de enzimas (BIENKIEWICZ, 1983). E caracteristica da queratina o teor de enxofre

entre 3 — 5%, devido as ligagdes de enxofre na cistina (BASF, 2004).

Colagénio

O termo “colagénio” vem do grego, da palavra cola, e foi descrito inicialmente como o
constituinte conectivo de tecidos/pele, que se torna gelatina quando aquecido. Cada cadeia
polipeptidica de colagénio contém mais de 1000 residuos de aminoacidos (MANCOPES et
al., 2008).

O colagénio é conhecido ndo como uma simples substancia, mas por uma familia de
substancias. Sdo conhecidos quase 30 tipos de colagénio, que diferem em alguns casos
consideravelmente em suas caracteristicas quimicas e estruturais, de acordo com suas funcdes
nos organismos Vvivos. Uma caracteristica comum € sua conformacdo em triplice-hélice, seu
teor de hidroxiprolina, um aminoéacido especifico do colagénio, e sua ocorréncia na matriz
extracelular (REICH, 2007). O colagénio € a principal proteina do corpo dos animais.
Representa até 30% do total de proteinas dos mamiferos (GUTTERRES, 2004). A variedade
do colagénio é funcdo da combinacdo de dominios em hélice tripla com dominios néao
helicoidais. Todos os tipos de colagénio tém papéis importantes na formacdo de fibrilas
durante o crescimento de tecido conjuntivo e em outros processos Vvivos. Sdo todos
componentes da matriz extracelular. Apesar de existirem apenas em pequenas gquantidades,
sdo de grande importancia biolégica (GUTTERRES, 2004).

De acordo com Reich (2007), os tipos de colagénio nas peles de animais sdo: tipo |
(formadores de fibrilas, crescimento prolongando-se a fibras e rede de fibras); tipos I, V
(formam finas fibrilas, fibras e feixes de fibras); tipos 1V, VII (filamentosos tipo IV néo

fibrilar); tipo VI (filamentosos).

Segundo Gutterres (2004), as peles sdo essencialmente constituidas de colagénio tipo |
e pequenas quantidades dos tipos IlI, V, IV e IV. O tipo | é o mais abundante em termos de
massa do corpo de animais, e foi, por longo tempo, o Unico conhecido. E o principal

componente do tecido fibroso de peles e tendbes e de tecidos calcificados como 0ssos e
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dentina. Devido a sua maior ocorréncia, e por razfes técnicas e econémicas, o colagénio tipo |

€ 0 de maior interesse para usos industriais.

O colagénio é a proteina mais abundante nos mamiferos, constituindo uma quarta
parte do peso total do animal. Esta presente em todo tecido conectivo, sendo responsavel pela
forca e estabilidade deste tecido. A incomparavel estrutura fibrosa do colagénio, uma triplice
hélice que se associa em fibras, proporciona um suporte insoltvel que da forca e forma a pele,
tend@es, 0ssos, cdrneas e dentes (BROWN, 2009 e BAREIL et al. 2011).

O colagénio é conhecido por seu alto contetdo de glicina (Gly), prolina (Pro) e
hidroxiprolina (Hpr). Embora cerca de 25% das repeticdes tripeptidicas sejam Gly-Pro-Y ou
Gly-X-Hpr, a maior parte dos outros aminoécidos sdo encontrados nas posi¢fes X ou Y
(BROWN, 2009).

A estrutura do colagénio é constituida por uma sequéncia repetitiva de trés residuos de
aminoéacidos por passo, conhecido como o tripleto Gly-X-Y. Gly é a glicina e as posi¢des X e
Y sdo, preferencialmente, ocupadas por prolina e hidroxiprolina, respectivamente. A Glicina,
0 aminoacido mais simples, € o mais abundante no colagénio, de cada trés residuos de
aminoéacidos, um é glicina. Alanina, a proxima mais simples, aparece em um de cada nove
residuos. Os aminodacidos prolina e hidroxiprolina ocupam pelo menos dois em cada nove
residuos (MANCOPES et al., 2008).

O colagénio tem elevado contetdo de hidroxiprolina (8,32 mol hidroxiprolina/ 100
mol de aminoacidos), assim o conteddo de colagénio da pele pode ser calculado a partir da
analise quantitativa de hidroxiprolina (GUTTERRES, 2004).

Comumente isolado a partir de materiais provindos de animais, como gado, porcos ou
aves domeésticas, o colagénio vem sendo usado na industria alimenticia, farmacéutica e de
cosméticos, devido a sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade (LIU et al.,
2012).

Para aplicacdo do colagénio em biomedicina ou em outras aplicagbes industriais, a
proteina é isolada a partir da pele, tenddo ou 0sso, e entdo modificada ou levada a forma de
uma matriz estavel ndo muito diferente a do couro. As caracteristicas Unicas da formagdo das
fibras do colagénio, o torna um ingrediente Gtil para a manufatura de biomateriais. O objetivo

dos estudos em cima da estrutura do colagénio € permitir a concepc¢do de material para uso na
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substituicdo de 6rgdos, suportes para o crescimento celular e outros biomateriais. O uso do
colagénio mineralizado como base para a substituicdo de suporte para 0sso é uma area de
pesquisa ativa na biomedicina. Misturas de colagénio e glicosaminoglicanos sdo largamente
utilizadas para fabricar suportes que simulam a estrutura e a funcdo bioldgica da matriz
extracelular (BROWN, 2009).

O colagénio é amplamente utilizado em biomedicina, na cicatrizacdo de feridas,
implantes esponjosos, dispersdes injetaveis. No entanto, uma desvantagem dos sistemas
porosos feitos a partir do colagénio é falta de estabilidade mecéanica (SCHLOEGL et al.,
2012).

Na induastria farmacéutica, o colagénio pode ser usado na producdo de curativos,
implantes vitreos e como veiculos para administracdo de medicamentos. Em adi¢do, o
colagénio tem sido utilizado na producdo de invélucros comestiveis para as industrias de

processamento de carnes (salsichas, salames) (SINGH et al., 2011).

Proteinas interfibrilares

A rede de fibras do colagénio esta incorporada em um liquido viscoso ou gel de
carboidratos de grande peso molecular chamados mucopolissacarideos. Este volumoso
agregado de particulas preenche o espaco interfibrilar com material semelhante a um gel
altamente viscoso, o qual se liga a um grande nimero de moléculas de 4gua e age com uma
barreira as particulas grandes. Agindo, também como agente lubrificante e um amortecedor
mecanico. As peles contém dois carboidratos principais contendo acido hialurdénico, uma
proteina de glicosaminoglicano pura e livre com elevado peso molecular, e dermatan sulfato,
um proteoglicano. Os proteoglicanos consistem em uma cadeia de proteina com longas
cadeias laterais ligadas covalentemente aos glicosaminoglicanos (GAG’s). Todo o tecido
conjuntivo da esclera, tenddes, 0ssos, cornea e pele contém quantidades mensuraveis de
proteoglicanos. A remogédo de proteoglicanos da pele tem sido considerada um monitor do
grau de abertura da pele. Por outro lado, os proteoglicanos sdo sensiveis a grande variedade
de enzimas proteoliticas (HEIDEMANN, 1993).

Os glicosaminoglicanos sdo polieletrdlitos tipicos dos fluidos organicos celulares e

extracelulares. Eles controlam a viscosidade destes fluidos, atuando como amortecedores nos
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tecidos, participando no transporte de ions e na economia de agua no organismo devido a sua
caracteristica higroscopica. As operacdes de lavagem e caleiro de peles sdo provavelmente
controladas em funcéo dos glicosaminoglicanos (BIENKIEWICZ, 1983).

2.3 Processamento de peles em couro

A transformacdo das peles em couros implicada a passagem das mesmas por uma série
de processos e operagoes, realizadas em etapas. O processo que visa transformar a pele crua
(verde) ou conservada (salgada) em couro € composto pelas etapas de ribeira, curtimento e
acabamento, onde cada uma destas é constituida por diversas operacdes. As operacdes de

depilacéo e caleiro, por ser o foco deste trabalho, serdo abordadas com maior atencao.

Ribeira

A ribeira é a primeira fase do processamento. Consiste em operacdes em meio aquoso
e operacdes mecanicas que visam limpar a pele e prepara-la para o curtimento. Nessa fase
devem ser removidos todos os materiais ndo formadores do couro, como epiderme, hipoderme
e material intefibrilar. As operacfes de ribeira sdo: pré-descarne, remolho, depilacdo e

caleiro, descarne e divisao, desencalagem, purga e piquel.
Pré-descarne

Tem como objetivo uma prévia eliminacdo dos materiais aderidos ao carnal, como 0
tecido adiposo (gordura). E realizado em maquina descarnadeira. Conforme Dettmer (2012),
Passos (2007) e Aquim (2004), algumas vantagens da realizacao do pré-descarne no inicio sao
a facilidade de manuseio, a penetracdo mais rapida e uniforme dos produtos quimicos e a
possibilidade de padronizar a ribeira, obtendo-se uma maior valorizagcdo dos subprodutos sebo

e proteina da hipoderme.
Remolho

O remolho é um processo de limpeza e reidratagdo das peles. Seus objetivos principais
sdo interromper a conservacao, levando a pele verde ou salgada ao estado de pele fresca
(hidratada), e promover a limpeza superficial da pele, além de extrair as proteinas globulares,

retirar produtos quimicos adicionados durante a conservacdo; extrair materiais (sangue,
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sujeitas e esterco) e preparar as peles adequadamente para as operag0es e processos seguintes.
Além de promover flexibilidade em todas as zonas da pele, e de dar um tato escorregadio no
lado do carnal (PASSOS, 2007; DETTMER, 2012; AQUIM, 2009, FUCK, 2008).

O processo de remolho é realizado em molinetas de formato semicilindrico (para
peleteria) e em fuldes. Esta é uma etapa de muita importancia para o couro, pois um remolho

mal feito ou insuficiente pode ocasionar danos as peles (GUTTERRES, 2010).
Depilagéo/caleiro

A etapa de depilacdo é o primeiro grande passo na manufatura de couros,
influenciando de forma determinante na qualidade do couro produzido. Os objetivos desta
etapa sdo: retirar o pelo ou 1a (incluindo suas raizes e todo material queratinoso que preenche
os foliculos pilosos), remover a epiderme, intumescer e separar as fibras e fibrilas do
colagénio, além de continuar o desengraxe que tem inicio no remolho (PASSSOS, 2007;
SOUZA, 2010; FUCK, 2008; DETTMER, 2012). QOutros efeitos obtidos sdo o afrouxamento
da trama de fibras do colagénio, a saponificacdo parcial das gorduras naturais e a abertura da
pele e liberacdo dos grupos reativos para o curtimento (BASF, 2004).

A maneira como a depilacdo é realizada, a concentracdo e os tipos de produtos
quimicos utilizados e o tempo de duracdo da etapa de depilacdo, sdo determinantes para que
0s couros, apés o curtimento, adquiram propriedades como resisténcia e suavidade (JOHN,
1998).

Para que ocorra a remocdo do pelo e da epiderme, ou seja, o enfraquecimento ou até
mesmo a destruicdo da queratina formadora do pelo e da epiderme, as pontes dissulfidicas e
de hidrogénio que estabilizam a proteina queratina devem ser eliminadas. As pontes de
hidrogénio, mais fracas que as dissulfidicas, podem ser destruidas por acdo das bases de
Lewis, substancias doadoras de elétrons, como OH’, H,NR, HSR, etc. JA as pontes
dissulfidicas necessitam, além da alcalinidade fornecida por grupos OH", também de
compostos capazes de substituir o enxofre presente no aminoacido cistina, evitando assim a
reestruturacédo das pontes (SOUSA, 2006).

O sistema mais usado e conhecido € o sistema de depilacdo por redugdo quimica,

conhecido como cal-sulfeto. Segundo Aquim (2009), o sulfeto de sddio é empregado para
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destruir os pelos e a epiderme e, para que haja inchamento, intumescimento da pele e
desdobramento das fibras, é empregado o éxido de célcio (cal).

Os ions sulfeto, apesar de serem excelentes agentes depilantes, também requerem certo
grau de alcalinidade para reagirem de maneira completa com a cistina. No caso do sulfeto de
sodio, essa alcalinidade é parcialmente suprida pela dissociacdo alcalina desse sal em &gua, e
a alcalinidade restante é promovida pelo hidroxido de célcio. A destruicdo e a dissolucdo do
pelo baseiam-se na quebra das ligac6es dissulfidicas. Na depilagcdo sem destruigdo do pelo, ha
parcial ou total destruicdo dos tecidos que sustentam o pelo, ou seja, 0S componentes da
epiderme circundante ao foliculo e a raiz do pelo. A queratina destes tecidos contém poucas
ligagdes dissulfidicas se comparada com as queratinas duras (SOUSA, 2006; GALARZA, et
al., 2009)

A Figura 2 apresenta imagens de pelos atacados quimicamente pelo sulfeto de sodio e
pelos afrouxados por um sistema sem destruicdo destes. A imagem (a) mostra a decomposicao
(quebra) do pelo devida a acdo do sulfeto de sodio e a imagem (b) mostra a acdo de enzimas
na base do foliculo piloso, confirmando a hipétese de que o pelo é removido a partir da raiz
(SOUZA e GUTTERRES, 2012).

(@) (b)

Figura 2. Imagens de pelos ap6s depilagdo: (a) sulfeto de sodio, (b) processo co-enzimatico.

Fonte: Souza e Gutterres (2012)
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As ligagOes S-S da cistina podem ser rompidas por reducdo ou oxidagdo. A reducao
pode ser feita por quase todo o tipo de agente redutor, ocorrendo preferencialmente sob

condicdes alcalinas.

O processo de depilacdo normalmente é feito em meio aquoso, mas também pode ser
desenvolvido com a aplica¢do de uma pasta. A depilacdo com pasta é empregada em peles de
estrutura mais delicada, ou quando o pelo ou la tem valor comercial. A depilagdo pode seguir
duas rotas distintas: baseado no afrouxamento do pelo (com a preservacdo do mesmo) ou
baseado na destruicdo das estruturas queratinosas. Os processos com afrouxamento do pelo
podem ser de natureza quimica, enzimatica, mecanica ou quimico-mecanica. O principio de
funcionamento deste processo estd focado no ataque as queratinas do tipo “soft” (macias), que
se distribuem na epiderme e membrana basal dos foliculos pilosos, desta forma os pelos sdo
afrouxados e removidos (e sua estrutura € mantida preservada) (GUTTERRES, 2010;
SOUZA, 2010).

O uso de d6xido de célcio no processo conhecido como caleiro tem como objetivos
fornecer alcalinidade e favorecer o inchamento da pele para facilitar a remocao dos pelos
remanescentes nos foliculos pilosos, uma vez que, em &gua é convertido em alcali (SOUZA,
2010).

O principal problema relacionado ao processo de depilagdo com uso de cal e sulfeto de
sodio esté relacionado a toxicidade destes elementos. O dano ambiental causado pelo efluente
gue contém estes produtos quimicos, é observado pela elevacdo do pH, demanda bioldgica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), além da geracéo de sulfetos, como o

acido sulfidrico, também chamado gés sulfidrico, que é um gas toxico.

Com isso, tornou-se fundamental o estudo de tecnologias alternativas ao uso de cal e
sulfeto de sddio da etapa de depilacdo. Dentre estas alternativas, encontram-se 0 uso de

aminas, de enzimas e de produtos oxidantes.

O uso de aminas apresenta bons resultados, porém quando usadas sozinhas provocam
inchamento liotropico sem dar turbidez a pele. O problema da depilacdo com aminas € o custo
elevado, portanto é utilizada apenas em casos especiais ou quando os sulfatos criam sérios

problemas no tratamento de aguas residuais de um curtume (AQUIM, 2004).
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As aminas agem como tamponantes do sistema, reduzindo o efeito de inchamento e o
seu emprego resulta em tripas mais abertas com flor mais fina e lisa. S&o normalmente

empregadas em conjunto com o sulfeto de sodio e cal (GUTTERRES, 2010).

Com o uso de dimetilamina, nas maiorias das vezes, é necessaria a adi¢cdo de algum
reagente alcalino. De acordo com a concentracdo e temperatura, pode-se ajustar 0 processo
para uma depilacdo livre de sulfeto, com destruicdo ou conservacdo do pelo. Segundo
Heidemann (1993), as aminas, especialmente, dimetilamina, foram usadas ha muito tempo na
industria do couro americana. Foi assim por alguns anos, até que foram removidas do

mercado devido a formacao de nitrosaminas carcinogénicas na atmosfera dos curtumes.

Agentes oxidantes tém sido propostos para resolver problemas de toxicidade e de
odores de sulfeto e compostos de enxofre. Produtos oxidantes oferecem uma alternativa ao
uso de sulfeto de sddio através de um rapido processo de depilacdo. Segundo Heidemann
(1993), as peles ficam mais limpas e uniformes em cor, e o couro fica mais macio devido ao

ataque oxidativo a rede de fibras do colagénio.

Tanto o sulfeto de sddio quanto o peroxido de hidrogénio agem em condigdes
alcalinas, porém o sulfeto de s6dio age como um agente redutor, enquanto o peréxido de
hidrogénio atua como um oxidante, decompondo-se e transformando-se em agua, gerando

assim efluentes menos poluentes e de facil reutilizacdo (MORERA et al., 2006).

