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RESUMO

A acédo antrépica sobre o ambiente contribui para o surgimento de inumeros
poluentes encontrados na forma de efluentes liquidos, emissdes atmosféricas ou
residuos solidos. O processamento de peles em curtumes gera a serragem de couro
ao cromo, um residuo solido considerado um grave problema ambiental quando nao
tratado adequadamente. O presente trabalho visa desenvolver uma metodologia de
digestao da serragem de couro ao cromo e extragdo do colageno para obtencao de
filmes e avaliar processos de biodegradagao sobre a serragem de couro ao cromo
digerida, bem como sobre os filmes obtidos com a utilizagdo de culturas de
Aspergillus sp. A serragem de couro ao cromo foi recolhida de curtumes da regido
de abrangéncia da Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC. Para a digestdo da
serragem de couro ao cromo foi utilizado acido oxalico e a purificagcdo do colageno
foi realizada com método de precipitacdo com sulfato de aménio. O sobrenadante e
o colageno obtidos no processo de purificagdo foram avaliados quanto ao conteudo
de cromo e o teor de proteinas. A melhor formulacdo de filme foi obtida com a
adicao de 10 % de glicerol e 2 % de formaldeido a solugao de serragem de couro ao
cromo digerida. Amostras deste filme foram avaliadas quanto as propriedades
mecanicas de tragdo e de resisténcia ao impacto, e do teor de absorgdo de agua,
posteriormente submetidos a ensaios de biodegradacdo. O filme avaliado
apresentou resisténcia a tracado de 13,2 N, deformacéo especifica de 26,9% e teor
de absorgédo de agua em torno de 47 %. Nos ensaios de biodegradacgao, placas de
Petri contendo serragem de couro ao cromo digerida e filmes de serragem de couro
ao cromo digerida foram inoculadas com fungos Aspergillus sp. e incubadas a 30°C
por 7 dias. Foi constatada a eficiéncia destes fungos na biodegradagao da serragem
de couro ao cromo digerida e dos filmes.

Palavras-chave: colageno, serragem de couro ao cromo, filme, biodegradagéo,

Aspergillus sp.



ABSTRACT

The anthropic action on the environment contributes for the sprouting of a great
number of pollutants found in the form of effluent liquids, atmospheric emissions or
solid residues. The processing of hide in tanneries generates the chrome shaving, a
solid residue considered a serious environmental trouble when not treated
adequately. The present work aims at to develop a methodology of digestion of the
chrome shaving and extration of the collagen for attainment of films and to evaluate
biodegradation processes on the chrome shaving digested, as well as on the films
gotten with the use of cultures of Aspergillus sp. The chrome shaving was collected
of tanneries of the region around the Santa Cruz do Sul University - UNISC. For the
digestion of the chrome shaving oxalic acid was used and the purification of the
collagen was carried through with precipitation method having used ammonium
sulphate. The supernadant and the collagen gotten from the purification process had
been evaluated as chromium quantity and the protein. The best formularization of
film was gotten with the addition of 10 % glycerol and 2 % formaldehyde in solution
of chromed shaving digested. Samples of this film had been submitted to the
evaluation of its mechanical properties of traction and resistance to the impact and as
water absorption and, later submitted to the biodegradation assays. The evaluated
film presented tensile strenght of 13,2 N, specific deformation of 26,9% and water
absorption around 47 %. In the biodegradation assays, Petri plates containing
chrome shaving digested and films of chrome shaving digested had been inoculated
with fungos Aspergillus sp. and incubated at 30°C for 7 days. The efficiency of these
fungos in the biodegradation of the films was evidenced.

Key Words: collagen, chrome shaving , film, biodegradation, Aspergillus sp.
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INTRODUGAO

O homem ha milénios interage com o ambiente retirando dele os elementos
essenciais para sua existéncia. Inicialmente essa interagao era exclusivamente para
sua sobrevivéncia, passando mais tarde a utilizacdo de matéria-prima disponivel na
natureza para confecgao de produtos para melhoria de sua qualidade de vida. Dessa
forma a natureza tem sido explorada em nome do bem estar do Homo sapiens.

O desenvolvimento agricola, populacional e industrial contribui para o
surgimento de problemas ambientais decorrentes da agdo antropica sobre o
ambiente natural, a partir da retirada de recursos naturais para obtencdo de matéria-
prima e do acumulo de subprodutos das atividades humanas consideradas
poluentes.

Durante muitos séculos, as tecnologias foram desenvolvidas sem que se
expressasse uma preocupagao com 0s recursos naturais. Entretanto, com o
aumento da producgao industrial surgiram problemas ambientais quanto a quantidade
de residuos solidos, de efluentes liquidos e de emissdes gasosas que eram gerados
nesses processos.

A industria do couro é considerada altamente poluidora, pois em seus
processos de transformar a pele em couro, utiliza grande quantidade de agua e

substancias quimicas sendo responsavel pela geragdo de grande quantidade de
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poluentes. Dentre os residuos solidos deste processo industrial destaca-se a
serragem de couro ao cromo, proveniente da etapa de rebaixamento do couro,
sendo considerada como um dos mais problematicos, devido ao grande volume de
residuo que é gerado nesta etapa e pela presenca do Cr trivalente (Cr?®) em altas
concentragdes é classificada como Residuo Classe | segundo a Norma NBR-10004.

O avango tecnoldgico tem possibilitado o crescimento de alternativas para
prevencdao e remediagdo de problemas ambientais que afetam a qualidade do
ambiente. Recentemente, processos de reciclagem e reutilizagcdo de materiais
considerados residuos de um processo passaram a ser usados como matéria-prima
em outros processos industriais, tendo assim ainda valor de mercado.

A reutilizacdo da serragem de couro ao cromo esta sendo amplamente
estudada. Resultados satisfatérios foram obtidos na fabricacdo de solas e palmilhas,
compensados de couro, paredes divisérias e incorporacdo m materiais ceramicos.
Estudos recentes demonstraram a viabilidade de extragdo da proteina fibrosa
colageno da serragem de couro ao cromo para aplicagao.