Os métodos enzimaticos de depilacdo podem ser considerados como um dos mais
recentes e também um dos mais antigos ja utilizados em curtumes. Antigamente a depilacao
era feita por meio de um banho de “remolho em putrefacdo” ou por “transpiragdo” da pele
Umida, onde era possivel conduzir a um afrouxamento do pelo. A remocdo era efetivada
mecanicamente (GUTTERRES, 2010). Atualmente, a depilagdo enzimatica vem sendo

estudada por diversos autores como alternativa ao uso do sistema cal-sulfeto.

Segundo Aquim (2009), a depilagdo enzimética apresenta custos mais elevados, mas
apresenta vantagens como: aumento da area do couro, dando um melhor retorno financeiro,
além de diminuir a quantidade necessaria de dgua, bem como a contaminacdo do efluente,

devido a minimizacéo de produtos quimicos adicionados.

Outras vantagens do uso de enzimas sdo: a acdo simultanea de depilacdo e purga, as

peles depiladas sdo limpas em ambos os lados, o pelos sdo recuperados intactos, podendo ser
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utilizados em outros fins. Os efluentes sdo mais facilmente tratados, e ha reducdo dos
parametros de poluicdo, como DQO e DBO, e toxicidade. O uso da enzima na industria do
couro, também, permite a reducdo no tempo de processo, pode solucionar problemas na
integridade da flor e problemas de flor solta no artigo final, além da igualizacdo de couros de
distintas racas e tamanhos, e a melhora na igualizacdo de toque do artigo final (HERRMANN,
2006; WANG et al., 2009; SEGANFREDO, 2012).

Muitos trabalhos tém sido realizados a fim se encontrar alternativas ao uso de cal e
sulfeto de sodio nesta etapa do processamento de couros. Diversos autores estudaram a
aplicacdo de enzimas, bem como o uso de peroxidos, na depilacdo de peles. Estes trabalhos

serdo apresentados posteriormente.
Descarne e Divisao

O descarne tem por objetivo eliminar materiais aderidos ao carnal (tecido adiposo e
subcutaneo). E feito em maquina de descarnar (descarnadeira). Sua finalidade é facilitar a
penetracdo dos produtos quimicos aplicados em etapas posteriores (AQUIM, 2004 e 2009;
DETTMER, 2012).

Na divisdo a pele é submetida a divisdo em duas camadas. A camada superficial é
denominada de flor, que junto com a parte da camada reticular formam o couro. A camada
inferior, denominada de crosta ou raspa, forma a camurca ou é utilizada para outro fim
(fabricacéo de osso para cachorro ou gelatina) (AQUIM, 2004 e 2009; FUCK, 2008).

Desencalagem

A principal finalidade da desencalagem € a remocao da cal que foi incorporada a pele,
tanto a fracdo que estd quimicamente combinada, quanto a que ndo esta ligada a estrutura.
Reverte-se, também, o inchamento da pele desprovida do pelo e ajusta-se o pH para a purga.
Para este fim, sdo utilizados produtos desencalantes, como sais amoniacais e sais acidos. Uma
desencalagem incompleta pode gerar couros com a flor tensionada, solta e quebradiga
(AQUIM, 2004; PASSOS, 2007, FUCK, 2008; JOHN, 1998).
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Purga

A purga age sobre as peles retirando materiais queratinosos degradados, desdobrando
gorduras em 4cidos graxos e glicerol e decompondo fibroblastos. Na purga, enzimas
proteoliticas limpam a pele dos restos de epiderme, pelo e gordura, originando uma flor mais
firme e sedosa. As purgas empregadas no curtume podem ser obtidas, geralmente, de
pancreas de animais, de cultura de fungos e de bactérias (AQUIM, 2004 e 2009; PASSOS,
2007; FUCK, 2008; DETTMER, 2012).

Sua finalidade é prosseguir com o afrouxamento e peptizacdo da estrutura fibrosa da
pele e eliminar o material interfibrilar e as rufas residuais. (BASF, 2004). Quanto mais suave

e solto deve ser o couro, mais forte deveréa ser a intensidade da purga (JOHN, 1998).
Piquel

O objetivo desta etapa é preparar as fibras do colagénio para uma facil penetracao do
agente curtente. A operacdo de piquel é muito importante para a etapa seguinte, que é o
curtimento, pois sua finalidade ¢ acidificar a pele para que quando entrar em contato com o
agente curtente este penetre e ndo haja somente um curtimento superficial (AQUIM, 2004 e
2009; PASSQOS, 2007; DETTMER, 2012).

Curtimento

No curtimento a estrutura da pele é estabilizada, tornando-se imputrescivel. Nesta
etapa 0 agente curtente reage com a proteina da pele, conferindo caracteristicas importantes
ao couro, como aumento da temperatura de retracdo, estabilizacdo frente a acdo de
microrganismos, e estabilizacdo quimica e hidrotérmica da estrutura. Nesta etapa, ocorre 0
aumento da estabilidade de todo o sistema do colagénio e diminui a sua tendéncia ao
inchamento. Devido a grande variedade de couros é facil supor que sdo muitos 0s tipos
possiveis de curtimento existentes, sendo 0 mais utilizado o curtimento ao cromo. As etapas
que envolvem o processo de curtimento sdo duas, pela ordem: a difusdo e a fixacdo do
curtente (PASSOS, 2007; DETTMER, 2012).
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Acabamento

Para finalizar o processo, 0 couro entra para a fase de acabamento. Os objetivos das
etapas de acabamento sé@o manter, ou melhorar, 0 aspecto do couro e atender as especificaces
do produto final, como cor, resisténcias fisico-quimicas e microbioldgicas, maciez e toque ao
artigo, entre outras. O acabamento pode ser dividido nas seguintes etapas: acabamento
molhado, secagem e pré-acabamento e acabamento propriamente dito. O acabamento
molhado, também chamado recurtimento, é a Unica das etapas realizadas ap0s o curtimento
que ¢ feita em meio aquoso (AQUIM, 2004; FUCK, 2008).

2.4 Geracdao de residuos em curtumes

Os efluentes e residuos gerados pela industria do couro possuem alta toxicidade,

devido a elevada carga organica e a existéncia de produtos quimicos em sua composicao.

Com a geracdo de residuos com altas concentracdes de organicos, sais e metais
pesados (compostos de cromo), na forma liquida ou sélida, o impacto ambiental da industria
do couro é, geralmente, significativo. O processamento de peles em geral emprega uma
quantidade significativa de produtos quimicos. Como usualmente os fluxos de efluentes de
diversas correntes sdo misturados, a composicao do efluente de curtume é muito complexa. O
sulfeto de sodio, usado na etapa de depilacdo/caleiro, € um dos materiais mais perigosos
usados no processamento de peles. Mediante acidificacdo, solucBes contendo sulfetos

liberardo gas sulfeto de hidrogénio na atmosfera (NAZER et al., 2006).

Além da geracdo de residuos de alta toxicidade, os curtumes sdo potenciais geradores
de odores de natureza e origens variadas. Os compostos de amina provém da degradacéo das
proteinas do curtimento e do tingimento, os acidos graxos estdo ligados a biodegradacdo de
matérias organicas, os compostos de enxofre (H,S e 0s mercaptanos) provém
majoritariamente dos processos de depilacdo e caleiro, os compostos de carbonila e o0s
aldeidos provém essencialmente dos processos de acabamento (utilizacdo de solventes do tipo
que gera compostos organicos volateis), o percloroetileno, nos raros casos de desengraxe com
solventes organoclorados. O odor mais forte, mais marcante e especifico nos curtumes esta
ligado a presenca de H,S (sulfeto de hidrogénio ou gas sulfidrico). Sulfeto e sulfidrato de

sodio sdo utilizados na depilacdo, porém esta operacao é realizada em meio alcalino. Em meio
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acido (misturada aos banhos de curtimento, por exemplo) a solucdo libera H,S, com odor
caracteristico de ovo podre. Porém, com o aumento da concentracdo, a percepcdo do odor
diminui e a toxicidade da substancia se torna muito importante, podendo chegar a ser letal
(TOULOUMET, 2011). O sulfeto de hidrogénio (H,S), pode ser fatal em concentracfes
menores que 200 ppm (HANNA and ROTH, 1991. apud SIVASUBRAMANIAN et al,
2008a; WANG et al., 2009).

De acordo com Galarza et al. (2009), o teor de matéria orgénica e a presenca de
solidos suspensos no efluente liquido depende do processo de depilacdo usado; o processo
convencional com degradacdo do pelo, com base no uso de cal e sulfeto de sodio, gera 0s
maiores valores de poluicdo entre as etapas de ribeira. A cal e o sulfeto de sddio, apesar de
sua natureza altamente poluente, sdo comumente utilizados devido a sua vantagem
econémica. Segundo Galarza et al., 2009, o desenvolvimento de tecnologias sem a destruicédo
do pelo, em suas diferentes modalidades, estd produzindo mudancas nas tecnologias
tradicionais da industria do curtimento mundial. Os argumentos que regem esta mudanca
tecnoldgica sdo: a reducdo da carga organica no efluente (expressa em termos da Demanda
Quimica de Oxigénio, entre 40-60%), da concentracdo de sulfetos (em torno de 50%), e de
solidos suspensos e sedimentaveis (em torno de 75%). Em um processo com recuperacao do
pelo é possivel recuperar o pelo ao nivel em torno de 10% do peso da pele bovina salgada
(considerando umidade de 70-75%).

Assim, a aplicacdo de tecnologias alternativas ao uso de cal e sulfeto de sddio na
depilacdo de peles vem sendo investigada por muitos autores. Um exemplo é a aplicacdo da
biotecnologia, através do uso de enzimas como agente depilante. Outra alternativa que vem
sendo estudada é o uso de agentes oxidantes, que além de oferecerem um processo de

depilacdo mais rapido, contribuem para a diminuicéo da toxicidade dos banhos residuais.

O uso de enzimas e de produtos oxidantes nesta etapa do processamento de peles
como substitutos ao sulfeto de sodio e cal representa uma alternativa para a redugdo do

impacto ambiental gerado por essa atividade.
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2.5 Enzimas

As aplicacBes de enzimas estdo obviamente vinculadas ao mercado mundial e podem
ser divididas em aplicacdes industriais, enzimas para uso medico e enzimas para uso analitico
e cientifico. As principais aplicagdes, principalmente industriais, estdo dentro do que se
convencionou chamar de biotecnologia. A biotecnologia certamente envolve microbiologia,
bioquimica, genética e engenharia quimica e bioguimica no processamento de materiais por
agentes biologicos. Dentre esses agentes, as enzimas sdo frequentemente utilizadas para
melhoria de processos e possibilitar o uso de novas matérias-primas, melhorando suas
caracteristicas fisico-quimicas e também as de varios produtos. Os principais consumidores
industriais de enzimas sdo as industrias de detergentes, de processamento de amido e
laticinios, engquanto as cervejarias, as industrias de sucos de fruta e vinho, panificacédo, téxtil e
papel, e couro apresentam um menor consumo. No processamento de couros as proteases
encontram uma ampla aplicacdo durante as vérias fases. Na fase inicial de limpeza é
necessario haver uma reidratacdo, passando pela remocdo dos pelos, onde é utilizada uma
protease alcalina, porque o pH basico ajuda na exposicéo dos foliculos pilosos, facilitando sua
remocdo. Nas fases finais, onde é necessaria uma degradacdo parcial da queratina e elastina
presentes, existindo também a acdo devido a quebra do coladgeno. As proteases mais utilizadas

séo as de origem animal, fungica e bacteriana (NETO, 2001).
De acordo com Gutterres (2006), as enzimas aplicadas ao couro sdo de trés tipos:

- Proteases: oferecem um alto nivel de seletividade na remocdo de proteinas

indesejaveis, epiderme e pelo, enquanto mantém as fibras de colagénio intactas;

- Lipases: agem nas gorduras e lipideos da carne e nas graxas e 6leos produzidos nas

glandulas;

- Elastases: agem na elastina, uma proteina de tecidos elasticos, como a pele e

membranas internas.

As proteases hidrolisam uma fracdo de dermatan sulfato (um glicosaminoglicano) da
proteina, tornando o colagénio mais acessivel a agua, e agem na remogdo de proteinas
globulares. As lipases hidrolisam as gorduras, 6leos e graxas, presentes na hipoderme. E as
queratinases hidrolisam a queratina do pelo e da epiderme, quebrando as pontes dissulfeto
desta molécula (SOUZA e GUTTERRES, 2012).
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Na manufatura de couros, as enzimas encontram utilizacdo nas etapas de remolho,
depilacdo e caleiro, purga, desengraxe, no tratamento de residuos e na expansdo de &rea
(GUTTERRES, 2006).

O uso de enzimas no remolho auxilia na degradacdo e na solubilizacdo de proteinas
globulares, mucopolissacarideos e proteoglicanos (para peles frescas), no enfraquecimento da
queratina e na mais rapida distribuicdo de &gua entre as fibras (para peles salgadas e secas). A
acdo das enzimas na etapa de depilacdo promove uma limpeza mais profunda, com uma
melhor abertura das peles, e proporciona um menor inchamento. Ja na etapa de purga, as
enzimas completam a limpeza de raizes de pelos e restos de pele, e atacam ligeiramente a
elastina, melhorando a maciez do couro obtido (SANTELLI, 2006).

De acordo com Wang et al. (2009), enzimas utilizadas como agentes depilantes na
manufatura do couro sdo de grande interesse, pois de uma maneira suave, mas rapida, sdo
capazes de eliminar um problema de disposicdo de residuos, ja que uma das vantagens da

depilacdo enzimatica é a recuperacdo de pelos intactos ao final do processo.

No processamento de couros, as proteases sdo usadas na hidrolise seletiva de
componentes ndo colagénicos das peles e couros. O couro tratado com protease apresenta
melhor eficiéncia de limpeza e depilacdo As enzimas proporcionam melhor desempenho em
processos industriais, garantem a producdo de couro de melhor qualidade, além do fato de que
as enzimas liquidas sdo mais faceis de usar, ndo produzem p6 e contribuem para a saude e
seguranca do trabalhador (SEGANFREDO, 2012).

Segundo Gultterres (2006), na etapa de remolho o uso de enzimas (proteases e lipases)
oferece uma reidratagdo mais eficiente, melhor abertura de fibra e penetracdo de reagentes,
degradacédo e dispersdo de gorduras, remocao de carboidratos e proteinas da pele, além de
promover a preservagdo da integridade do coladgeno. Na depilacdo e caleiro, as enzimas d&o
aumento de area ao couro, melhor retorno financeiro e menores contaminagdes nos efluentes.
Ja na etapa de purga, 0 uso de enzimas promove a remoc¢do de proteinas ndo estruturais,
auxilia na remocéo de carboidratos e permite a remocéo de pelos e epiderme degradados. A
utilizacdo de enzimas no desengraxe, por sua vez, visa a substituicdo ao uso de solventes
organicos e surfactantes. No tratamento de residuos, as enzimas proteoliticas, neutras e
alcalinas, sdo usadas em restos de gordura e musculo gerando hidrolisados ricos em gordura e

proteinas. A hidrdlise enzimatica de aparas e farelo de couro produz coladgeno hidrolisado.
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Além disso, 0 uso de elastase (enzima que degrada a elastina) no couro wet-blue, promove um

aumento de &rea e de maciez sem prejudicar a resisténcia.

2.6 Produtos oxidantes e perdxido de hidrogénio

Segundo a CETESB (2012), um produto oxidante libera oxigénio rapidamente para
sustentar a combustdo dos materiais organicos. Outra definicdo semelhante afirma que o
oxidante é um material que gera oxigénio a temperatura ambiente, ou quando levemente
aquecido. Assim, pode-se verificar que ambas as defini¢des afirmam que o oxigénio é sempre
liberado por um agente oxidante. Devido a facilidade de liberacdo do oxigénio, estas
substancias sdo relativamente instaveis e reagem quimicamente com uma grande variedade de
produtos. Outro aspecto a considerar é a grande reatividade dos oxidantes com compostos

organicos.

Os perdxidos organicos sdo agentes de alto poder oxidante. Os perdxidos apresentam a
estrutura - O — O- e podem ser considerados derivados do perdxido de hidrogénio (H,0,),
onde um ou ambos os 4tomos de hidrogénio foram substituidos por radicais organicos.

De acordo com Mattos et al. (2003), o peroxido de hidrogénio € um dos
oxidantes mais versateis que existe, superior ao cloro, diéxido de cloro e permanganato de
potéassio. Através de catalise, o perdxido pode ser convertido em radical hidroxila com
reatividade inferior apenas ao fltor. Apesar do poder de reacdo, o peréxido de hidrogénio €
um metabdlito natural em muitos organismos, o qual, quando decomposto, resulta em

oxigénio molecular e agua.

O peroxido de hidrogénio é usado como agente esterilizante na indUstria de alimentos
para filtros e tubulagdes ha muito tempo e, em razdo da sua eficacia, passou a ser usado em
outras areas, inclusive na pratica hospitalar para antissepsia de ferimentos. E usado como
desinfetante liquido e antisséptico. Possui baixa toxicidade, ndo é inativado por matéria
organica. Incompativel com borracha, tecidos e metais (aluminio, ferro, chumbo, titanio,

niquel, cromo, prata, zinco e manganés) (VERMELHO et al., 2006).

Na manufatura do couro, mais precisamente na etapa de depilacdo, o peroxido de

hidrogénio vem sendo objeto de estudo por muitos autores, como Marsal et al. (1999),
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Marmer et al. (2003), Marsal et al. (2002), Bronco et al. (2005), e Shi et al. (2003), como

alternativa ao uso de cal e sulfeto de sédio.

Tanto o sulfeto de sddio quanto o perdxido de hidrogénio atuam em condigdes
alcalinas. Porém, o sulfeto de sddio age como um agente redutor, enquanto o peroxido de
hidrogénio atua como um agente oxidante, decompondo-se e transformando-se em agua. Os
efluentes assim gerados s@o menos poluentes e mais facilmente reutilizaveis (MORERA et
al., 2006).

Os estudos feitos com o uso de peroxido de hidrogénio tém demonstrado que é
possivel evitar o uso do sulfeto de sddio. Para avaliar a qualidade do couro final, vérias
atividades experimentais tém sido realizadas, tanto em escala de laboratério ou industrial. Os
resultados mostram que a qualidade do couro obtido é comparavel a do couro obtido pelo
processo convencional (sulfeto de sodio), em termos de propriedades técnicas e fisico-
mecanicas. Em adicdo, o processo oxidativo tem demonstrado ser econdmico e pratico de ser
implementado, pois é compativel com os equipamentos ja instalados na planta (CASTIELLO
et al., 2008).

2.7 Aplicacdo de enzimas e produtos quimicos oxidantes na
industria do couro (Depilacéo)

Até o momento, os métodos bioldgicos estdo sendo utilizados, com relativo sucesso,
no remolho (limpeza e reidratacdo), depilacdo, purga (remocao de proteinas ndo desejadas), e
em parte, no desengraxe (THANIKAIVELAN et al., 2004).

Sivasubramanian et al. (2008a) realizaram trés experimentos de depilacdo. Na
depilacdo com enzimas houve remocao completa da epiderme, estruturas glandulares, pelos e
foliculos apos o tratamento. No processo convencional com uso de cal e sulfeto de sodio
houve remocéo incompleta destas camadas, e no processo misto usando enzimas comerciais e
menores quantidades de cal e sulfeto de sddio, a remogdo destas foi moderada. No processo
enzimatico somente houve maior abertura das fibras do colagénio, ndo sendo observado danos
a estas fibras. Na depilacdo com enzimas os pelos intactos foram recuperados, ja na depilacao

convencional os pelos foram dissolvidos. Verificou-se a diminui¢do da carga poluidora e da
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toxicidade do efluente gerado pela depilacdo enzimética. Os couros obtidos pelo tratamento

enzimatico apresentaram maior resisténcia a tracdo e maior tensao de ruptura.

Aquim et al. (2008) e Aquim (2009) realizaram uma avaliagdo comparativa entre o
remolho e depilacdo/caleiro convencionais e com o0 uso de enzimas comerciais. A avaliacao
do processo foi feita em fungédo da qualidade da pele obtida, realizada por MEV (microscopia
eletronica de varredura), a fim de se avaliar a rede de fibras. A pele também foi submetida a
testes fisicos. A abertura das fibras € importante para que 0s insumos sejam mais bem
absorvidos nas etapas de curtimento e recurtimento. Pela andlise de MEV observaram-se
resultados semelhantes para os processos. Os testes fisicos de tracdo ndo apresentaram
diferencas significativas entre as amostras dos processos convencionais e enziméaticos. Com
relacdo as tensGes de ruptura, os resultados mostraram que ndo houve perdas significativas de

resisténcia mecanica do material do processo enzimatico.

Crispim e Mota (2003), a fim de avaliar a potencial aplicacdo de enzimas na depilacao
sem destruicdo dos pelos, utilizaram dois preparados com proteases alcalinas com quantidades
reduzidas de sulfeto de s6dio. Em comparacdo ao método classico de depilagdo com sulfeto,
houve uma reducdo de 50% de sulfetos no efluente, e uma reducdo de 40% de sélidos

SUSpensoes.

Valeika et al. (2009), desenvolveram um novo método de depilacdo com recuperagdo
do pelo, utilizando diferentes preparados enzimaticos (proteases alcalinas). Foram realizados
experimentos com 0 uso de enzimas e quantidades reduzidas de sulfeto de sédio. A atividade
proteolitica das enzimas foi determinada usando caseina como substrato. A quantidade de
cistina nas solucBes foi determinada por um método colorimétrico. Os residuos gerados
mostraram-se menos poluentes, por ndo conter compostos insollveis de céalcio, grandes
quantidades de sulfetos e proteinas soltveis. Em geral, o residuo deve conter 20 vezes menos
sulfetos do que o processo convencional. As melhores condigfes da depilagdo sulfeto-
enzimatica foram no tempo de 5,2 — 7,0 horas, na faixa de pH entre 12,5 e 10,8, e com
concentracdo de enzima entre 0,6 e 0,7%, em relacdo a massa de pele utilizada. Segundo o
autor, este método permite a producdo de couros com qualidade semelhante aos couros
produzidos no modo tradicional, porém este método €, ainda, aproximadamente 10-15% mais

caro que o metodo convencional.
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Souza e Gutterres (2012) avaliaram o desempenho de cinco enzimas comerciais nas
etapas de remolho e depilacdo/caleiro através da comparacdo entre 0S processos quimicos e
coenziméaticos em peles zebuinas.  Nos processos quimicos, realizados para fins
comparativos, o remolho foi realizado com carbonato de sddio, e a depilagdo/caleiro, com
sulfeto de sddio e hidréxido de célcio. Os processos coenzimaticos foram realizados com
enzimas e baixas concentracfes de surfactante. Observou-se uma relacdo entre o tempo de
processo e a remocdo de proteina solivel nos testes de remolho. Nos ensaios de
depilacdo/caleiro, os resultados obtidos pelos testes de carbono orgéanico total e proteina
soltvel foram similares, porém o0s processos coenzimaticos mostraram-se mais eficientes que
0S processos quimicos. As enzimas apresentaram afinidade a todos os substratos (queratina,

colageno e lipideos).

Dettmer et al. (2011) estudaram cinco proteases comerciais usadas em curtumes,
denominadas A, B, C (recomendadas para remolho e caleiro), D e E (enzimas de purga). Foi
avaliada sua acdo sobre o colagénio e sobre a queratina, e também sua capacidade de
depilacdo. Todas as enzimas foram classificadas como colagenoliticas. As enzimas
apresentaram maior atividade sobre o colagénio do que sobre a queratina. Apds a
caracterizacdo, as enzimas foram testadas na depilacdo de peles bovinas. Pedagos de peles
foram imersos na solucéo enzimatica (5 mg de enzima mL™ de 4gua destilada, pH 8,0) e
incubadas por 18 h a temperatura ambiente. Em torno de 2 mL de solugdo enzimatica/g de
pele foram usados nos experimentos. O tratamento enzimatico apresentou diferencas
significativas, quando comparado ao processo convencional (cal e sulfeto de s6dio). As peles
tratadas com as enzimas A, B, C e E apresentaram grandes areas depiladas, porém
apresentaram coloracdo escura, causada pela incompleta remocdo da epiderme e de

pigmentos. A enzima D, por sua vez, apresentou fraca atividade sobre a epiderme.

Dettmer et al. (2012a e 2012b) isolaram novas linhagnes de Bacillus subtilis
produtoras de proteases, selecionadas do lodo aerébico de um curtume, para ser aplicada na
producdo de couros. De todas as colbnias cultivadas em placas, apenas 10 formaram halo
translucido, indicando a atividade proteolitica. Estas foram avaliadas através de suas
atividades sobre os substratos azocoll, keratin azure e azocaseina. Destas, duas foram
selecionadas para estudos, uma denominada BLBc 17, foi selecionada por apresentar maior
atividade sobre keratin azure, o que indica maior efeito sobre a queratina, € uma

denomininada BLBc 11 por apresentar a menor atividade sobre o azocoll, o que indica um
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menor efeito sobre o colagénio, a principal proteina da pele que deve ser preservada. Os
extratos enzimaticos obtido através do cultivo da BLBc 17 e da BLBc 11 foram utilizados na
depilacéo de peles bovinas. As peles depiladas com o extrato enzimatico obtido pelo cultivo
da BLBc 17 apresentaram poucos pelos remanescentes, ja as peles depiladas com o extrato
enzimaético obtido pelo cultivo da BLBc 11 apresentaram grandes areas sem pelo e pele ficou
com aparéncia mais limpa, pois houve remocéo da epiderme e de pigmentos. Houve grande
remocdo de proteinas interfibrilares (glicosaminoglicanos e proteoglicanos) nos processos
enzimaticos, 0 que € muito importante, ja que este efeito é o objetivo dos estagios iniciais do
processamento do couro. No processo convencional, realizado para fins comparativos, ndo foi
detectada liberacdo de hidroxiprolina, sugerindo que neste processo ndo ha ataque ao
colagénio. Contudo, o teor de hidroxiprolina liberado nos banhos dos processos enzimaticos
foi pequeno e provavelmente causado pela atividade da enzima sobre o colagénio. Assim,
verifica-se que os extratos enzimaticos podem ser utilizados como alternativa ao processo

quimico convencional na producao de couros.

Dettmer et al. (2012c) desenvolveram um método de depilagdo, utilizando somente o
extrato enzimatico produzido por uma nova linhagem de Bacillus subtilis, denominada
BLBc1l. A determinacdo do tempo ideal de processo foi baseada em analises de remocao de
proteinas interfibrilares (proteoglicanos e glicosaminoglicanos), liberacdo de hidroxiprolina
na solucdo, e na avaliacdo da superficie da pele através de imagens obtidas por microscopia
Otica. Os resultados mostraram que apd6s um periodo de 6 horas é possivel obter peles
suficientemente depiladas, sem danos e com remocdo satisfatoria de proteinas interfibrilares.
O processo enzimatico contribuiu para reducdo dos niveis de DQO e DBO nos efluentes
gerados, juntamente com os niveis de nitrogénio e sulfetos. Ndo se verificou diferenca na
qualidade final do couro na comparacdo entre 0 processo enzimatico e o convencional.

Também foi observado que a depilacdo enzimatica ndo causa perdas de resisténcia nas peles.

Morera et al. (2008) estudaram um metodo alternativo de depilagcdo com recuperagéo
dos pelos baseado na substitui¢do do sulfeto de sddio por peroxido de hidrogénio como agente
depilante e com recirculagdo de parte dos banhos. Comparado ao processo convencional,
houve uma reducgdo de, aproximadamente, 70% no consumo de agua, de 35% na DQO, de
98% na toxicidade e de 50% de nitrogénio total. Os couros obtidos apresentaram propriedades

quimicas, fisicas e organolépticas semelhantes.
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Marsal et al. (1999) estudaram a depilacdo com o uso de perdxido de hidrogénio e
aminas. Observou-se que a adi¢cdo do produto a base de amina permitiu a reducédo da oferta de
peroxido de hidrogénio (6%), quando comparada as peles depiladas apenas com o peroxido de
hidrogénio (8%). Observou-se, também, que quando a oferta de perdxido de hidrogénio
aumenta, o teor de Cr,O3 no couro, bem como a tensdo de ruptura aumentam, enquanto a
resisténcia a tracdo e a resisténcia ao rasgamento diminuem. Foi observada, também uma
melhor mecanizacdo da operacdo de divisdo das peles depiladas. Marsal et al. (2002)
observaram que a imunizacdo prévia com hidroxido de célcio permitiu que o pelo fosse
recuperado, e que uma oferta de 1% de hidroxido de célcio era suficiente. Uma concentragdo
minima de 4% de hidréxido de sddio € necessaria para alcancar a depilacdo completa, e para
esta quantidade de hidréxido de sodio, uma oferta de 2% de perdxido de hidrogénio foi
suficiente para a depilagcdo com recuperagdo dos pelos, sendo que um aumento na
concentracdo de peroxido resultou na destruicdo dos pelos. Com relagdo a adicdo de enzimas,

observou-se uma reduc¢do no tempo do processo e a obtencdo de peles mais limpas.

Marmer et al. (2003) desenvolveram um processo rapido de depilacdo com o uso de
peroxido de hidrogénio em meio alcalino. O uso de KOCN foi proposto a fim de reduzir a
concentracdo de NaOH, ja que altas concentracdes desta base podem danificar a pele. O uso
de peroxido de hidrogénio em meio alcalino produziu bons couros, mas alterando o meio com
a adicdo de cal ou KOCN obtiveram-se melhores resultados. Marmer e Dudley (2005)
utilizaram uma solucgdo de depilacdo contendo 20% NaOH, 2,4% KOCN e 1% de H,0,. Ap6s
5 minutos os pelos residuais foram removidos com uma espéatula. A solucdo foi coletada e
usada para depilar um segundo pedaco de pele. Este processo foi repetido para um total de 10
pedacos de pele. Baseado nestes resultados, determinou-se que nas condi¢des do experimento,
a mistura de depilacdo poderia ser reutilizada 6 ou 7 vezes. Quanto ao banho residual, o
material insolUvel, principalmente pelos, pode ser filtrado, e a proteina solubilizada pode ser

removida por precipitacdo acida.

Marmer e Dudley (2008) estudaram a depilacdo oxidativa com percarbonato de sodio,
em substituicdo ao sulfeto de sédio. Os testes foram feitos com 5% de percarbonato e 7% de
NaOH. Com excecéo de alguns pelos curtos, o pelo foi removido em 4 horas em um processo
de queima do pelo. N&o se observou danos a flor. A pele depilada por oxidag¢do ndo absorveu

tanto corante quanto a depilada com sulfeto, resultando em tonalidades mais claras. As
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propriedades do couro semiacabado apresentaram propriedades semelhantes ao semiacabado
obtido a partir da depilagdo com sulfeto.

Bronco et al. (2005) desenvolveram um método de depilacdo, com uso de peroxido de
hidrogénio, para a producéo de couros bovinos de qualidade superior. Os autores observaram
que ao longo do processo, 0 peroxido de hidrogénio gradualmente ataca as queratinas soft da
raiz do pelo, deixando intactas as queratinas hard da haste. O sulfeto parece exercer um
ataque mais energético e rapido, também nas queratinas da haste do pelo. Como resultado
deste mecanismo, foi observada a presenca de residuos de pelos nos foliculos na depilacao
com sulfeto, enquanto que na depilacdo oxidativa houve remocdo completa dos pelos. Com
relagdo as propriedades do couro final (curtido ao cromo), os couros obtidos pelo método de
depilacdo tradicional e pelo método oxidativo apresentaram propriedades praticamente
semelhantes. A auséncia de cromo V1 avaliada no couro obtido pelo processo oxidativo indica
gue o uso de perdxido de hidrogénio como agente oxidante ndo causa a oxidacao do cromo Il

usado no curtimento.

Gehring et al. (2003) estudaram o uso de perdxido de célcio como agente de
depilacdo. Os testes foram realizados em laboratorio em escala piloto. Em escala piloto, apds
4 minutos de reacdo, aproximadamente 50 -75% dos pelos foram removidos. N&o se
observaram diferencas significativas nas propriedades fisicas investigadas entre 0s couros
obtidos pela depilacdo oxidativa e a depilacdo com sulfeto de sodio. Shi et al. (2003)
realizaram testes de depilacdo com o uso de peroxido de hidrogénio em meio alcalino
(hidréxido de sodio) em peles de cabra e gado. Comparado ao sulfeto de sédio, o perdxido de
hidrogénio mostrou funcdo de protecdo ao colagénio da pele no processo de depilacdo. Esta
funcéo foi principalmente notavel quando a oferta de H,O, foi 5,5 — 9,5%. Com relacdo a
eliminacédo de proteinas ndo colagénicas ao maximo possivel, a 6tima oferta de H,O, foi entre
7,5 e 9,5%. O ponto isoelétrico das peles depiladas com H,0, foi menor do que nas peles
depiladas com Na,S. O couro depilado com H,O, apresentou maior teor de Cr,0O3 apds o
curtimento. Gehring et al. (2006) apresentaram um método de depilacido oxidativa usando
peroxido de magnésio e peroximonosulfato de potéssio. Observou-se a remocao de 80% dos
pelos maiores, nos pedacos de pele bovina expostos a uma concentracdo de 5% de peroxido
de magnésio, 15% de NaOH e 200% de agua, a 45°C, por um tempo de 8 minutos. E nas peles
expostas a 5% de peroximonosulfato de potassio, 15% de NaOH e 200% de agua, a 45°C,

durante 7 minutos, ndo houve danos a flor, e apenas alguns pelos curtos permaneciam na pele.
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Sundar et al. (2006) estudaram um método de depilacdo com o uso de ozodnio. Peles de
cabra foram depiladas com 10% de cal em 100% de &gua inicialmente por 15 minutos, antes
do inicio do fornecimento de o0zdnio. Oz6nio na concentracio de 2,25 mg L™ foi purgado no
fuldo a cada 30 minutos, até um tempo total de 120 minutos. O processo garante a soltura
completa do pelo dentro de um periodo de 60 minutos, no caso de peles de cabra. Anders et
al. (2004), desenvolveram dois processos oxidativos para melhorar a manufatura de couros.
Os autores aplicaram perédxido de hidrogénio e diferentes enzimas na etapa de depilacdo,
verificando que estas técnicas se adequam aos equipamentos do curtume. O couro wet-blue
produzido pelo processo oxidativo gerou couros com a mesma distribui¢do de cromo ao longo
da secdo transversal e superficie. A camada flor apresentou excelentes propriedades de

tingimento.