Nas ultimas décadas novas tecnologias estdo surgindo no desenvolvimento
de blendas com polimeros sintéticos e naturais e que apresentam boas propriedades
mecanicas. Dentre os polimeros naturais o colageno vem se destacando na
elaboracdo de biomateriais, principalmente na area médica. A utilizacdo de blendas
com incorporacdo de polimeros naturais vem contribuindo na aplicagdo de
tecnologias mais limpas e redugao da carga poluidora dos residuos solidos gerados
pelos curtumes

A utilizacdo da biodegradacdo € uma tecnologia que vem demonstrando
eficiéncia no tratamento de efluentes e de residuos sdlidos. Muitos estudos tém sido
desenvolvidos quanto a utilizagdo de microrganismos em processos de remediagéo
de ambientes poluidos por acdes antropicas bem como 0os mecanismos que estes
utilizam para degradar ou destruir materiais toxicos, antes que eles causem um
grande impacto ambiental. Os microrganismos sdo essenciais para 0 meio ambiente
e contribuem para a estabilidade de ecossistemas, sendo também responsaveis pela
ciclagem dos compostos quimicos da biosfera, incluindo a degradagao de poluentes
industriais. Varios estudos demonstram a utilizagcdo de fungos em processos de
biorremediacao, sendo Aspergillus sp. amplamente utilizado para este fim.

Considerando uma visao comprometida com as questdes ambientais e cientes

da necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias direcionadas com a
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resolucdo de problemas ambientais, o presente trabalho visa propor o
reaproveitamento e a biorremediagdo da serragem de couro ao cromo. Os objetivos
especificos incluem num primeiro momento desenvolver metodologia de digestdo da
serragem de couro ao cromo e extracdo do colageno do material digerido visando a
obtengdo de filmes e num segundo momento avaliar processos de biodegradagao
sobre a serragem de couro ao cromo digerida, bem como sobre os filmes obtidos

utilizando culturas de Aspergillus sp.



1. FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1 Processamento do couro

As industrias de processamento de couro sdo comumente conhecidas no Brasil
como curtumes. Os curtumes utilizam a pele, um subproduto da industria da carne, e
a transformam em couro através do processo de curtimento, com geragao de grande
quantidade de poluentes nas diversas etapas do processo (PALANISAMY et al,,
2004).

No estado do Rio Grande do Sul, segundo o Guia Brasileiro do Couro (2005),
ha aproximadamente 91 curtumes. Sdo em média 34 curtumes que realizam todas
as operagdes representando 37 % dos curtumes do Estado. Ainda existem 10 % que
efetuam apenas o curtimento; em torno de 45 % desses ja recebem o couro na
forma de wet-blue e apenas 7,7 % nao fazem as operagbes em meio aquoso, que
s&o os curtumes de acabamento.

O processo de transformar a pele crua ou salgada em couro é uma tecnologia
que requer diversas etapas de processamento, com adi¢cdes de produtos quimicos,
intercaladas por lavagens e processos mecanicos, com a utilizagdo de grande
quantidade de agua. Aproximadamente 35 a 40 litros de agua sao usados por um
quilo de pele processada (RAMASANI & PRASAD, 1991).

As operacbes que envolvem o processamento do couro podem ser
classificadas em trés etapas: o pré-curtimento ou ribeira que € uma fase de
preparacao da pele, tornando-a “limpa” para receber o curtente; o curtimento que
estabiliza permanentemente a matriz da pele e o pds-curtimento que envolve as
operacbes finais de acabamento. (RAMASANI & PRASAD, 1991; SIMEONOVA &
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DALEV, 1997; BAHILLO et al, 2004). O acabamento, por sua vez, envolve varias
etapas importantes que conferem ao couro caracteristicas finais de maciez, toque,
elasticidade, brilho, cor e certas propriedades fisico-mecéanicas. As etapas sao:
rebaixamento, lavagem, neutralizagdo, recurtimento, tingimento, engraxe, secagem,
condicionamento, amaciamento, secagem estirada, lixamento, desempoamento e
acabamento propriamente dito (HOINACKI, 1989)

1.1.1 Residuos gerados

O processo de curtimento do couro gera uma grande preocupagao ambiental,
sendo alvo de controle rigoroso por parte de 6érgaos ambientais e pela sociedade em
geral, devido a utilizagado de um grande volume de agua e de substancias quimicas e
da producado de uma grande quantidade de residuos sélidos.

Os residuos da industrializacdo do couro provém tanto pela retirada de
materiais organicos da matéria-prima como pela utilizagdo de produtos quimicos
altamente poluentes em varios pontos do processo (CASSANO et al.,, 2001;
PALANISAMY et al., 2004).

A FIGURA 1 apresenta as etapas do processo de curtimento do couro e
identifica os principais produtos utilizados durante os processos e 0s residuos

resultantes em cada etapa.



Produtos quimicos e Efluentes e Residuos
solugbes que entram no Pele crua e salgada Sélidos gerados no
processo de curtimento ¢ processo

Limpeza e classificagédo Aparas/sobras de pele

Agua e agentes

g g —p» Remolho ——P» Sais, sujeira e sangue
umedecedores +
Descarne —P carnaca
Agua, cal e sulfeto Pélos dissolvidos, solugéo
g o —p Depilagéo —P alcalina e carnacga
de sédio l caleirada
Agua, sulfato de Constituintes da pele e
g . ) —p» Purga —P> . . P
amoénia e enzimas i agua residual
Agua, NaCle H,SO, —p» Piquel
Saisde Crlll e Sais de cromo, sulfatos e
_ _ Curtimento —p
bicarbonato de sédio ¢ cloretos
Enxugamento ——P» Agua residual
+ Aparas e
Divisdo e rebaixamento |——P»]
Diversas Recurtimento, tingimento e Cr Il e agua residual com
substancias engraxe substancias quimicas
Couro

Figura 1 - Fluxograma das principais etapas de produgao de couro com a indicagao
dos insumos quimicos adicionados e dos residuos sélidos e liquidos produzidos no

processo.
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Fonte: elaborado pela autora a partir de Cabeza et al, 1998.

Os residuos podem ser solidos ou liquidos. Os residuos sodlidos, como a
serragem de rebaixadeira e o lodo, sao colocados em aterros de Residuos
Perigosos. Ja os residuos liquidos, decorrentes de técnicas de processamento nas
quais a pele é colocada em meio liquido aquoso com adigao de produtos quimicos,
sao devolvidos aos sistemas hidricos naturais, apés tratamento.

Em muitos lugares, grandes quantidades de desperdicios de couro sao
dispostas em aterros sanitarios (BROWN & TAYLOR & MARMER, 1996). Com o
aumento das restricdbes ambientais e o aumento do custo dessa forma de
disposicdo, houve o desenvolvimento de tecnologias limpas pelas industrias do
couro objetivando a minimizagao da geragao de residuos e a maximizagao do reuso
(MU et al, 2003).

Uma tonelada de pele umida gera em torno de 200 quilos de couro, juntamente
com 250 quilos de residuos sélidos curtidos e em torno de 350 quilos de residuos de
pele ndo curtidos. Estima-se que em torno de 100 quilos de pele sejam perdidos
junto com a agua residual (ALEXANDER et al, 1991).

O emprego de sais de cromo no processo de curtimento gera residuos com a
presenca de compostos de cromo classificados, segundo a NBR-10004, como
Residuo de Classe |, necessitando tratamento e disposicdo especifica em aterro de
residuos industriais perigosos (CLASS & MAIA, 1994).

No processo de curtimento de peles de animais, o cromo é largamente utilizado
sob forma de sulfato basico de cromo Cr (OH) (H20)s SO, principalmente devido as
caracteristicas e propriedades fisico-quimicas proporcionadas aos couros como:
elasticidade, flexibilidade, maciez, imputrescibilidade, resisténcia a altas
temperaturas, entre outras (HOINACKI, 1989)

Segundo Fabiani et al., (2002) apenas 60 % dos sais de cromo usados no

processo de curtimento de couro reage com a pele e em torno de 40 % do cromo é
perdido nos residuos solidos e nas solugdes aquosas do curtimento.

O cromo, quando liberado em corpos receptores, € uma grande fonte poluidora,
responsavel pela degradacdo do ambiente colocando em risco a fauna, a flora e a
populagdo que utilizam estas aguas. Esta presente nos residuos de curtume, via de
regra na forma trivalente (Cr Ill), sendo este o estado de oxidagdo mais estavel no
solo, apresentando baixa solubilidade e mobilidade com aumento de pH

(MARTINES, 2005). A disposicdo desses residuos diretamente no solo nédo é
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recomendada uma vez que o cromo pode ser lixiviado ou mesmo oxidado a cromo
hexavalente, cuja toxicidade é bastante elevada (BARROS & ARROYO & SOUZA-
AGUIAR, 2001).

A recuperacédo do cromo foi estudada por Erdem (2005) que desenvolveu um
método de recuperacao de cromo através da oxidacdo de Na,O, Constatou-se ser
um processo economicamente viavel e uma forma importante de protecao

ambiental, pois reduz o uso de Na,SO; no processo de curtimento.

1.1.2 Serragem de couro ao cromo

A serragem de couro ao cromo, apresentada na FIGURA 2, é um residuo
gerado na maquina de rebaixar, operagao que uniformiza a espessura do couro
curtido. Por ser um residuo volumoso em forma de farelo, impregnado de sais
curtentes por vezes altamente téxicos como no caso do cromo, merece uma atengao
toda especial para que dela se obtenha o maior aproveitamento e rendimento
possiveis. A serragem de couro ao cromo apresenta cerca de 40 % de umidade e
em base seca o teor de cromo pode chegar a 3,0 %. Devido seu baixo peso
especifico, ocupa muito espacgo, tornando-se problema quanto seu destino em
aterros (CLASS & MAIA, 1994; ERDEM, 2005). Consiste basicamente de colageno
e complexo Cr (lll), que apds tratamento pode apresentar um recurso potencial para
colageno e Cromo (HEIDEMANN, 1991).
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Figura 2 - Serragem de couro ao cromo.

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.

A serragem de couro ao cromo constitui 75 % dos residuos solidos que contém
0 cromo no processo de curtimento. Aproximadamente 0,8 milhdes de toneladas de
serragem ao cromo podem ser gerados por ano em todo o mundo (ERDEM, 2005).
Estima-se que para cada couro curtido ao cromo, tem-se 3 a 4 kg de serragem de
rebaixadeira e aproximadamente 3,5 % do metal cromo. Esta quantidade pode variar
em muito de industria para industria (CLASS & MAIA, 1994).

A reutilizagdo de residuos de couros esta sendo amplamente investigada no
mundo inteiro. Historicamente, a serragem de couro ao cromo foi usada como
fertilizante, mas o custo de transporte e o perigo que oferecia ao ambiente fizeram
com que outras formas de utilizacdo fossem estudadas (CABEZA et al., 1998). O
reaproveitamento industrial destes residuos € importante, pois, além de minimizar o
impacto ambiental, pode transforma-los em fonte de matéria-prima para novos
produtos como adesivos, plasticos, cosméticos, entre outras utilizagcdes (BERRY &
CONSTANTINI & SMART, 2002).

Estudos recentes demonstram resultados satisfatorios da aplicacdo destes
residuos em fabricagdo de solas e palmilhas. Também encontram aplicagédo na
fabricacdo de compensados de couro, como no caso de paredes divisorias, em
decorréncia da propriedade de atuar como isolante térmico e acustico (MU et al.,
2003; CABEZA et al., 1998).
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A possibilidade de incorporacédo da serragem de couro ao cromo em materiais
de construcao civil foi estudada por Fujikawa (2002). Segundo o autor, os tijolos de
argila queimados ao forno com adi¢cao de serragem de couro, mostraram-se viaveis
quanto a resisténcia, a compressdo e a absor¢cdo de agua. Também se mostrou
viavel a adicdo de serragem no concreto sem fins estruturais.

A obtencgao de proteinas a partir da utilizagdo da serragem também esta sendo
estudada. Em trabalho realizado por Bajza & Vrcek (2001) foram obtidos resultados
satisfatorios com tratamento térmico e enzimatico (protease alcalina) da serragem
para recuperacdo de proteinas, sendo que houve recuperacao de 79,4 % de
proteinas da serragem considerando peso seco. Do ponto de vista ambiental os
autores recomendam o tratamento enzimatico, pois neste método ndo ha

desperdicio de agua, de substancias quimicas e de energia no processo.