Percebe-se, portanto, que tanto a depilacdo enzimatica, quanto a depilacdo oxidativa
podem ser consideradas alternativas ao método convencional de depilacdo (cal e sulfeto de
s0dio). O uso dessas novas tecnologias permitem a geracao de efluentes menos poluentes, e a
producdo e de couros com qualidade semelhantes aos produzidos pela depilacdo quimica

comumente utilizada.

Os processos com recuperacdo do pelo permitem a utilizacdo destes. Os pelos
recuperados podem ser utilizados na producdo de feltros, fertilizantes organicos e na producédo
de racdo para aves. Estes pelos, quando submetidos a hidrélise térmica, quimica ou bioldgica,
podem ser aplicados na geracdo de biogas, na regeneracdo de queratinas, na producdo de
cosmeéticos, produtos farmacéuticos (SIVASUBRAMANIAN et al. ,2008a),

2.8 Depilacéo oxidativa com peroxido de hidrogénio (mecanismo)
e imunizacgao dos pelos

De acordo com Bronco et al. (2005), no processo tradicional de depilacdo com
destruicdo dos pelos, a quebra das ligaces de enxofre (-S-S-), que caracteriza a estrutura da
queratina do pelo, € obtida com o uso de agentes redutores (sulfeto ou sulfidrato de sddio),
acompanhado pelo uso de um alcali para hidrolisar os grupos —SH (tiol) das proteinas
reduzidas e promover sua subsequente solubiliza¢do. Tradicionalmente, a hidrélise alcalina é

realizada com o uso da cal. A remocgédo do pelo pela combinacdo de sulfetos e cal pode ser
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grandemente prejudicada pela aplicacdo excessiva de cal antes da aplicagéo do sulfeto, o que
causa o fendbmeno chamado de imunizagao do pelo. Em solucéo alcalina, as ligagdes —S-S- da

queratina podem ser quebradas de acordo com a equacao:

R-S-S- R + H,0 —> R-SOH + R-SH 1)

Entre as varias hipdteses, a formacéo de ligagcdes transversais entre o ion bivalente
Ca™" e os produtos da dissociacéo das ligagdes —S-S- , parece corresponder aos resultados de
um teste comparativo conduzido com o uso de Na,S como agente depilante. A imunizacao
ocorre quando as peles sdo previamente tratadas com hidroxido de célcio por um tempo
prolongado. A imunizacdo parece ser promovida preferencialmente pela presenca de ions
bivalentes que ligam os produtos de dissociacdo das ligagfes -S-S-, como representado pela
equacéo:

R - SOH +Ca** + HS-R — R-SO-Ca-S- @)

O fendmeno da imunizacdo € evitado pela adicdo simultanea de cal e sulfetos, e
aproveitando a acdo de cooperagdo do —OH™ e SH™ que evitam que ocorra a imunizagio
(BRONCO et al. , 2005).

Segundo Galarza et al. (2009), um tratamento alcalino anterior aos efeitos do sulfeto
de sddio com solucdo de hidroxido de sddio ou hidroxido de célcio em valores de pHs entre
11,5 e 12,5, conduz a um aumento significativo da resisténcia a degradacdo do pelo,
mantendo assim uma consideravel resisténcia a ruptura. Isto indica que novos e mais estaveis

crosslinks substituiram as ligacdes dissulfeto.

De acordo com Bronco et al. (2005), quando se usa H,O, para depilagéo, o ataque
quimico das ligacGes —S-S- ocorre através de um mecanismo diferente. O ataque oxidativo as
ligacGes —S-S- é devido a formacdo do anion peroxi a partir do H,O,, que ocorre em meio

altamente alcalino.

H,0, &>HOO + H* 3)

A fungdo oxidativa do peroxido quebra as pontes de enxofre da cistina, o que é

acelerado em meio alcalino. Uma vez que o ataque do H,0, ao pelo acontece primeiro na raiz,
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uma forte acdo mecénica é necessaria para remover 0 pelo e acelerar o processo. O ponto
principal do processo com H,0, é fazer o perdxido penetrar na raiz do pelo eficientemente
(Shi et al. , 2003).

O H,0, ¢ efetivo na quebra somente da queratina macia (soft) presente na raiz do pelo,
enquanto deixa intacta a queratina dura (hard) da haste. Por esta razdo, o uso de cal como
agente alcalino ndo € possivel, porque o processo de imunizacdo poderia evitar a quebra
desejavel das ligacbes —S-S- das proteinas da raiz do pelo (BRONCO et al., 2005).

Segundo Shi et al. (2003), a imunizacdo com hidréxido calcio pode garantir a
recuperacdo dos pelos, mas deve-se dar uma atencdo particular a raiz do pelo, que pode ser
protegida pela imunizagdo. Assim sendo, a oferta de hidroxido de célcio e o tempo de

imunizagdo devem ser bem controlados.

2.9 Depilacédo enzimatica (mecanismo)

A chamada queratina soft, presente na camada de Malphighi, e na bainha do foliculo
do pelo e no bulbo, é mais facilmente atacada por substancias depilantes do que a queratina
hard, presente na haste do pelo. Estudos tem demonstrado que as enzimas proteoliticas no
processo de depilacdo digerem as células da camada de Malphighi e as células basais do bulbo
do pelo, e também afetam a medula, embora ndo o cdrtex. As pontes dissulfeto uma vez
rompidas permitem a rapida digestdo da queratina por enzimas proteoliticas (GALARZA et
al., 2009).

As proteases ndo podem atacar diretamente os componentes de epiderme e dos pelos,
em vez disso, elas podem promover a depilacdo pela degradacdo destes componentes da
membrana basal na juncdo derme-epiderme. O rompimento desta regido levaria o
descolamento simultaneo da membrana basal e epiderme da camada dérmica. Para conseguir
maior difusdo das enzimas para obter acesso as proteinas dos bulbos capilares e foliculos, as
substancias de cementacdo devem ser removidas da derme (SIVASUBRAMANIAN et al.,
2008b).

Na depilacdo enzimética a raiz do pelo € atacada por uma seletiva acéo proteolitica. O

mecanismo da depilagdo enzimatica é baseado na capacidade de quebra das ligagdes
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peptidicas que envolvem a membrana basal do bulbo do pelo, que é constituida
principalmente por proteoglicanos, tais como glicosaminoglicanos e dermatan sulfato,
removendo assim os pelos de forma segura (SENTHILVELAN et al., 2012).

Proteoglicanos sdo removidos tanto na depilacdo enzimatica quanto na depilagdo com
cal e sulfeto de sddio. Mas a taxa de remocao é relativamente maior na depilacdo com uso de
enzimas. A fim de alcancar o contetdo interfibrilar, a enzima tem que penetrar através da
camada de carne. Uma vez que a enzima estiver em contato com a estrutura de fibras, 0s
proteoglicanos sdo  progressivamente  removidos. A remogdo progressiva de
glicosaminoglicanos indica a eliminacao de substancias interfibrilares
(SIVASUBRAMANIAN et al., 2008b).

Algumas das vantagens da depilagcdo com enzimas séo: acdo simultanea de depilagéo e
purga, as peles sdo limpas em ambos os lados, o pelo ndo € destruido e ha uma significante
reducdo dos parametros de poluicdo. Os pelos recuperados podem ser utilizados na producéo
de feltros e de fertilizantes organicos, por exemplo. Porém, a depilacdo enziméatica ndo pode
ser considerada uma simples substituicdo a depilacdo com cal e sulfeto de s6dio. Enzimas sdo
proteinas, portanto muitos fatores regulam suas funcbes e estabilidade. Sendo assim, 0s
métodos enzimaticos requerem condicdes controladas de pH e temperatura para sua aplicacdo
(WANG et al., 2009).

2.10 Avaliacdo da acdo enzimatica e oxidativa na depilacéo de
peles

Além do conhecimento dos mecanismos de acdo das enzimas e do peroxido de
hidrogénio durante a depilagdo das peles, é importante saber como avaliar a acdo destes

produtos de forma quantitativa ao final do processo.

A literatura descreve a avaliagdo do efeito de depilacdo pela determinagéo de
proteinas, proteinas interfibrilares (glicosaminoglicanos e proteoglicanos), e pela
determinacdo de hidroxiprolina. Quanto a pele, sua superficie é avaliada por microscopia
Optica e/ou eletrdnica. Além dessa analise, o efeito das enzimas e do peroxido pode ser
avaliado com base na resisténcia mecanica do couro obtido. Além das analises de proteinas

interfibrilares (glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e de hidroxiprolina, os banhos residuais
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geralmente sdo avaliados, também, pela determinacdo da quantidade de nitrogénio total,
solidos dissolvidos totais, fixos e volateis, sulfetos, cloretos, sulfatos, sélidos suspensos, além
de medidas de DQO e DBO, com a finalidade de verificar a toxicidade do efluente (SUNDAR
et al., 2006; BRONCO et al., 2005; MORERA et al., 2008; DETTMER et al., 2012c;
VALEIKA et al., 2009; CRISPIM e MOTA, 2003; SIVASUBRAMANIAN et al., 2008).

Decorina é um proteoglicano menor da pele (parte proteina e parte carboidrato) e € um
dos componentes chaves que se submete a mudancas e remogéo durante a transformagéo de
peles em couro. A maior porcdo de decorina é removida durante a depilacdo das peles
(RAMOS e LIU, 2010).

Conforme Ramos e Liu (2010) a remocéo eficiente dos proteoglicanos da pele, durante
seu processamento, é aceitavel e benéfica, especialmente para garantir flexibilidade e

suavidade ao couro final.

A remocdo dos materiais interfibrilares, como proteinas, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, séo partes fundamentais dos processos de purga e caleiro. Na etapa de
purga, a remocao dos materiais interfibrilares é facilitada pelo uso de enzimas proteoliticas. A
remocao de proteinas interfibrilares durante o caleiro e a purga é um fato bem estabelecido,

porém a quantificacdo destes materiais ainda ndo é bem conhecida (MADHAN et al., 2010).

Madhan et al. (2010), estimaram a quantidade de proteoglicanos e
glicosaminoglicanos nos banhos residuais de caleiro e purga, realizados na maneira
convencional. A determinacdo desse material interfibrilar foi realizada através de curvas
padrdo. Para a analise de proteoglicanos, a curva padrdo foi feita utilizando mucina como o
reagente padrdo. Para a curva de glicosaminoglicanos, o padréo utilizado foi o sulfato de

condroitina.

Dettmer (2012), e Dettmer et al. (2012a, 2012b, 2012c) utilizaram o recurso da
construcdo de curvas padrdo para estimar as quantidades de proteoglicanos e

glicosaminoglicanos nos banhos residuais.

A hidroxiprolina, sendo um aminoécido caracteristico do colagénio, é tradicionalmente
usada para quantificar esta proteina (HOFMAN et al., 2011). Hofman et al. (2011), utilizaram
um método de determinacdo de hidroxiprolina baseado na construcdo de curvas padrdo.
Dettmer (2012), e Dettmer et al. (2012a, 2012b, 2012c), utilizaram o método desenvolvido
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pelo Instituto FILK (Forschungsinstitut fur Leder und Kunststoffbahnen, Freiberg, Alemanha,

2009 - trabalho ndo publicado), para a determinacgéo de hidroxiprolina nos banhos residuais.

Neste trabalho, além da estimativa de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e
hidroxiprolina, os banhos residuais também foram avaliados através da determinacdo de

nitrogénio total, sélidos dissolvidos totais, fixos e volateis.

Outra pratica comum de avaliacdo dos processos enzimaticos e oxidativos na
depilacdo de peles é a aplicacdo de testes mecanicos (resisténcia a tracdo, ao alongamento e
ao rasgamento) ao couro obtido ao final do processo (DETTMER et al., 2012c; MARSAL et
al., 1999; MARMER et al., 2003; GEHRING et al., 2003 e 2006; SHI et al., 2003; SUNDAR
et al.,2006).



Capitulo 3

Materiais e Métodos

Neste capitulo é feita a descricdo das etapas envolvidas na realizacdo da parte
experimental deste trabalho. Inicialmente serdo apresentados os materiais utilizados nos
experimentos. Na sequencia sdo apresentadas as formulagdes utilizadas nos ensaios e, por fim,
0s métodos de analises realizados para avaliacdo dos testes. O trabalho foi realizado no
Laboratdrio de Estudos em Couro e Meio Ambiente (LACOURO), no Departamento de
Engenharia Quimica (DEQUI) da UFRGS.

3.1 Pele

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se uma pele bovina salgada e pré-descarnada,
proveniente do grupo Bom Retiro, localizado na cidade de Teutdnia, Rio Grande do Sul.

A Figura 3 representa uma pele bovina, onde a ilustracdo da esquerda mostra as
principais regides da pele e a imagem da direita apresenta a divisdo da pele ao meio. Alguns

curtumes trabalham com as peles divididas para facilitar o manuseio e o processamento.
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Figura 3: Esquema de uma pele bovina. (a) Principais regides; (b) Pele dividida em

duas metades. Fonte: Souza (2010)

Para a producdo dos couros a regido central que inclui o grupdo € a mais importante,

pois € uma grande regido com propriedades homogéneas. A Figura 4 apresenta a pele

utilizada nos experimentos.

Figura 4: Fotografias da pele utilizada nos testes.

Apos a retirada dos flancos, ancas e cabeca, a regido restante apresentou uma area de
aproximadamente 2,70 m2. Esta pele foi, entdo, cortada ao meio, sendo que uma faixa central,

de aproximadamente 10 cm, foi desprezada, visto que esta faixa da linha dorsal apresenta uma

rigidez maior.
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Cada meia pele foi dividida transversalmente em trés partes: superior, meio e inferior.
As partes superior e inferior foram depois cortadas de forma a fornecer os pedagcos menores
de 10 cm x 10 cm (100 cm?), e a parte central (meio) forneceu os pedacos maiores, de 10 cm X
20 cm (200 cm?).

Cada ensaio foi realizado utilizando trés pedacos de pele, um da parte superior, um do
meio e um da parte inferior. Os pedacos, depois de separados e identificados, foram

armazenados sob refrigeracdo até o momento dos testes.

3.2 Enzimas

As enzimas utilizadas nos testes de depilacdo realizados neste trabalho foram

produzidas por linhagens de Bacillus subtilis, isoladas e selecionadas por Dettmer (2012).

Dettmer et al. (2012a e 2012b), isolaram duas novas linhagens de Bacillus subtilis
produtoras de proteases, selecionadas do lodo aerébico de um curtume. Estas linhagens foram
identificadas como BLBc 11 e BLBc 17. A BLBc 11 foi selecionada por apresentar menor
atividade sobre o azocoll, o que indica menor efeito sobre o colagénio, e a BLBc 17 foi
selecionada por apresentar maior atividade sobre keratin azure, ou seja, maior efeito sobre a
queratina. A atividade proteolitica destas cepas pode ser evidenciada pela formacdo de halo
translicido no cultivo destas bactérias em placas. A Figura 5 mostra a formacdo do halo

transltcido para o cultivo em placas para a BLBc 11 e BLBc 17.

(a) (b)

Figura 5: Cultivo em placa das cepas de Bacillus subtilis: (a) BLBc 11 e (b) BLBc 17.
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Para o cultivo destas linhagens de Bacillus subtilis em placas de Petri foi utilizado o
meio Luria-Bertani com &gar e 1% de leite desnatado. As placas foram incubadas por 48
horas a 37 °C, e a atividade proteolitica foi, entdo, evidenciada pela formacdo do halo
translucido ao redor das colbnias. A formacdo deste halo é devido a acdo proteolitica dos

microrganismos sobre as proteinas do leite.

A produgdo de enzimas foi realizada com a inoculagdo de coldnias de células
bacterianas em erlenmeyers (250 mL), contendo 100 mL de meio otimizado, ou em
erlenmeyers (1000 mL), contendo 400 mL de meio otimizado, cuja composicdo € peptona
(0,1%), farelo de soja (1,4%), extrato de levedura (0,2%), K;HPO, (0,7%) e KH,PO4 (0,3%).
Os frascos foram incubados a 37°C em um shaker a 80 rpm. Depois de atingida a densidade
6tica (DO, 600nm) 1,0, estas culturas foram usadas para inocular os frascos de producgdo a
10% (v/v) do volume final a ser produzido. Em seguida, os frascos de producdo foram
cultivados, também, a 37 °C em um shaker a 80 rpm, por 48 horas e entdo centrifugados
(5000 rpm, 4 °C, 10 minutos) para obtencdo da enzima. Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante

(rico em enzimas) foi coletado e sua atividade enzimatica determinada.