1.2 Colageno: Estrutura e formas de extragao

O colageno é um biopolimero muito abundante em animais onde constitui a
principal estrutura e suporte mecanico. E facilmente disponivel, ndo tdxico e constitui
o tecido conjuntivo. E uma proteina com estrutura fibrosa, insolivel em agua, porém
pode dissolver-se em solugdes acidas ou basicas concentradas. (BAILEY & PAUL,
1998; LUNGU et al., 1998; SILVA et al., 2001; DASCALU et al., 2005). Estudos
indicam que a pele seca de animal possa conter de 50 a 68 % de colageno
(SIMEONOVA & DALEV, 1997; BAJZA & VRCEK, 2001)

O colageno é utilizado em varios produtos, como cola, gelatina e adesivos. Tem
ampla utilizagcdo na area farmacéutica e médica e por ser um biomaterial apresenta
excelentes propriedades para proteses arteriais e peles artificiais. Na industria de
embutidos € utilizado para cobertura de linguiga podendo ser usado como forragem
e comidas para caes (BAJZA & VRCEK, 2001; BERRY & CONSTANTINI & SMART
2001; SIONKOWSKA, 2006).

Os principais aminoacidos que o constituem s&o: glicina, prolina, hidroxiprolina
e alanina. Absorve e retém grandes quantidades de agua, devido a presencga de

certos grupos polares reativos na molécula, os quais possibilitam a interagdo com
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moléculas de agua (HOINACKI, 1989; REST & GARRONE, 1991; BAILEY & PAUL,
1998). O intumescimento resulta desta associagcdo de moléculas de agua, com
grupos reativos da molécula do colageno. Durante o curtimento os grupos reativos
reagem com os curtentes, perdendo a capacidade de reter agua (HOINACKI, 1989).

Pesquisas feitas recentemente apontam a separacdo da proteina do couro
curtido ao cromo como uma das melhores formas de minimizar a carga poluidora
gerada pelas industrias de curtumes (ERDEM, 2005; CABEZA et al, 1998; FRANCK
et al, 2002).

E possivel isolar proteinas (gelatina e colageno) da serragem de couro ao
cromo, utilizando proteases alcalinas sob moderadas condicbes. Este método
possibilita a redu¢ado de residuos com cromo, que geralmente sdo depositados em
aterros, bem como possibilita a reutilizagdo do Cromo no processo de curtimento do
couro (CABEZA et al, 1998).

A tecnologia descrita por SIMEONOVA & DALEV (1997) apresenta vantagens
ambientais e econbmicas. Envolve lavagens para remog¢ao de sais inorganicos,
separagao de gordura e extragdo de colageno em solugdo de agua quente, com
extracdo adicional de proteinas dos residuos insoluveis apos hidrolise com
proteinases alcalinas.

No trabalho apresentado por BAJZA & VRCEK (2001) foi realizado um estudo
comparativo entre tratamento térmico e enzimatico com proteases alcalinas,
utilizando residuos de couro com o objetivo de recuperar proteinas soluveis para
possivel uso comercial. Foram obtidos melhores resultados com o tratamento
enzimatico por ser um procedimento simples, com baixo gasto de energia, sem

odores prejudiciais e sem residuos quimicos perigosos na agua residual.

1.3 Utilizacao do colageno em blendas

As blendas poliméricas constituem-se na mistura fisica de pelo menos dois
polimeros ou copolimeros sem que haja qualquer reagdo quimica entre eles
(OREFICE & VASCONCELOS & MORAES, 2004).

Os produtos produzidos com os polimeros sintéticos convencionais sao

considerados inertes ao ataque imediato de microrganismos. Essa propriedade faz
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com que esses materiais apresentem um tempo longo de vida util e,
consequentemente, provocam sérios problemas ambientais visto que, apds o seu
descarte, demoram muitos anos para se decomporem totalmente (HUANG &
SHETTY & WANG, 1990; CHIELLINI & SOLARO, 1998).

A resisténcia a degradacédo proporcionou o aumento do uso de materiais
poliméricos, causando impacto ambiental negativo devido a disposi¢cao de residuo
pos-consumo. O impacto pode ser minimizado com o desenvolvimento de novos
materiais poliméricos e introducéo de polimeros naturais (ALEXY et al., 2003).

As blendas com polimeros sintéticos e naturais estdo sendo utilizadas para o
desenvolvimento de materiais poliméricos bioartificiais e apresentam boas
propriedades mecanicas (CASCONE et al.,, 1997). Representam nova classe de
materiais com melhores propriedades mecéanicas e biocompatibilidade que os
componentes isolados (SIONKOWSKA, 2003).

O interesse nesta area deve-se as crescentes aplicagcdes praticas destes novos
materiais e os principais estudos sao voltados para a melhoria de suas propriedades
fisicas, fisico-quimicas e de processamento destes materiais, comparadas as
propriedades dos polimeros puros (UTRACKI, 1990).

Nos ultimos anos houve um grande desenvolvimento de novos materiais
biodegradaveis, principalmente devido a preocupagdo com a protecdo ambiental.
Inimeros estudos investigaram as propriedades filmogénicas das proteinas vegetais
dentre as quais se destacam o amido, as proteinas de soja, ervilha, e das proteinas
de origem animal como as do ovo, do leite e de proteinas miofibrilares de peixes
(QUINTERO & SOBRAL, 2000; YOSHIDA & ANTUNES, 2004; SOUZA et al., 2004).

Filmes constituidos unicamente com proteinas ou polissacarideos sao frageis,
principalmente a uma baixa umidade relativa, necessitando o uso de plastificantes,
geralmente polidis, que reduzem as interagdes intermoleculares entre as cadeias
adjacentes do biopolimero. O uso de plastificante resulta no aumento de mobilidade
dessas cadeias e, consequentemente em materiais flexiveis para aumentar a
mobilidade e a flexibilidade. O glicerol € amplamente usado como plastificante
(GONTARD, N & GUILBERT & CUQ, 1993; CUQ et al., 1997; COUPLAND et al.,
2000; YOSHIDA & ANTUNES, 2004).

Os filmes produzidos a partir de proteinas miofibrilares de tilapia-do-nilo com
diferentes concentracdes de glicerol foram avaliados. A forga necessaria a ruptura

dos biofilmes variou de 2,94 N no filme com 70 % de glicerol para 6,67 N no filme
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com 30 % de glicerol. Inversamente, a deformagao na ruptura apresentou valor de
2,71 % no biofilme com 30 % de glicerol e 7,50 % no biofilme com 70 % de glicerol,
o que indica a forte influéncia do plastificante sobre as propriedades mecéanicas
desses materiais (QUINTERO & SOBRAL, 2000).

A proteina que recentemente esta sendo largamente usada em blendas é o
colageno. Alexy et al., (2003) realizaram estudos para avaliar a interagao entre o
colageno e o Polivinil alcool (PVA) em blendas. Foram estudadas as propriedades
mecanicas, a solubilidade em agua e a propensdo a biodegradabilidade. Os filmes
de PVA com adigdo de 15 % de colageno hidrolisado apresentaram resisténcia a
tracdo de 24,1 MPa e deformagao na ruptura de 460 %, enquanto que com adi¢cao
de 20 % de colageno a resisténcia a tragao é 22,4 MPa e deformagao na ruptura é
523 %. Amostras de filmes com adigdo de 25 % de colageno hidrolisado obtiveram
valores de resisténcia a tracdo de 16,1 MPa e deformacéo na ruptura de 567 %. Os
resultados obtidos comprovam que a resisténcia a tracdo e a deformacao na ruptura
diminuem com o acréscimo de colageno hidrolisado. A incorporagao de 20 % de
colageno em blendas com PVA aumenta a solubilidade de agua no filme,
melhorando a biodegradabilidade do mesmo. No processo de biodegradagao
anaerobica foi observado que a adicdo de colageno nas blendas com PVA
demonstra efeito positivo.

O colageno tem uma vasta aplicagdo na area farmacéutica. Na area médica é
utilizado na forma de filmes de inUmeras aplicacdes. E utilizado em um adesivo
(gaze) constituindo a parte interna do mesmo na forma de um polimero entrecruzado
usado para promover a cicatrizacdo de feridas, acelerando o crescimento celular.
Este adesivo na parte externa é constituido por um polimero multicamadas que
promove o controle de umidade e serve de barreira contra infecgdes bacterianas (US
PATENTS, 4841962).

Filmes de colageno com uma ou mais camadas foram propostos como
reservatorio (invélucro) de medicamentos para auxiliar na cicatrizagdo de feridas
cirurgicas. Para melhorar a flexibilidade do filme pode ser usado polietilenoglicol ou
glicerol, preferencialmente este ultimo. Os filmes s&o secos a temperatura ambiente
entre 15° a 35° C por 10 dias sobre placas de Teflon. Para apressar o tempo de
secagem podem ser usados alcoois, preferencialmente etanol, numa quantia de até
50 % do peso da solugéo (US PATENTS, 54182222).
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Na é&rea de alimentos, o colageno também tem grande aplicagao,
principalmente sob forma de filmes para coberturas de produtos embutidos de
origem animal. Um filme de colageno misturado com 17 % de glicerol, 2 % de
sorbitol e 12 % de agua necessita de adicdo de um produto oleoso (6leos ou
gorduras) para melhorar sua extensibilidade. Os elementos aditivos oleosos
eliminam ou diminuem a rigidez estrutural tipico de filmes de colageno,
proporcionando-lhes extensibilidade que evite a ruptura no manuseio (US
PATENTS, 5885634).

Ao estudar a compatibilidade de colageno em blendas com Polietileno de Baixa
Densidade (PEBD) foram avaliadas as propriedades mecanicas das blendas
formuladas. Foi constatado um decréscimo da resisténcia a tracao e da deformacéao
na ruptura na medida em que aumentava o percentual de adicdo de colageno
hidrolisado nas blendas. A resisténcia a tragcdo em blendas com 30 % de colageno
hidrolisado ficou préximo a 7,5 MPa e a deformacgao na ruptura com valor em torno
de 75 % (DASCALU et al., 2005).

O estudo realizado com blendas de colageno e quitosana em diferentes
proporgdes avaliou o comportamento mecanico do colageno na blenda. Foi
constatado que na regiao elastica o coladgeno deforma mais que a quitosana e na
regido plastica o colageno é capaz de suportar maiores tensdes. Este
comportamento também é obtido nas blendas de colageno com quitosana em
diferentes propor¢des. Assim, blendas com maior quantidade de colageno devem
suportar maiores tensdes antes da ruptura, enquanto que as blendas com mais
quitosana devem deformar mais. O moédulo de elasticidade do colageno foi de 39
MPa e apresentou aumento gradativo em blendas com colageno- quitosana nas
proporcoes 3:1,1:1,1;3 com os valores de 41 MPa 44 MPa e 46 MPa
respectivamente. A absor¢gdo de agua das blendas e das membranas de colageno
também foi avaliada e os resultados apontam que apds 20 horas a quantidade de
agua absorvida pelo filme com colageno foi de 78 % (TONHI & PLEPIS, 2002).

A avaliagdo realizada no colageno obtido da pele de bovinos para ser utilizado
na area meédica inclui as propriedades mecanicas de membranas de colageno. Foi
constatado que a resisténcia a tragdo foi de 58 + 5 N/mm? e o alongamento na
ruptura foi de 7 £ 0,5 % (ZHANG & LI & SHI, 2005).

A interagéo de colageno com Polivinilpirrolidona (PVP) em blendas foi estudada

por Sionkowska, (2003). Os resultados deste estudo mostraram que colageno e PVP
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sdo misciveis e ha possibilidade de produgdo de novos materiais com forte ligagao
entre os componentes sintéticos e bioldgicos da blenda.

Estudos de Hoffmann et al, (2003) relatam a biodegradabilidade de blendas
alcool polivinilico (PVAL) com proteina hidrolisada, no caso colageno. Constatou-se
uma melhora na capacidade de degradacdao do PVA com adicdo de glicerol e

colageno.

1.4 Biodegradacgao

A biodegradacgao ou biotransformacgédo € um processo de modificagdo quimica
causada por atividade bioldgica, sob certas condicbes de calor, umidade, luz,
nutrientes minerais e organicos adequados. Pode ser um processo de conversao de
um material, por microrganismos, a dioxido de carbono, agua, biomassa, sob
condigbes aerdbias ou a metano, didéxido de carbono e biomassa sob condigbes
anaerobias (KRUPP& JEWELL, 1992; SWIFT, 1993).

A biodegradagao de polimeros € um processo, no qual, bactérias, fungos e
leveduras utilizam suas enzimas que consomem substancias destes como fonte de
alimento modificando a forma original do material até seu desaparecimento.
(CHANDRA & RUSTGI, 1998; ROSA & FILHO & AGNELLI, 2002). E uma
caracteristica benéfica para substancias quimicas que estdo dispostas no meio
ambiente.