A determinacdo da atividade proteolitica usando azocaseina como substrato foi
baseada em Goingo et al. (2007) e em Dettmer et al. (2012a e 2012b). A mistura de reacao
contém 100 L de subtrato (azocaseina 10 mg mL™), 100 pL de tampéo (pH 9,0), e 100 pL
de solucdo enzimatica. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 37°C, a reacdo foi
interrompida adicionando 500 pL de solucdo de TCA (&cido tricloroacético) 10%. Apds
centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos, 800 pl do sobrenadante foram adicionados a 200 pL
de solucdo de NaOH 1,8 N. A leitura da amostra foi realizada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 420 nm. Uma unidade enzimatica é definida como a quantidade de
enzima necessaria para aumentar a absorbancia em 0,01 a 420 nm nas condic¢des de tempo e
temperatura do teste. O controle é realizado adicionando-se as mesmas quantidades de

solugédo enzimatica, tampao e substrato ao TCA. As andlises foram feitas em triplicata.

3.3 Testes de depilacao

Os ensaios foram conduzidos em um sistema (bateria) de fuldes (Figura 6), com

controle de temperatura e rotacdo. Os testes foram realizados em bateladas de acordo com o
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tamanho das amostras e capacidade do equipamento. A condi¢fes de operagdo dos fuldes,
durante todos os experimentos (lavagem e remolho, e testes de depilagcdo), foram mantidas
constantes, com rotacdo de 13 rpm, e trabalhando-se a temperatura ambiente. A temperatura

ambiente foi mantida em torno de 25 °C.

Figura 6: Bateria de fuldes utilizado nos experimentos.

A parte experimental teve inicio com a preparacdo da pele, descrita no item 3.1. A
pele foi dividida em duas metades, sendo o lado | destinado para testes do processo de
depilacdo com as enzimas produzidas pela linhagem BLBc 11, e o lado Il, usado com as
enzimas produzidas pela BLBc 17. Apds a remocdo do sal, por meio de raspagem, as peles
foram devidamente lavadas e remolhadas, seguindo a formulagdo, baseada em processos

industriais, descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Formulagéo utilizada nas etapas de lavagem e remolho.

Etapa Produtos Quantidade * Tempo
Lavagem Agua 200% 15 minutos
esgotar o banho
Remolho Agua 200%
Carbonato de sodio 0,30%
Eusapon® L-DE 0,15% 3 horas

esgotar o banho

* Percentuais massicos aplicados sobre o peso da pele
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A funcgdo do carbonato de sodio no processo de remolho é aumentar a velocidade da
reidratacdo por meio do efeito osmdtico e formar sabBes com os &cidos graxos da pele. O

Eusapon® L-DE auxilia o desengraxe das peles e a emulsificacdo das gorduras naturais.

A depilacéo, etapa posterior a lavagem e ao remolho, € a etapa do processamento de
peles foco deste trabalho. Nesta etapa foram utilizadas as enzimas produzidas pelas linhagens
de Bacillus subtilis, BLBc 11 e BLBc 17, em associacdo com o peroxido de hidrogénio
(H20y). Ou seja, o presente trabalho propGe uma depilacdo enziméatica-oxidativa, alternativa

ao processo comumente usado nos curtumes, onde se utiliza cal e sulfeto de sodio.

A quantidade de enzima a ser utilizada nos testes foi calculada a partir da atividade
proteolitica da enzima a ser aplicada. Esta quantidade depende da massa de pele e da
concentragdo de enzima desejada para cada ensaio. A concentragdo de enzima, portanto, foi

medida em unidades enzimaticas por grama de pele (U g™).

As enzimas foram aplicadas a temperatura ambiente. Nos ensaios de depilacdo
enzimatica-oxidativa, a etapa enzimatica foi realizada sem alteracdo do pH, porém a partir da
etapa de alcalinizacdo (necessaria para a realizacdo da etapa oxidativa), o pH do banho
tornou-se alcalino, apresentando valores em torno de 12 ao final dos experimentos. De acordo
com estudos anteriores de Dettmer et al. (2012a e 2012b), as enzimas produzidas pela
linhagens BLBc 11 e BLBc 17, neste valor de pH, ndo séo inativadas, no entanto apresentam
reducdo de sua atividade proteolitica residual.

Na etapa de alcalinizacdo foi utilizado hidroxido de sédio (NaOH) em lentilhas, e a

etapa oxidativa foi realizada com solugéo de perdxido de hidrogénio (H,0;), 35%.

3.3.1 Imunizacéo, alcalinizacédo e ordem das etapas (enzimatica/oxidativa)

A fim de se determinar as melhores condigdes de trabalho, foram realizados alguns
testes com as enzimas produzidas pela linhagem de Bacillus subtilis BLBc 11.

Nos primeiros testes foram avaliadas a imunizagdo com hidroxido de calcio
(Ca(OH),), a alcalinizagdo com hidroxido de sédio (NaOH) e a ordem das etapas
(enzimética/oxidativa). Para a realizacdo destes experimentos, as concentracfes de enzima e

de peréxido de hidrogénio foram mantidas em 300 U g* de pele e 8%, respectivamente.
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Foram alteradas as ordens das etapas de depilacdo (antes ou apOs a etapa oxidativa), e
avaliou-se, também, a imunizagdo prévia dos pelos com o uso de hidroxido de calcio ou da
alcalinizacdo do meio com hidroxido de sodio, realizada sempre antes da etapa oxidativa.
Foram utilizadas 4 formulacdes diferentes (4 testes), conforme descrito na Tabela 2.

Os testes 1 e 2 os foram realizados sem prévia imunizacdo dos pelos com hidroxido de
calcio. No teste 1 foi realizada, primeiramente, a alcalinizacdo do banho, a seguir iniciou-se a
etapa oxidativa e, por fim a etapa enzimética. No teste 2 foi realizada, inicialmente, a etapa
enzimatica, a seguir a alcalinizacdo do meio e a etapa oxidativa. Nos testes 3 e 4 fez-se,
primeiramente, a imunizacao dos pelos com hidréxido de calcio, sem alcalinizacdo do meio.
No teste 3 foi realizada a etapa oxidativa, seguida pela etapa enzimatica. No teste 4, por sua
vez, foi realizada a etapa enzimatica, seguida da etapa oxidativa. Ao final dos ensaios, as

peles foram visualmente avaliadas.

Tabela 2: Formulages utilizadas na primeira batelada de testes.

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4
com alcalinizacdo e sem imunizacdo [ com imunizacdo e sem alcalinizacéo
200% de &gua 200% de &gua 100 % de agua 100% de agua
2% deNaOH | 300U g depele| 1% Ca(OH), 1% Ca(OH),

10 minutos 3 horas 15 minutos 15 minutos
8 % sol. H,0, 2% de NaOH 100% de agua 100% de agua
3 horas 10 minutos 8% sol. H,O, | 300 U g™ de pele
3 horas 3 horas
300U g* depele | 8%sol. H,O0, |300Ug"depele| 8% sol. H,0,
3 horas 3 horas 3 horas 3 horas

Etapa enzimatica
Etapa oxidativa
As porcentagens dos reagentes utilizados nas formulagdes sdo baseadas no peso da
pele.
Nestes testes verificou-se que a alcalinizagdo do meio com NaOH apresentou 0s
melhores resultados, portanto a partir destes experimentos néo foi realizada a imunizacdo dos
pelos com hidroxido de calcio. Verificou-se, também, que a depilacdo realizada

primeiramente com uso de enzimas, favoreceu a depilagéo.



46 3. MATERIAIS E METODOS

3.3.2 Determinacédo da concentracéo de NaOH

Na segunda batelada de experimentos foi realizada a depilagdo enzimética como
primeira etapa, sendo aplicado somente o0 extrato enzimatico produzido através do cultivo da
BLBc 11. Foram testadas duas concentracdes de enzima, 100 U g* de pele e 300 U g™ de pele
A seguir, foram adicionados &gua e NaOH para alcalinizagdo, sendo que a concentracdo deste
reagente foi reduzida de 2% (utilizada nos testes anteriores), para 1%. E, por fim, foi realizada
a etapa oxidativa, com duas concentracdes diferentes de peroxido de hidrogénio, 4% e 8%.
No teste 1 foram testadas as concentragfes mais baixas de enzima e peroxido de hidrogénio, e
no teste 2, as concentracbes mais altas. A formulagéo testada na segunda batelada de testes
encontra-se na Tabela 3. Ao final dos experimentos, as peles foram visualmente avaliadas.

Tabela 3. Formulag&o utilizada na segunda batelada de testes.

Teste 1 Teste 2
100 U g™* de pele [300 U g™ de pele

2 horas 2 horas

200%H,0 200% H,0

1% NaOH 1% NaOH

10 minutos 10 minutos

4% sol. H,0, 8 % sol. H,0,

2 horas 2 horas

Etapa enzimatica
Etapa oxidativa

Quantidade de reagentes baseada nos percentuais massicos aplicados sobre o peso das
peles.
A fim de se avaliar uma concentracdo mais baixa de NaOH na etapa de alcalinizagéo,

em diferentes concentracfes de enzima e peroxido de hidrogénio, na terceira batelada de
testes trabalhou-se nas concentracdes de enzima de 100 U g™ de pele e 300 U g™ de pele. O
peroxido de hidrogénio foi utilizado nas concentracdes de 4% e 8%. Ja a concentragdo de
hidroxido de sodio foi reduzida para 0,5%. A formulagéo utilizada nestes testes encontra-se na
Tabela 4.

Nos testes 1 e 2 a etapa enzimatica foi realizada na concentracdo de enzima de 100 U
g’ de pele, a seguir foram adicionados agua e hidroxido de sédio, para a etapa de

alcalinizacdo, apds foi adicionado o perdxido de hidrogénio, nas concentragdes de 4% no teste
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1, e 8% no teste 2. Nos testes 3 e 4 a etapa enzimatica foi realizada na concentracdo de 300 U
g™ de pele, ap6s foram adicionados 4gua e hidréxido de sédio, para a alcalinizacdo, a seguir
foi adicionado perdxido de hidrogénio, nas concentracfes de 4% no teste 3, e 8% no teste 4.

Ao término dos experimentos, as peles foram visualmente avaliadas.

Tabela 4. Formulagéo utilizada na terceira batelada de testes.

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4
100 U g™* de pele [ 100 U g™ de pele {300 U g™ de pele {300 U g™ de pele
2 horas 2 horas 2 horas 2 horas

200% de H,O 200% de H,O 200% de H,O 200% de H,O
0,5% de NaOH | 0,5% de NaOH | 0,5% de NaOH | 0,5% de NaOH

10 minutos 10 minutos 10 minutos 10 minutos
4% sol. H,0O, 8% sol. H,O, 4% sol. H,0, 8% sol. H,0,
2 horas 2 horas 2 horas 2 horas

Etapa enzimatica
Etapa oxidativa

3.3.3 Procedimento experimental — Depilacdo enzimatica-oxidativa

Pela observacdo dos resultados dos testes iniciais, verificou-se que a alcalinizacdo do
meio com NaOH apresentou melhores resultados que a imunizacdo dos pelos com Ca(OH),, e
que uma concentracdo de 1% de NaOH seria uma concentracdo de uso aceitavel, pois
favoreceu a depilacdo oxidativa e ndo deixou a pele amarelada como ocorreu quando foram
utilizados 2% deste reagente, j& o uso de 0,5% de NaOH ndo favoreceu a depilacgdo.
Verificou-se que fazer a depilacdo enzimatica como primeira etapa, adicionando-se apenas 0
extrato enzimatico, foi a melhor opg¢do. E, que um tempo de 4 horas (2 horas — depilacdo
enzimatica + 2 horas — depilagdo oxidativa), poderia se um tempo de processo aceitavel para
evitar o amarelamento da pele, o ataque da enzima & camada flor e a possivel degradacdo dos
pelos pelo perdxido de hidrogénio.

Foram, entdo, definidos os parametros fixos, ou seja, constantes ao longo da depilacéo,
e 0s parametros variaveis.

Os parametros fixos foram:

e Concentracao de hidroxido de sodio: 1%

e Temperatura: ambiente (em torno de 25 °C)

e Ordem das etapas: 1° etapa: enzimatica; 2° etapa: oxidativa
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e Tempo de processo: 2 horas: enzimatica + 2 horas: oxidativa

Os parametros variaveis e, portanto, avaliados durante os testes de depilacdo
enzimatica-oxidativa foram: o tipo de enzima, a concentracdo de enzima e a concentracdo de
perdxido de hidrogénio.

Assim, foram testadas as variacdes de formulacdo descritas da Tabela 5 (testes 1, 2, 3
e 4), como o procedimento a ser seguido nos ensaios de depilacdo. O objetivo dos testes foi
avaliar efeito dos dois tipos de enzima utilizados (BLBc 11 e BLBc 17), a concentracdo de
enzima e a concentracao de perdxido de hidrogénio na depilacdo de peles bovinas. Testaram-
se duas concentragdes de enzima (100 U g™ de pele e 300 U g™ de pele) e duas concentracdes
de perdxido de hidrogénio (4% e 8%). Os ensaios de depilacdo enzimatica-oxidativa foram
realizados em duplicata.

Tabela 5. Formulacgéo utilizada nos ensaios de depilacao

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 P".OC?S?Q’O *
Enzimatico
Conc. de Conc. de Conc. de Conc. de Conc. de
enzima enzima enzima enzima enzima
(BLBc 11 ou (BLBc 11 ou (BLBc 11 ou (BLBc1lou | (BLBc1lou
BLBc 17): 100 | BLBc 17): 100 | BLBc 17): 300 | BLBc 17): 300 | BLBc 17): 300
Ugldepele | Ugtdepele | Ugldepele | Ugtdepele | Ug™"depele
2 horas 2 horas 2 horas 2 horas 6 horas
200% H,0 200% H,0 200% H,0 200% H,0
1% NaOH 1% NaOH 1% NaOH 1% NaOH
10 minutos 10 minutos 10 minutos 10 minutos
4% H,0, 8% H,0, 4% H,0, 8% H,0,
2 horas 2 horas 2 horas 2 horas

*processo puramente enzimatico realizado para fins comparativos.

Etapa enzimatica
Etapa oxidativa

As porcentagens de reagentes utilizados séo baseadas no peso da pele.

Foram realizados, também, testes comparativos, onde a depilacdo proposta foi

comparada com o processo convencional de depilacdo, com uso do sistema cal-sulfeto de
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sodio, e com a depilacdo somente enzimatica, onde o extrato enzimatico, na concentracdo de
300 U g de pele, foi aplicado diretamente nas peles, sem qualquer adicdo de outro produto
quimico, por um periodo de 6 horas.

A Tabela 6 detalha a formulacdo utilizada na depilacdo convencional, com uso de cal e

sulfeto de sédio.

Tabela 6. Formulacéo utilizada na depilacdo com cal e sulfeto de sodio

Produtos Percentual Tempo
Agua 50,00%
Cal 1,00%
Eusapon® L-DE 0,16% 60 min
Sulfeto de sddio 1,00%
Cal 0,50% 45 min
Sulfeto de sodio 1,50%
Cal 0,50% 60 min
Cal 2,00%
Eusapon® L-DE 0,04%
Agua 150,00% 90 min
15 horas

A quantidade de produtos foi baseada nos percentuais massicos aplicados sobre o peso

da pele. Esta formulacdo € baseada nas formulacgdes utilizadas em curtumes.

3.4 Métodos analiticos

As peles, depois de submetidas aos ensaios de depilacéo, foram avaliadas visualmente,
a olho nu e com ampliacdo de 12 vezes. A ampliacdo foi realizada com o uso de uma lupa
com iluminagéo, TOYO — TL -1000.

Os banhos residuais, recolhidos ao final dos testes de depilagéo, foram avaliados
através de andlises de pH, solidos dissolvidos totais, fixos e volateis, nitrogénio total (NTK),

glicosaminoglicanos, proteoglicanos e hidroxiprolina.
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O pH é um pardmetro importante para avaliar a alcalinidade dos banhos. O pH dos
banhos foi medido imediatamente ao final dos ensaios.

Os solidos dissolvidos totais (SDT) remetem a pequenas moléculas organicas, sujeiras
presentes na pele, sais dissolvidos no banho, entre outros. Elevado teor de sélidos fixos (SDF)
significa efluente com elevada carga inorganica, enquanto que elevado teor de sélidos volateis
(SDV) esta relacionado a alta carga organica no efluente.

A determinacdo do teor de sélidos dissolvidos totais, fixos e volateis foi realizada de
acordo com o método baseado na norma NBR 14550 da ABNT. A andlise de solidos
dissolvidos totais € realizada com a adi¢do de 25 mL de amostra de banho, homogeneizada e
filtrada, a uma cépsula de porcelana contendo areia calcinada. As capsulas, previamente
taradas, devem-se adicionar areia calcinada (20 g), e estas entdo devem ser deixadas na estufa
a 105 °C por uma hora, ap0s tirar, esfriar em dessecador e anotar o resultado, adicionando-se
entdo a amostra. As capsulas sdo entdo levadas a estufa (105 °C) e deixadas de um dia para o
outro ou até peso constante. Ao final, as capsulas sdo esfriadas em dessecador, e ao atingir a
temperatura ambiente, sdo pesadas e o resultado anotado. Para a anélise de sélidos dissolvidos
fixos, as capsulas utilizadas na analise de solidos dissolvidos totais sdo levadas para a mufla a
temperatura de 550 °C — 600 °C por duas horas. O resultado da andlise de sélidos dissolvidos

volateis é obtido indiretamente da diferenca entre os dois resultados anteriores.