Durante as ultimas décadas, a biodegradabilidade comegou a ser considerada
como uma caracteristica desejavel ndo apenas por substancias quimicas, mas
também por materiais solidos como os polimeros. Esse desenvolvimento foi
estimulado por problemas ligados com o gerenciamento do desperdicio de residuos
soélidos: aumento de custos, aumento das dificuldades em localizar novos locais para
aterros e questdes de operacao dos sistemas de queima e incineragdo em massa.
(MEZZANOTTE et al., 2005).

Muitas pesquisas tém sido direcionadas para o desenvolvimento de plasticos e
produtos biodegradaveis, os quais requerem para sua modificagado ou formulagao, o

estabelecimento de critérios para avaliar a biodegradabilidade do produto obtido.
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Alguns testes foram descritos na literatura para medir a biodegradabilidade de
materiais poliméricos e baseiam-se em uma medida indireta da degradacéao destes
materiais pela acdo de microrganismos em presenca da amostra em teste, a
quantidade de gas carbdnico produzido ou ainda o aumento da biomassa microbiana
a partir da transformacdo da amostra. Qualquer uma destas medidas leva em
consideragao a capacidade de microrganismos decomporem o material polimérico,
transformando-o em gas carbbnico (CO;) através do seu metabolismo ou em
biomassa pela utilizagdo de oxigénio (ROSA & PENTEADO & CALIL, 2000).

Diversos métodos sdo empregados para avaliar a biodegradabilidade de
materiais poliméricos, destacando-se métodos enzimaticos (TOMASI et al, 1996)
microbiolégicos (BENEDICT et al.,, 1983; CHANDRA & RUSTGI, 1998) e método
direto no solo (MEGAERT et al., 1996).

Os microrganismos utilizados na biodegradacdo sédo fungos e bactérias. Os
fungos possuem grande capacidade de degradar parcialmente, e em alguns casos
completamente, uma variedade de poluentes resistentes a degradagao, atraves da
acado de enzimas especificas produzidas por estes microrganismos (FIELD et al.,
1992).

Fungos e leveduras crescem facilmente, produzem elevada quantidade de
biomassa e ao mesmo tempo, podem ser manipuladas geneticamente e
morfologicamente. Aspergillus sp. compreende um género de fungos capazes de
crescerem numa ampla variedade de substratos, o que facilita os estudos em
laboratério (PALLU, 2006).

Os fungos sdo amplamente usados em processos de fermentagao industrial, o
que reforca a importancia de sua utilizacdo em processos de biossorcéao,
contribuindo com a diminuigdo do residuo biolégico gerado nesses processos, a
biomassa fungica. Linhagens de Aspergillus sp. sdao usados na producdo de
ferricromo, acido kojik, acido galico, acido citrico e enzimas como amilases, glucoses
isomerases, pectinases, lipases e glucanases (KAPOOR e VIRARAGHAVAN, 1995).

Estudos demonstraram a eficiéncia de Aspergillus sp. em processos de
biorremediagao, pois apresenta capacidade de retirar metais pesados da agua,
podendo ser usado como biorremediador desses metais, sendo uma alternativa de
descontaminagdo ambiental. Segundo Yakubu e Dudeney (1986), Aspergillus niger
foi capaz de biossorver quantidades expressivas de uranio. Estudos realizados por

Kapoor & Viraraghavan & Cullimore (1999) relataram a capacidade do fungo A.
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nidulans na remogao de metais pesados. A. niger e A. oryzae foram usados como
biossorventes para remocado de cadmio, chumbo, niquel e cromo de efluentes. Foi
comprovado que A. niger em condigdes favoraveis de pH, temperatura, tipo e
concentracado de nutrientes tem maior capacidade de remocéo de cromo em efluente
da industria de couro. (PRASAD & FREITAS, 2000; SEPEHR et al., 2005). As
atividades enzimaticas avaliadas em A. oryzae foram consideradas satisfatérias em
efluente com pH préximo a 5, promovendo um aumento da sua capacidade de
crescimento. Assim, ao avaliar-se a taxa de remogao de cromo em efluente de
curtume foi verificado que o maior valor aconteceu em pH 5, decrescendo com o
aumento gradativo de pH (SEPEHR et al., 2005).

A biossorcao de Cr (VI) em solugdo aquosa foi avaliada com a utilizagao da
biomassa fungica de Aspergillus sp. isolado de efluente de industrias que utilizam o
cromo em seus processos. O processo de biossor¢gdo dependeu do pH e da
concentracao inicial do metal na solugdo aquosa. A remogao maxima ocorreu com
concentracdo maxima de Cr (inicial - 500mg/L) em pH 2. Foi observado um rapido
decréscimo da taxa de remocgédo de Cr (VI) quando o pH aumentou para 3 e,
continuou decrescendo lentamente com o aumento do pH (SEN & DASTIDAR,
2007).

O estudo realizado por Pallu (2006) avaliou os mecanismos envolvidos nos
processos de biossorcdo do metal pesado cadmio por biomassa viva e morta de
Aspergillus sp. em ambientes liquidos. Constatou-se que a biomassa deste fungo
apresentou niveis efetivos de biossorcdo de cadmio, mostrando-se promissor para
uso em processos de remocao deste metal em ambientes liquidos.

A dificuldade de tratar efluentes com corantes téxteis de alta toxicidade, com
tratamento convencional biolégico e fisico-quimico devido a complexa estrutura
molecular do corante, motivou a investigagao de tecnologia inovadora para estes
tratamentos. Os fungos foram investigados e foi constatado que A. niger
demonstrou eficiéncia na remocao de corantes em efluentes da industria téxtil. Os
pesquisadores investigaram o papel da carboxila, dos grupos funcionais fosfato e
amino e dos lipidios presentes na biomassa de A. niger na biossor¢ao de 4 corantes
Azul Basico( Basic Blue) 9, Azul acido 29 (Acid Blue 29), Vermelho Congo( Congo
Red) e Vermelho Disperso 1 ( Disperse Red 1) (FU & VIRARAGHAVAN, 2002).

O tratamento de efluente téxtil diluido em bioreator com baixa fonte de

nitrogénio e de carbono, mostrou-se eficiente com a utilizagdo de A. niger. O fungo
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absorveu o corante sem produzir quaisquer enzimas de biodegradagéo no processo.
Foi alcangado 95-97 % de eficiéncia na remogao de cor em condi¢gbes favoraveis
como segue: temperatura entre 28 a 30 °C, pH entre 3-7 e a concentragao de glicose
a 0,3 %. O estudo mostrou ser de 20 horas o tempo para obtencdo dos melhores
resultados de remogdo de cor do efluente téxtil tratado. (ASSADI & JAHANGIRIB,
2001).

Em testes de biodegradagao realizados por Dullius, (2004), colénias dos fungos
foram coletadas em amostras de efluente téxtil, solos de lavoura de fumo e de mata
nativa, lodo de fundo de lago e chorume de lixdo. Foram selecionadas colénias de
fungos mais representativas, isoladas e submetidas a testes de descoloragédo. Das
trés colbnias eficientes foi selecionada uma para realizar ensaios de remogao de cor
em efluente téxtil. Foi constatado que o fungo Aspergillus apresentou alta
capacidade de remocao de corantes téxteis sintéticos ndo sendo mais detectados
apos 24 horas de exposi¢céo a biomassa fungica.

A remogao de chumbo com utilizacdo da biomassa fungica de A. niger
encontrada no efluente da industria de fermentacdo para producao de acido citrico
foi investigado por Jialong et al, (2001) com a utilizagdo de biossor¢do. Os
resultados indicaram que a biossorcdo de chumbo em solucdo aquosa ocorreu
rapidamente, atingindo o equilibrio num periodo de 4 horas.

O fungo Aspergillus sp. também demonstrou eficiéncia na capacidade de
remogao de compostos fendlicos encontrados no efluente gerado no processo
industrial de do azeite de oliva. Estes compostos sdo altamente poluentes, pois
inibem a atividade bacteriana. O experimento realizado por Garcia et al, (2000) com
alguns géneros de fungos, dentre os quais Aspergillus sp. demonstrou resultados
satisfatérios quanto a remocao destes compostos fendlicos. A capacidade de A.
niger de remocgao de fendis foi de 76 % e de difendis foi de 82 %, enquanto que

Aspergillus terreus removeu 64 % de fendis totais e 76 % de difendis.



2. METODOLOGIA

A metodologia empregada para a realizagdo deste trabalho utilizou serragem
de couro ao cromo, residuo solido oriundo de um curtume da regido de abrangéncia
da Universidade de Santa Cruz do Sul. O fluxograma da FIGURA 3 representa

esquematicamente a metodologia utilizada para o desenvolvimento desta pesquisa.

Serragem de couro ao cromo
Digestado da serragem de couro
ao cromo
Biodegradacao < Serragem de couro ao cromo
digerida
Selecao de Aspergillus sp. Obtencgao de Purificacéo
¢ filmes do colageno
Biodegradacgao da Avaliacao das Avaliacao das
serragem de couro ao propriedades propriedades
cromo digerida e dos mecanicas mecanicas
filmes, com Aspergillus sp. dos filmes dos filmes

Figura 3 - Fluxograma da metodologia empregada para avaliar o reaproveitamento e
a biodegradacao da serragem de couro ao cromo digerida e de filmes de serragem
de couro ao cromo digerida.

Fonte: Fluxograma elaborado pela autora, 2007.
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A partir da serragem de couro ao cromo digerida foi realizada a extragcado do
colageno com posterior testes de purificagdo do mesmo. Também foram avaliadas
diferentes formulagdes para a obtencéo de filmes a partir da serragem de couro ao
cromo digerida. Os ensaios de biodegradagao foram realizados com utilizagdo de
amostras de fungos do género Aspergillus para avaliagdo da capacidade de
degradar a serragem de couro ao cromo digerida e os filmes obtidos da serragem de

couro ao cromo digerida.

2.1 Extracao e purificagao do colageno

A serragem de couro ao cromo foi seca a temperatura ambiente por 7 dias.
Apods foi pesado 6 g da serragem e colocada em um béquer com 30 mL de agua
com 3 g de acido oxalico. O béquer foi coberto com vidro relégio e aquecido, em
banho de dleo, sob agitagdo até a completa digestdo da serragem completa.

Aliquotas de 6 gramas de serragem de couro ao cromo foram sendo
acrescentadas a solugdo até que nao houvesse mais a digestdo completa da

serragem de couro ao cromo.

2.1.1 Obtenc¢ao de serragem de couro ao cromo digerida

Em um béquer de 100 mL foram colocados 20 g de serragem de couro ao
cromo seca , 3 g de acido oxalico e 30 mL de agua. O frasco foi coberto com vidro
relégio e aquecido em banho de 6leo, com temperatura até 100 °C, durante 45
minutos, sob agitagéo.

Apés resfriamento, o pH da solugdo de serragem de couro ao cromo digerida
foi medido com potencibmetro e para a neutralizagdo da solucdo foi utilizado

hidréxido de sédio (25 %) para obtengao de uma solugédo com pH entre 6 -7.
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2.1.2 Purificagao do colageno

A purificacdo do colageno foi realizada em ftriplicata utilizando etanol e sulfato

de ambnio como agentes precipitantes.

2.1.2.1 Purificacao do colageno com etanol

A serragem de couro ao cromo digerida foi diluida em agua (1:1), gotejada em
solugéo de etanol 50 % na proporgéo de 1:10, sob agitacdo e centrifugada (3500g
por 2 min). O precipitado foi dissolvido em agua e novamente gotejado em solugéo
de etanol 50 % na proporcédo de 1:10, sob agitagdo e centrifugada a 3500g por 2
min. O precipitado foi dissolvido em agua e repetido o procedimento anteriormente
descrito. O sobrenadante obtido em cada centrifugagéo foi desprezado.

Em outro ensaio para obtengdo de colageno foram seguidas as mesmas
etapas anteriormente descritas, no entanto a solugédo de serragem de couro ao

cromo digerida foi gotejada em etanol comercial numa proporgao de 1:10.