A determinacdo de glicosaminoglicanos e proteoglicanos é importante para avaliar a
remocdo destas proteinas interfibrilares. A remocdo destas proteinas propicia a necessaria
abertura das fibras, facilitando a difusdo dos produtos utilizados nas etapas posteriores a
depilacdo. A remocdo eficaz e adequada de proteoglicanos garante caracteristicas como

flexibilidade e maciez ao couro.

A determinacdo de proteoglicanos, de glicosaminoglicanos e de hidroxiprolina nos

banhos foi realizada através de métodos que se baseiam na construgdo de curvas padréo.

Na determinacdo de proteoglicanos toma-se 1 mL da amostra de banho, mistura-se
com 100 pL de solucdo fresca de acido periddico e incuba-se a 37 °C por 2 horas. Depois, séo
adicionados 100 pL do reagente de Schiff (descolorido), mistura-se e deixa-se, por no

minimo, 30 minutos na temperatura ambiente. A curva padrdo é obtida usando a mucina como
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padrdo. A absorbancia é medida a 555 nm. Este método é baseado no trabalho de Madhan et
al. (2010).

A determinacdo de glicosaminoglicanos € realizada através do ensaio da modificacdo
do azul de dimetilmetileno, que é especifico para quantificacdo de glicosaminoglicanos
sulfatados. Para a analise, 100 pL de cada amostra de banho e 2,5 mL de reagente colorido de
azul de dimetilmetileno sdo misturados e transferidos para as respectivas cubetas. A
absorbéancia em 525 nm deve ser imediatamente lida no espectrofotémetro. A curva padrdo é
obtida com o uso de sulfato de condroitina como padrdo. Método baseado no trabalho
Madhan et al. (2010).

Os métodos de determinacdo de proteoglicanos e glicosaminoglicanos citados,
também foram utilizados nos trabalhos de Dettmer (2012) e Dettmer et al. (2012a, 2012b,
2012c).

A determinacdo de hidroxiprolina nos banhos residuais é importante para avaliar o

ataque ao colagénio, principal proteina de peles animais, e que deve ser preservada.

O conteudo de hidroxiprolina nos banhos foi determinado pelo método desenvolvido
pelo Instituto FILK (Forschungsinstitut fur Leder und Kunststoffbahnen, Freiberg, Alemanha,
2009 - trabalho ndo publicado), também utilizado nos trabalhos de Dettmer (2012) e Dettmer
et al. (2012a, 2012b, 2012c).

O nitrogénio NTK é uma forma de quantificar a matéria organica (com excecao a

lipideos, que ndo possuem nitrogénio em sua composicao).

A andlise de nitrogénio total Kjeldahl foi realizada de acordo com o procedimento
adaptado da Norma ASTM D2868 — 10. Este método consiste na digestdo completa de 25 mL
de amostra em 18 mL de acido sulfurico concentrado, na presenca de uma mistura catalitica
composta por sulfato de potassio e sulfato de cobre (10 g), em alta temperatura (300 °C). A
completa digestdo das amostras se verifica quando estas se tornam transltcidas. As amostras
foram digeridas no digestor modelo DK20 (Velp Scientific) com capacidade para vinte
amostras. Depois de digeridas e resfriadas, fez-se a destilacdo das mesmas com solucdo de
hidroxido de sodio a 40%, no destilador modelo UDK 129 (Velp Scientific). O nitrogénio é
destilado para uma solucdo indicadora de acido bdrico (125 mL) até alcancar

aproximadamente 200 mL. Durante a destilacdo esta solugdo torna-se verde indicando a
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presenca do nitrogénio. A solucdo é, entdo, titulada com acido sulfarico diluido até a viragem
de verde para violeta.



Capitulo 4

Resultados e discussao

Este capitulo € destinado a apresentacdo e discussdo dos resultados experimentais
obtidos. Primeiramente, sdo apresentados os resultados da analise visual das peles dos testes
de depilacdo, bem como a visualizacdo dos pelos removidos, para checar se 0 método de
depilacdo proposto ndo degrada os pelos. Apds sdo apresentados e discutidos os resultados

analiticos obtidos a partir da analise dos banhos.

4.1 Avaliacéo das peles
As peles ao final dos testes de depilacdo foram avaliadas visualmente a olho nu e por

ampliacdo (12 vezes).

4.1.1 Imunizacéo, alcalinizacéo e ordem das etapas (enzimatica/oxidativa)

Nos primeiros experimentos verificou-se a imunizagdo com hidroxido de calcio, a
alcalinizacdo com hidroxido de sodio e a ordem das etapas, seguindo as formulag¢Oes descritas
na Tabela 2, apresentada no item 3.3.1 do capitulo 3.

Os resultados da primeira batelada de testes estdo ilustrados na Figura 7. Verifica-se a
remocao de pelos em todos os testes, sendo que no primeiro teste, esta remocéo foi menor, e
que os pelos ficaram amarelados. A melhor opcao de depilacéo foi a realizada no teste 2 que
consiste na realizacdo, primeiramente, da etapa enzimatica com posterior alcalinizacdo do
meio com NaOH e realizacdo da etapa oxidativa, onde praticamente, todo o pelo foi

removido. Nos testes 3 e 4, onde foi realizada a prévia imunizacdo dos pelos com hidréxido
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de célcio, verifica-se a ndo remog¢do completa dos pelos. Embora a remocao ndo tenha sido
completa em nenhum dos experimentos, verificou-se o afrouxamento dos pelos, percebendo-
se que estes poderiam ser facilmente removidos mecanicamente, com o auxilio de uma pinca
ou pela raspagem da pele com uma espatula. Sendo assim, procedeu-se a raspagem das peles
para remocdo dos pelos ainda remanescentes apds os testes. Imagens das peles limpas

fisicamente encontram-se na Figura 8.

Figura 7: Anélise visual das peles ao final dos experimentos onde foram avaliados a
imunizacdo com Ca(OH),, a alcalinizacdo com NaOH e a ordem das etapas
(oxidativa/enzimatica). (a) Teste 1: sem imunizagdo, alcalinizacdo com NaOH,
primeira etapa oxidativa; (b) Teste 2: sem imunizacdo, alcalinizagdo com NaOH,
primeira etapa enzimatica; (c) Teste 3: imunizacdo com Ca(OH),, sem alcalinizacéo,
primeira etapa oxidativa; (d) Teste 4. imunizacdo com Ca(OH),, sem alcalinizacéo,
primeira etapa enzimatica.
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@) (b)

(©) (d)

Figura 8. Analise visual das peles ap6s remog¢do mecanica dos pelos (raspagem). (a) Teste
1: sem imunizacdo, alcalinizagdo com NaOH, primeira etapa oxidativa; (b) Teste 2: sem
imunizacdo, alcalinizagdo com NaOH, primeira etapa enzimatica; (c) Teste 3: imunizagao
com Ca(OH),, sem alcalinizacdo, primeira etapa oxidativa; (d) Teste 4: imunizagdo com
Ca(OH),, sem alcalinizacdo, primeira etapa enzimatica.

4.1.2 Determinacao da concentracéo de NaOH

Encontram-se na Figura 9 os resultados dos experimentos realizados na segunda
batelada de testes, onde se avaliou o uso somente do extrato enzimatico em diferentes
quantidades adicionadas, como primeira etapa, a alcalinizacdo do meio com 1% de hidréxido
de sodio, e duas concentracdes de perdxido de hidrogénio, seguindo as formulagdes da Tabela
3 do item 3.3.2 do capitulo anterior. Verifica-se que nos dois ensaios houve remocao de pelos.
E, embora a remocao ndo tenha sido completa para ambos, os pelos remanescentes puderam
ser removidos mecanicamente com facilidade, o que pode ser observado na Figura 10.

Pela Figura 10 pode-se observar que nesta batelada de testes os pelos, que ndo foram

removidos durante o0 experimento, também, puderam ser facilmente removidos
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mecanicamente. Verificou-se, também, que os pelos foram removidos com raiz, ou seja, nao

deixaram residuos remanescentes nos poros das peles.

(@) (b)

Figura 9: Peles ao final dos experimentos onde foram avaliados uso de extrato enzimatico

como primeira etapa, a concentragdo de NaOH e a concentracao de H,O,. (a) Teste 1:
concentracdo de enzima 100 U g™ de pele; concentracdo de peréxido de hidrogénio: 4%
(concentragdo mais baixa); (b) Teste 2: concentracdo de enzima: 300 U g™ de pele;

concentracdo de peroxido de hidrogénio 8% (concentracdo mais alta).
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(@) (b)

(d)

Figura 10: Resultados dos experimentos onde foram avaliados o uso de extrato enzimatico

como primeira etapa, a concentracdo de NaOH e a concentracdo de H,0,. (a) Verificacdo da
soltura dos pelos; (b) Facilidade de remoc&o dos pelos por agdo mecénica (raspagem); (c)
Pelos sdo removidos pela raiz; (d) Pele limpa.

A terceira batelada de testes foi realizada para avaliar duas concentra¢fes de enzima e
de peroxido de hidrogénio, e a alcalinizacdo do meio com uma concentracdo menor de
hidréxido de sédio, 0,5%, realizados conforme a Tabela 4 do item 3.3.2. Os resultados destes
experimentos encontram-se na Figura 11. Assim como nos testes anteriores, verificou-se que
ndo houve remocdo completa dos pelos. Porém, neste caso, 0os pelos remanescentes nao
apresentaram a mesma facilidade de remocdo dos testes anteriores. Talvez, porque a
concentracdo de hidréxido de sédio ndo tenha sido suficiente para alcalinizar o banho, o que é
uma condicao necessaria para a etapa oxidativa. Nestes testes, portanto, ndo foi realizada a
raspagem das peles.
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Figura 11: Resultados dos experimentos onde foram avaliadas as concentra¢des de enzima, de
H,O, e de NaOH. (a) Teste 1: concentragdo de enzima 100 U g™ de pele, e 4% de H,0,; (b)
Teste 2: concentragdo de enzima 100 U g™ de pele, e 8% de H,O; (c) Teste 3: concentragio

de enzima 300 U g™ de pele, e 4% de H,0,; (d) Teste 4: concentracio de enzima 300 U g™* de

pele, e 8% H,0,.

4.1.3 Procedimento experimental — Depilacdo enzimatica-oxidativa

Os ensaios de depilacdo enzimatica-oxidativa foram realizadas em duas bateladas, uma
com uso das enzimas produzidas pela linhagem BLBc 11, e outra com 0 uso das enzimas
produzidas pela BLBc 17 na etapa enzimatica.

A primeira batelada de testes de depilacdo foi realizada com o uso das enzimas

produzidas pelo cultivo da BLBc 11 na etapa enzimatica do procedimento proposto neste
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trabalho. A formulacdo aplicada estd descrita no capitulo anterior, Tabela 5, apresentada no
item 3.3.3. A Figura 12 mostra os resultados visuais obtidos ao final dos experimentos.

De acordo com a Figura 12, pode-se visualizar a remogéo parcial dos pelos em todos
0s testes, sendo que no teste 1, concentracéo de enzima e peréxido mais baixos, 100 U g™ de
pele e 4%, respectivamente, a remocdo foi menor que nos demais. Porém, verificou-se que 0s
pelos poderiam ser fisicamente removidos. Assim sendo, fez-se a remogdo dos pelos
mecanicamente (raspagem). A Figura 13 mostra como ficaram as peles ap6s a remocao dos

pelos.

(d)

Figura 12: Analise visual das peles ao final dos testes, com uso de enzimas produzidas pela
linhagem BLBc 11. (a) Teste 1: concentracdo de enzima 100 U g™ de pele, e 4% de H,0,; (b)
Teste 2: concentragdo de enzima 100 U g™ de pele, e 8% de H,0,; (c) Teste 3: concentracio
de enzima 300 U g de pele, e 4% de H,05; (d) Teste 4: concentracio de enzima 300 U g™ de

pele, e 8% de H,0..
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(b)

(©) (d)

Figura 13: Imagem das peles ap6s remocgdo mecanica dos pelos. (a) Teste 1: concentracdo de

enzima 100 U g™ de pele, e 4% de H,O,; (b) Teste 2: concentracdo de enzima 100 U g™* de
pele, e 8% de H,0,; (c) Teste 3: concentracdo de enzima 300 U g™ de pele, e 4% de H,05; (d)

Teste 4: concentragdo de enzima 300 U g™ de pele, e 8% de H,0,.

Verificou-se que em todos os ensaios, 0s pelos puderam ser removidos fisicamente,
porém as peles em que a depilacdo enzimética foi realizada com maior concentracdo de
enzima apresentaram melhor eficiéncia de remocdo dos pelos. Apos a remogéo fisica dos
pelos, as peles foram avaliadas com ampliacdo de 12 vezes. Os resultados encontram-se na
Figura 14.

As imagens mostram que em todos os testes realizados com uso de enzimas
produzidas pela linhagem BLBc 11 na etapa enzimatica, os poros das peles apresentaram-se
limpos ao final da remocéo fisica dos pelos. Como pode ser observado na Figura 15, os pelos
foram removidos por inteiro, sem romperem por ataque quimico, que € o que ocorre quando a
pele é depilada com sulfeto de sodio, fato observado no trabalho de Souza e Gutterres (2012).
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(@) (b)
(c) (d)

Figura 14: Ampliacédo das peles apds remocdo mecénica dos pelos (12 vezes). (a) Teste 1:

concentracao de enzima 100 U g de pele, e 4% de H,0O,; (b) Teste 2: concentracéo de
enzima 100 U g™ de pele, e 8% de H,0,; (c) Teste 3: concentracéo de enzima 300 U g™ de
pele, e 4% de H,0,; (d) Teste 4: concentragio de enzima 300 U g™ de pele, e 8% de H,05.
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Figura 15: Pelos inteiros removidos pelo processo enzimatico-oxidativo de depilacdo. Etapa

enzimatica: enzimas produzidas pela linhagem BLBc 11.

A segunda batelada de testes foi realizada com o uso de enzimas produzidas pelo
cultivo da linhagem BLBc 17. As condi¢cbes dos experimentos foram as mesmas dos
primeiros ensaios, ou seja, da primeira batelada de testes. A andlise visual das peles, realizada
ao final da depilagéo, encontra-se na Figura 16.

Pela avaliagdo visual das peles, verifica-se a remog&o parcial dos pelos em todos 0s
testes, sendo que no teste 3, concentragdo de enzima maior e concentragdo de perdxido mais
baixa, 300 U g™ de pele e 4%, respectivamente, a remocdo foi mais pronunciada. Porém,
verificou-se que, também nestes ensaios, 0s pelos poderiam ser fisicamente removidos. Assim
sendo, fez-se a remocdo dos pelos mecanicamente, através de raspagem. A Figura 17 mostra

como ficaram as peles ap06s a remogao mecénica dos pelos.
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Figura 16: Analise visual das peles ao final dos testes, com uso de enzimas produzidas pela
linhagem BLBc 17. (a) Teste 1: concentracdo de enzima 100 U g™ de pele, e 4% de H,0,; (b)
Teste 2: concentragdo de enzima 100 U g™ de pele, e 8% de H,0,; (c) Teste 3: concentracdo
de enzima 300 U g™* de pele, e 4% de H,0,; (d) Teste 4: concentragéo de enzima 300 U g™ de

pele, e 8% de H,0,.
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N - o
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Figura 17: Analise visual das peles ap6s remogdo mecanica dos pelos. (a) Teste 1:
concentragdo de enzima 100 U g™ de pele, e 4% de H,0,; (b) Teste 2: concentracio de
enzima 100 U g™ de pele, e 8% de H,0,; (c) Teste 3: concentragio de enzima 300 U g™ de
pele, e 4% de H,0,; (d) Teste 4: concentracéo de enzima 300 U g™ de pele, e 8% de H,0..

Pela avaliacdo visual das peles ap6s remocdo mecénica dos pelos, verifica-se que, 0s
pelos foram facilmente removidos em todos os testes. Porém, nos testes 1 e 2, concentragdo
baixa de enzima, observou-se a permanéncia de alguns pequenos pelos, que apresentaram
dificuldade de remogdo. Esses sdo, provavelmente, pelos “jovens”, que de acordo com Sousa
(2006), apresentam juncdo mais forte com a derme, tornando assim mais dificil sua remogéo
por completo.

A Figura 18 mostra a ampliacdo das peles, apds remocéo fisica dos pelos. Verifica-se
que os pelos nestes ensaios também foram removidos inteiramente, ndo deixando residuos nos
poros. A Figura 19 mostra os pelos removidos. Verifica-se que 0s pelos nestes ensaios

também foram removidos inteiramente, ou seja, ndo foram rompidos por ataque quimico.
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Figura 18: Ampllagao das peles apds remocao mecénica dos pelos (12 vezes). (a) Teste 1:
concentracdo de enzima 100 U g™ de pele, e 4% de H,O,; (b) Teste 2: concentracéo de
enzima 100 U g™ de pele, e 8% de H,0,; (c) Teste 3: concentracéo de enzima 300 U g™ de
pele, e 4% de H,0,; (d) Teste 4: concentracdo de enzima 300 U g de pele, e 8% de H,0,.
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Figura 19: Pelos removidos inteiramente pelo processo de depilacdo enzimatica-oxidativa.

Etapa enzimatica: enzimas produzidas pela linhagem BLBc 17.

Com base nos resultados apresentados até este momento, verifica-se que, quanto a
remocdo dos pelos, a depilagdo foi parcial, tanto com o uso das enzimas produzidas pela
BLBc 11 quanto com o uso das enzimas produzidas pela BLBc 17, na etapa enzimatica.
Porém, em ambos 0s processos 0s pelos apresentaram um grau de afrouxamento propicio para
a remocdo fisica dos mesmos, 0 que se presume ird acontecer ao se trabalhar com maior
quantidade de peles em escala maior.

Apos a remocdo fisica dos pelos, que foi realizada por raspagem, verificou-se que
onde foram utilizadas as enzimas produzidas pela BLBc 17, a remocao de pelos e epiderme
foi mais eficiente, mesmo que alguns pelos curtos (jovens) ainda estivessem presentes. Nao
verificou-se ataque a camada flor em nenhum dos experimentos enzimaticos-oxidativos.

Aparentemente, verifica-se a presenca de pelos nas bordas das peles. Na verdade, estes
pelos ficaram aderidos ao carnal das peles, o que ndo € problema, pois na etapa de divisdo,
esta camada, juntamente com os pelos aderidos, sera removida.

Com relacdo a concentracdo de enzima, verificou-se que uma maior concentracao
favorece a depilacdo. Porém, com relacdo a concentracdo de per6xido de hidrogénio, o
mesmo efeito ndo foi evidenciado na analise visual, visto que a concentracdo deste reagente

ndo interferiu no processo. O uso de perdxido, neste caso, apenas acelerou o processo.
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Comparando-se ao processo puramente enzimatico, a adicdo do peréxido de hidrogénio a
mesma concentracio de enzimas (300 U g* de pele), forneceu resultados semelhantes, porém
com reducao do tempo de processo de 6 para 4 horas.

Em comparagdo com outros trabalhos da literatura, 0 processo enzimatico-oxidativo
proposto apresenta algumas vantagens em relacdo aos processos de depilacdo enzimaticos e
oxidativos. Dettmer et al. (2012c) aplicaram enzimas produzidas pela linhagem de Bacillus
subitlis BLBc 11 em peles bovinas em um processo de depilacdo de 6 horas, Sivasubramanian
et al. (2008a) utilizaram enzimas produzidas por linhagens de Bacillus subtilis na depilacédo
de peles de cabra, também em um processo de 6 horas. Souza e Gutterres utilizaram enzimas
comerciais em um processo coenzimatico de depilacdo de peles zebuinas, onde o tempo de
processo foi de 16,4 horas. Marsal et al. (2002) estudaram a depilacdo oxidativa com perdxido
de hidrogénio em um processo de 20 horas e Marsal et al. (1999) estudaram o uso de perdéxido
de hidrogénio e aminas em um processo de 14 horas, por exemplo. Enquanto que a depilacédo
enzimatica-oxidativa proposta foi realizada em torno de 4 horas.

Com relacdo a recuperacdo dos pelos, os resultados deste trabalho foram semelhantes
aos resultados de trabalhos como os de Sivasubramanian et al. (2008a), Souza e Gutterres
(2012) e Dettmer et al. (2012c), por exemplo, onde os pelos sdo removidos pela raiz, sem
degradacdo, o que € de grande importancia, pois estes podem ser utilizados para outros fins,
além disso, a recuperacdo destes permite a obtencdo de efluentes com menor carga organica.

4.1.4 Depilacdo com cal e sulfeto de sodio

Para fins comparativos foi realizada a depilacdo com cal e sulfeto de sédio, que é
comumente feita em curtumes. Neste ensaio foi utilizada a formulacdo descrita na Tabela 6,
do capitulo 3.

Assim, como nos ensaios enzimaticos-oxidativos, as peles, primeiramente, foram

avaliadas visualmente. Os resultados estdo ilustrados nas imagens da Figura 20.
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(b) (c)

Figura 20: Analise visual das peles depiladas pelo sistema cal/sulfeto de sodio. (a) Peles ao

final do processo; (b) e (c) Peles visualizadas com ampliagéo de 12 vezes.

A depilacdo com o uso de cal e sulfeto de sddio promove a remocéo total do pelos,
porém via degradacdo destes. Verifica-se, no entanto, que ha regides na pele em que a raiz do
pelo ndo foi removida, permanecendo a mesma no interior do poro, como visualizado na
imagem (c) da Figura 20.

Os poros ficaram mais abertos neste processo de depilagdo, quando comparado ao
processo de depilacdo com enzimas e peroxido de hidrogénio. Porém, as peles depiladas com
cal e sulfeto de s6dio mostraram-se mais rigidas e inchadas do que as peles depiladas pelo
método enzimatico-oxidativo.

Uma das vantagens da depilacéo alternativa proposta neste trabalho, em relagdo o uso
de cal-sulfeto, € a eliminacdo total de sulfeto de sodio neste processo, 0 que em termos
ambientais e de seguranca aos trabalhadores da industria coureira, é bastante benéfica. Além
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de haver a reducdo do tempo de processo, visto que a depilacdo enzimética-oxidativa é
realizada em torno de 4 horas, ao passo que a depilacdo efetuada pelo sistema cal/sufeto de
sodio dura de 15 a 18 horas. Outra grande vantagem da depilagcdo enzimatica-oxidativa frente
ao processo convencional é a ndo destruicdo do pelo, que pode ser recuperado e utilizado para
outros fins, como por exemplo, extracdo de queratina (WINTER et al., 2011), que pode ser
extraida pelo mesmos métodos utilizados para extrair queratina da 1& (TANABE et al., 2002)
No processo com o uso de cal e sulfeto de sddio faz-se necesséria a realizacdo da etapa
de desencalagem, que objetiva a remocdo de cal. Como no processo enzimatico-oxidativo de
depilacdo ndo se utiliza este reagente, esta etapa, a principio, torna-se dispensavel. Porém,
como a alcalinidade dos banhos enzimaticos-oxidativos ainda é elevada, o estudo de uma
etapa que promova a eliminacdo da alcalinidade presente nas peles, pode ser objeto para

trabalhos posteriores.

4.1.5 Depilacao enzimatica

Um segundo teste comparativo foi realizado, fazendo uso somente do extrato
enziméatico produzido pelas linhagens de Bacillus subtilis BLBc 11 e BLBc 17, na
concentracdo de 300 U g* de pele, por um periodo de 6 horas. Este tempo de processo foi
baseado em trabalhos anteriores de Dettmer (2012) e Dettmer et al. (2012a, 2012b e 2012c¢),
onde os autores aplicaram as enzimas produzidas pelas linhagens BLBc 11 e BLBc 17 na
depilacdo de peles, obtendo resultados satisfatérios em um processo de 6 horas.

A Figura 21 mostra as peles ao final do processo com a enzima produzida pela
linhagem BLBc 11. A imagem (a) mostra a pele ap6s as 6 horas de depilagdo enzimatica.
Verifica-se que houve remocdo parcial do pelos, porém estes apresentaram-se bastante
afrouxados, com isso foi possivel a remocao fisica do mesmos através de um processo de
raspagem. A imagem (b) apresenta as peles apds raspagem. As imagens (c) e (d) mostram

peles com um aumento de 12 vezes, onde se pode verificar a abertura e limpeza dos poros.
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(c) (d)

Figura 21: Depilacao enzimatica com enzimas produzidas pelo cultivo de BLBc 11. (a)

Anadlise visual ap6s a depilacdo; (b) Analise visual ap6s remocéo fisica dos pelos; (c) e (d)
Peles depiladas com ampliacéo de 12 vezes.

O mesmo processo de depilacdo foi, também, realizado com o0 uso de enzimas
produzidas pela linhagem BLBc 17. A Figura 22 apresenta os resultados da analise visual.
Verifica-se que neste ensaio também houve remocdo parcial dos pelos, porém devido ao
afrouxamento destes, também foi possivel a remo¢do mecéanica dos mesmos. A imagem (b)
mostra as peles ap6s remocdo mecénica dos pelos. As imagens (c) e (d) apresentam as peles
com um aumento de 12 vezes, onde se pode verificar a eficiéncia de remogéo dos pelos e a
limpeza dos poros.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 22: Analise visual da depilacdo enzimatica com enzimas produzidas por BLBc 17. (a)
Anaélise visual ao final da depilacdo; (b) Analise visual apds remocéo fisica dos pelos; (c) e

(d) Avaliagdo com ampliagdo de 12 vezes.

A depila¢do somente enzimética com uso de enzimas produzidas pela linhagem BLBc
17 apresentou, visualmente, resultados melhores do que a depilacdo realizada com enzimas
produzidas pela BLBc 11. As peles depiladas com enzimas produzidas pela linhagem BLBc
17 apresentaram aspecto semelhantes as peles depiladas com o uso de enzimas e perdéxido de
hidrogénio. Assim como nas depilacBes enzimaticas-oxidativas, ndo se verificou ataque a
camada flor em nenhum dos experimentos de depilacdo enzimatica.

Nas depilacbes enziméticas, com ambos o0s extratos enziméticos, o pelo ndo foi
destruido, sendo neste aspecto, semelhante as respectivas depilagdes enzimaticas-oxidativas,

porém o tempo de processo ainda foi superior a estes. Enquanto o processo enzimatico dura
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em torno de 6 horas, 0 método de depilacdo alternativo com uso de enzimas e peroxido de
hidrogénio, é realizado em torno de 4 horas.

4.2 Resultados analiticos

Ao final dos ensaios de depilacdo os banhos foram coletados e realizaram-se analises
de pH, solidos dissolvidos totais (SDT), fixos (SDF) e volateis (SDV), teor de nitrogénio total
Kjeldahl (NTK), proteoglicanos e glicosaminoglicanos (proteinas interfibrilares), e
determinacdo de hidroxiprolina. As andlises de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e
hidroxiprolina foram realizadas em triplicata, e as analises de sélidos e nitrogénio total, em
duplicata. Os resultados, em forma de tabela, encontram-se no Apéndice 1. A seguir, estes
resultados serdo apresentados na forma de graficos, para melhor avaliacdo comparativa entre
0s métodos de depilacao.

A Figura 23 é referente as analises de pH dos banhos residuais. O grafico mostra que o
valor de pH do banho residual da depilacdo realizada com uso de cal e sulfeto de sédio foi
maior que os demais, atingindo um valor de 14,0. Os banhos dos ensaios enzimaticos-
oxidativos apresentaram valores um pouco menores, em torno de 12,0. J& 0S processos
puramente enzimaticos geraram banhos com valores de pH mais baixos, proximos a 8,0. Em
relacdo a literatura, verifica-se que o processo enzimatico-oxidativo apresentou pouca reducao
de pH quando comparado aos processos oxidativos, geralmente realizados em meios
altamente alcalinos, onde o valores de pH se encontram em torno de 13,0 (SHI et al., 2003,
GEHRING et al., 2003 e 2006 ) e 14,0 (MARMER et al., 2003). Esta reducao de pH verifica-
se, também, quando o processo enzimatico-oxidativo é comparado ao processo com cal e
sulfeto de sodio.

Com relagdo ao pH dos banhos, pode-se dizer que a depilacdo puramente enzimatica
seria melhor op¢do. Porém, apesar do pH também alcalino dos banhos da depilacdo
enzimatica-oxidativa, estes banhos, ao contrério do banho do sistema cal/sulfeto, ndo contém

sulfetos nem cal, o que, em termos ambientais € bastante vantajoso.
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Figura 23: Grafico comparativo da andlise de pH nos banhos residuais dos ensaios de

depilacéo.

A Figura 24 apresenta os resultados comparativos das analises de SDT, SDF e SDV.
Verifica-se que para os ensaios de depilacdo enzimatica-oxidativa, as maiores concentracdes
de solidos totais nos banhos foram verificadas com uso de maior concentracdo de enzima na
etapa enzimatica, para ambas as enzimas. A concentracdo de sélidos totais nos banhos da
depilacdo com cal e sulfeto de sodio apresentou valores um pouco inferiores. As menores
concentragdes de solidos foram verificadas nos banhos das depilagdes enzimaticas-oxidativas
realizados com menor concentracdo de enzima, principalmente com o uso da enzima
produzida pela linhagem BLBc 11. Este mesmo comportamento é observado, também, para as
analises de solidos fixos e volateis. Este resultado é contraditério aos resultados obtidos por
Sivasubramanian et al. (2008a), Senthilvelan et al. (2012) e Sundar et al. (2006), que
obtiveram menores concentracdes de SDT em seus experimentos, em comparagdo ao processo
convencional.

Os solidos fixos representam o material inorganico presente nos banhos. A
concentracdo de solidos volateis nos banhos esta relacionada com a presenca de matéria
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organica, como por exemplo, as gorduras e as proteinas. Percebe-se pela avaliacdo destes
resultados que na remocdo, tanto de matéria orgénica quanto de material inorgénico, a
concentracdo de enzima € a principal influéncia. Com isso, pode-se dizer que a maior
concentracdo de solidos nos banhos da depilacdo enzimatica-oxidativa, com maior
concentracdo de enzimas, pode estar relacionada ao extrato enzimatico, visto que o extrato
enziméatico, mesmo depois de centrifugado, pode ainda conter pequenas quantidades de
solidos provenientes dos componentes do meio de cultivo, o que pode ter interferido no teste,

principalmente, nos testes realizados com maior concentracdo de enzima.
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Figura 24: Resultados comparativos das analises de SDT, SDF e SDV nos banhos residuais

dos ensaios de depilagéo.

Com relacdo as proteinas interfibrilares (proteoglicanos e glicosaminoglicanos),
observa-se que a depilagdo com o uso de cal e sulfeto de sédio apresentou concentracGes
praticamente nulas destas proteinas neste banho, provavelmente devido a falta de acdo
mecénica. O sulfeto de sodio ndo possui a funcdo de ataque a estas proteinas, sendo a acéo
mecanica, promovida pela acdo do fuldo e pelo impacto entre as peles durante o processo, e 0
inchamento, proporcionado pela cal, os fatores responsaveis pela eliminagdo destas proteinas
da pele. Como os ensaios foram realizados em fulGes de bancada, e com apenas trés pedacos

de pele, esta acdo mecanica foi reduzida, quando comparada ao processo em escala industrial.
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A maior remocéo de proteinas interfibrilares foi verificada nos ensaios enzimaticos-
oxidativos, onde a etapa enzimatica foi efetuada com maior concentragcdo de enzimas. A
remocao destas proteinas nos ensaios onde foram utilizados extratos enzimaticos (depilacéo
enzimatica-oxidativa e puramente enzimatica) € promovida ndo somente por acdo mecanica,
mas também pela acdo das enzimas. De acordo com Jian et al. (2011), sacarideos
(glicosaminoglicanos) sdo degradados e liberados no banho, provavelmente, devido ao ataque
ao centro protéico nos proteoglicanos pelas proteases. Apos a degradacdo deste centro
protéico, a integridade dos proteoglicanos € interrompida, e 0s sacarideos
(glicosaminoglicanos) nos proteoglicanos também séo degradados e liberados no banho.

A Figura 25 apresenta o0s resultados comparativos das andlises de

glicosaminoglicanos e proteoglicanos.
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Figura 25: Resultados comparativos das analises de glicosaminoglicanos e proteoglicanos nos

banhos residuais dos ensaios de depilacao.

Com relacdo aos glicosaminoglicanos, o tipo de enzima e a concentracdo de peroxido
ndo apresentaram influéncia significativa na remocdo destes. Os ensaios de depilacdo
puramente enzimética apresentaram nivel de remocdo de glicosaminoglicanos semelhante aos

ensaios enzimatico-oxidativos com menor concentracdo de enzimas na etapa enzimatica.
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Os ensaios enzimaticos-oxidativos apresentaram maior remogao de proteoglicanos nos
testes onde foram utilizadas enzimas produzidas pela linhagem BLBc 17, sendo que para
ambos 0s testes enzimaticos-oxidativos uma maior concentracdo de enzima favoreceu a
remocdao destas proteinas.

Percebe-se que na depilacdo somente enzimética, 0 uso do extrato enzimatico
produzido pela linhagem BLBc 11 apresentou maior remocdo de proteoglicanos, porém
quando associadas ao perdxido de hidrogénio, nos ensaios de depilagdo enzimatica-oxidativa,
0 uso da enzima produzida pela BLBc 17, promoveu maior remocao desta proteina.

Com o uso do extrato enzimatico produzido pela BLBc 11 na etapa enzimatica do
processo enzimatico-oxidativo, verifica-se maior remo¢do de proteoglicanos nos testes
realizados com maior concentracdo de enzima, sendo que no teste realizado na maior
concentracdo de enzima e maior concentracdo de peroxido a remocdao foi a maior. Ja no caso
do uso das enzimas produzidas pela BLBc 17 na etapa enzimaética, a menor remocdo foi
verificada com uso da menor concentracdo de enzima e perdxido, as maiores remog6es foram
verificadas nos ensaios com maior concentragdo de enzima, independente da concentracdo de
perdxido.

Tanto o uso de enzimas puras, quanto o uso associado de enzimas e peroxido de
hidrogénio favorecem a remocao das proteinas interfibrilares.

Com relacéo a hidroxiprolina (Figura 26), na depilacdo com cal e sulfeto de sédio néo
foi detectada a presenca deste aminoacido no banho, constatando que ndo houve ataque a
estrutura do colagénio. Porém, nos demais ensaios, enzimaticos-oxidativos e puramente
enzimaticos, verificou-se a presenca de hidroxiprolina nos banhos, o que ja era esperado, pois,
de acordo com Dettmer et al. (2012a e 2012b), estas enzimas apresentam atividade sobre o
azocoll, indicando a capacidade destas de atacarem o colagénio. As maiores concentracfes
foram detectadas nos banhos das depilacBes enzimaticas-oxidativas onde a etapa enzimatica

foi realizada com maior concentragéo de enzima.
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Figura 26: Resultados comparativos das andlises de hidroxiprolina nos banhos residuais dos

ensaios de depilagao.

Nas depilagdes puramente enzimaticas, a concentracdo de hidroxiprolina no banho da
depilacdo realizada com a enzima produzida pela BLBc 11 foi semelhante as concentraces
presentes nos banhos enzimatico-oxidativos com menor concentracdo de enzima. Com relacéo
a depilacdo enzimdtica com a enzima produzida pela BLBc 17, a concentracdo de
hidroxiprolina apresentou um resultado intermedidrio entre 0Ss processos enzimaticos-
oxidativos com maior e menor concentracdo de enzima. Comparando apenas as depilaces
enzimaticas, verifica-se que a maior concentracdo de hidroxiprolina foi verificada no teste
realizado com o uso das enzimas produzidas pela linhagem BLBc 17. De acordo com 0s
resultados obtidos por Dettmer et al. (2012b), as enzimas produzidas pela BLBc 17
apresentam maior atividade sobre o azocoll (135,70 U mL™), quando comparadas as enzimas
produzidas pela linhagem BLBc 11 (61,33 U mL™), o que indica maior ataque ao colagénio, e
consequentemente, maior remocéo de hidroxiprolina.

Porém, a concentracdo desta substancia nos banhos foi muito baixa, podendo-se,
entdo, considerar que houve um leve ataque a estrutura do colagénio. Observa-se que estes

resultados apresentam a concentracdo em pg g de pele, ou seja, uma ordem de grandeza
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menor do que os resultados das demais analises, o que ratifica a consideragdo de um leve
ataque a estrutura do colagénio.

Com relacdo ao nitrogénio (Figura 27), percebe-se que a maior concentracdo foi
observada no banho da depilacdo com cal e sulfeto de sddio. O teste 4 (maiores concentracdes
de enzimas e perdxido de hidrogénio) do processo enzimatico-oxidativo, com uso de enzimas
produzidas pela linhagem BLBc 17 na etapa enzimatica, e os banhos das depilacOes
puramente enzimaticas, apresentaram concentra¢do de nitrogénio um pouco menor do que o
banho do método convencional. Os demais 0s ensaios de depilacdo enzimatica-oxidativa
apresentaram remoc¢do menor de nitrogénio quando comparados ao sistema cal-sulfeto e as
depilacBes puramente enzimaticas. Estes resultados se assemelham aos dados da literatura,
onde autores que estudaram processos oxidativos (MORERA et al., 2006) e enzimaticos
(VALEIKA et al., 2009), obtiveram reducdo da concentracdo de nitrogénio total nos banhos,

quando comparados ao processo convencional de depilacéo.
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Figura 27: Resultados comparativos das analises de nitrogénio total (NTK) nos banhos

residuais dos ensaios de depilacéo.
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A maior concentracdo de nitrogénio presente no banho da depilagdo com cal e sulfeto
de sodio deve-se, principalmente, ao fato de que os pelos, neste processo, sdo degradados,
aumentando assim a carga organica do banho. Baur (2012) analisou a quantidade de
nitrogénio presente nos pelos, obtendo um valor de 5,37% (base seca). Isto indica que a
degradacdo dos pelos, ou seja, da queratina presente nos pelos, favorece o aumento da
concentracdo de nitrogénio nos banhos residuais. Ao passo que a presenca de nitrogénio nos
banhos dos demais testes esta relacionada, principalmente, & remocdo das proteinas
interfibrilares, além de outras proteinas e gorduras, que sdo atacadas pelas enzimas
proteoliticas usadas nos ensaios. Nos ensaios realizados com enzimas, o teor de nitrogénio nos
banhos, também pode estar relacionado a presenca de material organico no extrato enzimatico
utilizado, pois o extrato enziméatico, mesmo depois de centrifugado, pode conter tracos dos
reagentes utilizados na composicdo do meio de cultivo. No entanto, mesmo assim, a presenca
de nitrogénio nos ensaios enzimaticos e enzimaticos-oxidativos foi menor do que no ensaio
realizado com cal e sulfeto de sédio, mostrando que estes métodos de depilagdo sdo capazes
de promover a reducdo de nitrogénio nos efluentes.

Verificou-se que a concentracdo de perdxido de hidrogénio ndo apresentou influéncia
significativa em nenhuma das analises realizadas. Porém, a sua presenga no pProcesso
enzimatico-oxidativo favoreceu a reducdo do tempo de processo, tanto em comparacdo ao
método convencional, quanto em comparacgdo ao método de depilagdo puramente enzimatico.

Com relacdo a qualidade do couro, neste trabalho ndo foram realizados testes
mecanicos (resisténcia, tensdo de ruptura, etc.), porém acredita-se que nao haja diferencas
significativas na qualidade do couro produzido tanto pelo processo com cal e sulfeto de sddio
quanto pelos processos enzimaticos e enzimaticos-oxidativos, visto que varios autores
realizaram estes testes e ndo verificaram alteracdes expressivas nos resultados dos testes de
resisténcia. Dettmer et al. (2012c) realizaram um comparativo entre o processo de depilacéo
enzimatica, usando a bactéria BLBc 11, frente ao convencional, utilizando sulfetos, onde
foram avaliadas a resisténcia mecanica e a estabilidade hidrotérmica das peles obtidas pelos
dois processos. Os autores ndo observaram diferengas significativas com relacdo ao teor de
cromo e a temperatura de retracdo. Também ndo foram observadas perdas na resisténcia do

couro obtido pela depilacdo enzimatica.
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4.3 Limitac0es do trabalho
A investigacdo cientifica realizada nesta dissertacdo de mestrado apresenta algumas
limitacGes, as quais podem ter influenciado alguns resultados. S&o elas:

e Pele utilizada: Nos testes realizados foram utilizadas amostras retiradas de uma
sO0 pele, ndo sendo portando verificada a variabilidade de peles diferentes.
Estas amostras foram retiradas da zona chamada grupdo, regido central da pele
com caracteristicas mais uniformes, proveniente de um Unico animal.
Entretanto, sabe-se que, por se tratar de um material natural, mesmo na regido
do grupdo ha variacbes de composi¢do, ndo sendo possivel eliminar esta
variabilidade.

e Escala de trabalho: Os testes foram realizados em uma bateria de fuldes em
escala de bancada, ndo sendo realizados testes em escala piloto ou industrial.

e Resultados analiticos: Nas andlises de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e
proteoglicanos, sdo utilizadas quantidades de amostra na ordem de pL, ou seja,
pequena quantidade de amostra analisada, e a limitacdo das técnicas de andlise,
visto que a analise da pele foi realizada em baixo aumento (sem MEV).

e Enzimas e agente oxidante: os testes foram realizados com enzimas produzidas
pelo cultivo de apenas duas linhagens de Bacillus subtilis, BLBc 11 e BLBc
17, ja isoladas e selecionadas em trabalhos anteriores (Dettmer, 2012), e
utilizou-se apenas um tipo de agente oxidante, o peroxido de hidrogénio,

utilizado por ser um dos mais versateis e mais estudados.



Capitulo 5

Conclusoes

A seguir serdo apresentadas as conclusoes deste trabalho e as sugestdes para trabalhos

futuros.

5.1 Conclusodes

Apds a avaliacdo dos resultados apresentados e discutidos no capitulo anterior,

chegaram-se as seguintes conclusoes:

O processo de depilacdo enzimatica-oxidativa proposto neste trabalho mostrou-se
uma alternativa viavel ao processo de depilacdo com uso de cal e sulfeto de sédio,
comumente utilizado nos curtumes.

O uso associado de enzimas e peroxido de hidrogénio, embora ndo tenha removido
totalmente os pelos, promoveu o afrouxamento destes, facilitando, assim, sua
remocao mecanica. Sendo que os pelos removidos, tanto durante o processo de
depilacdo quanto fisicamente, estavam inteiros, ou seja, ndo foram degradados. Os
pelos assim recuperados podem ser utilizados para outros fins (extracdo de
queratina, fertilizante do solo, producdo de feltros, etc.). Além disso, a ndo
degradacdo dos pelos gera efluentes com menos carga organica, ou seja, mais
facilmente tratados.

Outra vantagem do processo enzimatico-oxidativo, é a depilagdo mais rapida. A
depilacdo puramente enzimatica também reduz o tempo de processo, porém
quando se associa o perdxido de hidrogénio as enzimas, este produto oxidante atua

mais rapidamente, acarretando, portanto, a reducdo do tempo de processo. A
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reducdo no tempo de processo € uma vantagem econémica, Visto que enquanto a
depilacdo convencional dura de 15 a 18 horas, 0 processo proposto neste trabalho
durou apenas 4 horas.

Os efluentes gerados, tanto pelo processo puramente enzimatico quanto pelo
processo enzimatico-oxidativo proposto neste trabalho produzem efluentes menos
agressivos. As enzimas utilizadas sdo biodegradaveis e o peroxido de hidrogénio
durante os processos degrada-se, transformando-se em agua. O sulfeto de sodio,
por sua vez, pode acarretar sérios acidentes, pois em contato com solucBes ou
reagentes acidos ha formacéao de géas sulfidrico (H,S), que pode causar intoxicacdo
e até a morte.

Dentre as enzimas testadas em associacdo com o peroxido de hidrogénio, as
proteases produzidas pela linhagem BLBc 17 apresentaram 0s melhores
resultados, tanto na analise visual, quanto na remocdo de proteinas interfibrilares.
Lembrando que a remocdo destas proteinas € importante para a abertura das fibras,
garante-se assim a penetracdo eficiente dos produtos quimicos aplicados nas etapas
posteriores a depilagao.

O uso de enzimas produzidas pela linhagem BLBc 11 também apresentou bons
resultados quando associadas ao peréxido de hidrogénio.

O uso de uma maior concentracdo de enzimas favorece o processo de depilacéo.
Porém, o mesmo ndo ocorreu com o perdxido de hidrogénio, que proporcionou o
mesmo efeito nas duas concentracdes testadas.

O uso de peroxido de hidrogénio favoreceu o processo de depilacdo, acelerando o
processo, reduzindo assim o tempo do procedimento.

O processo enzimatico-oxidativo, assim como 0 processo puramente enzimatico de
depilacdo, requer um controle cuidadoso, pois uma concentracdo muito alta de
enzima ou peroxido, bem como um elevado tempo de processo, pode acarretar em
danos a camada flor, que deve permanecer intacta ao final do processo, alem de
poder promover um ataque forte ao colagénio, o que deve ser evitado.

Mesmo que nos testes de depilacdo enzimaticos-oxidativos tenha sido verificada a
presenca de hidroxiprolina nos banhos, os valores desses resultados sao muito
baixos, visto que sua concentracdo é medida em pg g™ de pele, enquanto os outros

resultados (proteoglicanos, glicosaminoglicanos, SDT, SDF, SDV e nitrogénio
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total), estdo em mg g de pele. Assim, pode-se considerar que o ataque & estrutura
do colagénio foi relativamente leve.

e A elevada concentracdo de nitrogénio no banho da depilacdo com cal e sulfeto de
sodio, deve-se ao fato de que neste tipo de processo a queratina do pelo é
diretamente atacada pelo sulfeto de sodio, acarretando na sua degradacao,
ocasionando, assim, um aumento no teor de nitrogénio presente no banho residual.

e Com relacdo aos equipamentos, tinha-se a preocupacdo de que 0 uso de peroxido
de hidrogénio pudesse danificar os fuldes, porém ndo se verificou danos ao

material destes.

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Fazer testes em outras faixas de concentracdo de enzimas e peroxido de hidrogénio,
visto que neste trabalho foram utilizadas apenas duas concentracfes diferentes de
enzimas e peréxido de hidrogénio.

Testar tempos de processo diferentes.

Pode-se fazer a etapa enzimatica e recolher o banho para ser reutilizado, visto que nos
trabalhos de Dettmer (2012), ndo foi verificada a perda elevada da atividade
enzimatica destas enzimas ao final do processo de depilacdo. Fazendo, entdo, a etapa
oxidativa em um novo banho pode-se, também, fazer testes de reuso com este banho,
composto apenas de agua, hidroxido de sodio e perdxido de hidrogénio.

Testar outros produtos oxidantes, como o dioxido de cloro, peréxido de célcio, etc, em
associacdo com as enzimas.

Verificar se ha necessidade de desencalagem, ou melhor, de algum método de
remocao da alcalinidade, proporcionada a pele pelo uso de hidroxido de sodio, e em
que grau.

Testar outras etapas de processo até o curtimento e conferir a qualidade do couro
obtido. Salientando-se que a qualidade do couro obtido a partir da depilacéo
puramente enzimatica, com uso das mesmas enzimas utilizadas neste trabalho, ja foi
verificada, e 0s couros apresentaram caracteristicas semelhantes ao couro produzido a
partir da depilacdo convencional com cal e sulfeto de sddio.

Avaliar o efluente, também, através de analises de DBO e DQO. Sendo que estas

analises ja foram realizadas nos banhos obtidos em trabalhos anteriores, onde as
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mesmas enzimas testadas neste trabalho foram utilizadas em um processo de depilagao
puramente enzimatico, verificando-se a reducdo destes dois pardmetros nos banhos
residuais, em comparacao ao processo convencional com cal e sulfeto de sédio.
Realizar analises em MEV.

Estudar métodos de avaliagdo da remocéo de pelos e da area depilada.

Estudar algum método para verificar a area ou diametro do poro.
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Tabela A.1: Resultados das analises de sélidos dissolvidos totais , fixos e volateis, nitrogénio total Kjeldahl, glicosaminoglicanos,

proteoglicanos, hidroxiprolina e pH nos banhos residuais.

SDT SDF SDV Nitrogénio (NTK) Glicosaminoglicanos Proteoglicanos | Hidroxiprolina pH
mg g~ de pele | mg g™ de pele | mg g* de pele mg g de pele mg g~ de pele mg g de pele ug g™ de pele
BLBc 11 + H,0,
100U g'l + 4% 56,12 + 0,55 40,71 £ 0,87 15,41 +£ 0,43 1,86+ 0,18 0,40 £ 0,03 2,48 + 0,65 6,88+ 1,72 12,4 + 0,06
100 U g'l + 8% 54,98 + 3,17 38,00 + 3,34 16,98 + 0,60 2,10+0,18 0,42 +£0,03 2,79+111 7,21 +£0,55 12,9+ 0,04
300U g'1 + 4% 83,04 +1,94 55,53+ 1,05 27,52 +0,90 245+1,21 0,72 + 0,06 3,46 +0,73 15,91 + 2,73 11,9+0,10
300U g'l + 8% 78,12 +£1,98 51,77+ 1,73 26,36 + 1,06 2,13+1,27 0,70 + 0,06 411+0,74 14,17 + 3,06 11,7+0,14
BLBc 17 + H,0,
100U g'1 + 4% 56,98 + 3,43 40,01 £ 2,27 16,97 £+ 1,17 1,56 + 0,60 0,44 + 0,02 3,65+0,96 8,02+1,94 12,3+ 0,51
100U g'l + 8% 64,38 £ 12,28 | 46,30 = 9,00 18,08 + 3,28 1,70 +£ 0,98 0,47 £ 0,06 4,45+ 0,79 8,23 +1,37 12,1 +0,88
300U g'1 + 4% 75,67 + 1,94 55,48 + 0,84 26,94 + 1,22 2,08+1,24 0,69 + 0,02 4,95+ 0,59 16,45 + 1,37 11,7+ 0,39
300U g'l + 8% 83,54 + 10,7 56,64 + 8,70 26,91 +211 3,78+ 0,44 0,66 + 0,04 4,87 +1,09 15,10+ 2,41 11,5+ 0,66
Cal-sulfeto de sédio 73,46 53,37 20,09 472 0,00 0,00 0,00 14,0
BLBc11-300U g'l 77,09 43,94 20,40 3,54 0,41 5,32 6,50 8,0
BLBc 17 -300 U g'l 59,98 41,30 18,68 3,10 0,47 4,05 11,09 7,9