2.1.2.2 Purificagao do colageno com sulfato de amoénio

A solugdo de serragem de couro ao cromo digerida neutralizada foi gotejada
em solugdo de sulfato de aménio 40 %, numa propor¢céo de 1:1 (v:v), sob forte
agitacao. Em seguida o precipitado foi solubilizado em 30 mL de agua e gotejado em
solugéo de sulfato de amonio 40 %, numa proporgao de 1:1 (v:v), sob forte agitagao.
O processo de solubilizagdo em agua seguido por reprecipitagcdo em sulfato de
amoénio foi repetido mais uma vez. O material precipitado foi coletado, posto a secar
a temperatura ambiente. A FIGURA 4 apresenta as etapas de purificagdo da
serragem de couro ao cromo digerida realizadas com identificagdo das amostras

obtidas durante o processo. Com as amostras de sobrenadante ( A, B, C e D) e do
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precipitado (E) foi realizada a determinagao espectrofotométrica de proteinas e a

determinagao do Cromo Total por Espectrometria de absorcao atémica.

Solucédo de serragem de couro ao cromo digerida
(SCD) e neutralizada

—»

Amostra A

v

Gotejamento da solugao de SCD em solugao de
sulfato de aménio 40%, sob forte agitacao

>

<

Colageno precipitado
ressuspendido em 50
mL de agua

Sobrenadante

Amostra B

Gotejamento da solugédo ressuspendida em solugao
de sulfato de aménio 40%, sob forte agitagéo

<

Colageno precipitado
ressuspendido em 50
mL de agua

>

Sobrenadante

Amostra C

Gotejamento da solugédo ressuspendida em solugao
de sulfato de aménio 40%, sob forte agitagéo

<

Colageno precipitado

>

Sobrenadante

Amostra D

v

Amostra E

Figura 4 - Fluxograma das etapas da purificagdo do colageno com

amonio 40 %.

Fonte: Fluxograma elaborado pela autora

sulfato de
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2.1.3 Determinagao de cromo total

O método utilizado na analise do cromo seguiu as normas da American Publish
Healt Association (APHA) e foi realizada na Central Analitica na Universidade de
Santa Cruz do Sul.

Inicialmente foi realizada a digestao da parte organica da amostra com adigao
de 5 mL de acido nitrico em 250 mL da amostra e aquecido a 200° C, até concentrar
a amostra a 25 mL. A leitura da concentracido de cromo das amostras foi realizada
por Espectrometria de Absorcdo Atdbmica por chama. O fator de concentrado

utilizado foi 10.

2.1.4 Determinacgao espectrofotométrica de proteinas

As amostras para determinacao espectrofotométrica de proteinas foram obtidas
do sobrenadante de cada etapa de precipitacdo com sulfato e amébnio, em triplicata,
identificadas como A, B, C e D. A determinacédo de proteinas também foi realizada
com o material precipitado ao final das etapas, identificada como amostra E.

Para a determinacdo espectrofotométrica de proteinas nas amostras foram
necessarios 0os reagentes nas quantidades conforme segue: solugdo padrdao de
proteina a 5 mg/mL (5 g de albumina bovina em 1000 mL), cloreto de sddio (NaCL)
0, 15 M, reativo de biureto com sulfato de cobre (2,5 g), tartarato de sddio e
potassio (10 g), hidroxido de sodio 10 g/dL (350 mL) e agua destilada (1000 mL).
Foram preparados cinco tubos de ensaio conforme apresentado na TABELA 1 para

preparagcao da curva-padrao de proteinas.
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Tabela 1 - Concentragdes de reagentes utilizados na curva-padréao de proteinas

Albumina Agua destilada Reativo de Biureto
Tubos
(mL) (mL) (mL)
B 0 2 5
1 0,5 1,5 5
2 1 1 5
3 1,5 0,5 5
4 2 0 5
B - branco

Fonte: tabela elaborada pelo autor a partir de informacdes de REMIAO & SIQUEIRA
& AZEVEDO, 2003.

De cada uma das amostras A, B, C, D e E foi retirado 1 mL de solucéo e
transferido para tubos de ensaio com 9 mL de NaCl 0,15 mol L™ e homogeneizado
em agitador de tubos. Foram transferidos 2 mL de cada amostra para tubos
contendo 5 mL de reativo de biureto.

Todos os tubos de ensaio foram incubados em banho-maria em temperatura
entre 30 e 32 ° C por 10 min e em medidos os valores de absorbancia no fotdmetro,

em 545 nm contra o tubo B.

2.2 Obtencao de filmes com serragem de couro ao cromo digerida

2.2.1 Ensaios preliminares para obtengao de filme com serragem de couro ao

cromo digerida

A solucao de serragem de couro ao cromo digerida foi utilizada em testes para
obtencéao de filmes.

Foram preparadas formulagdes de filmes com duas solugdes de glicerol e
serragem de couro ao cromo digerida diluida em agua em diferentes proporgoes. Na
solucéo A, 25 mL de solugao de serragem de couro ao cromo foi diluida com 75 mL

de agua, adicionando-se, em seguida, 4,5 g de glicerol. Na solugdo B, 50 mL de
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solugdo de serragem de couro ao cromo foi diluida com 100 mL de agua,
adicionando-se, em seguida, 4,5 g de glicerol. As solu¢des A e B foram agitadas por
10 minutos para homogeneizagdo e colocadas sobre laminas de acetato de
celulosede modo a formar filmes retangulares de aproximadamente de 14 x 20 cm
cada um. Os filmes foram colocados a secar em temperatura ambiente por 24 horas.

As solugdes A e B anteriormente descritas foram utilizadas para amostras de
filmes com formaldeido e pé de serragem de couro ao cromo em diferentes
proporgdes conforme apresentado na TABELA 2.

Tabela 2 — Valores das concentragdes de solugdo de serragem de couro ao

cromo digerida, p6 de serragem de couro ao cromo e formaldeido

Amostras Solugéo A Solugéo B Po6 de Formaldeido
(mL) (mL) serragem (g)  (mL)

I 20 - -

Il 20 2 -

1] 20 - -- 1

\Y} 20 - 2 -

Fonte: Tabela elaborada pela autora.

As amostras formuladas foram agitadas por 10 minutos para homogeneizacgao,
colocadas sobre laminas de acetato de celulose, formando uma fina camada da

solugao, e colocadas a secar em temperatura ambiente por 24 horas.

2.2.2 Filmes com diferentes proporc¢oes de glicerol e polietilenoglicol

Amostras de filmes foram obtidas misturando-se 25 g de serragem de couro ao
cromo digerida com plastificante (glicerol ou polietilenoglicol) nas quantidades de
1,5, 2,00u 2,5 ge 0,5mL de formaldeido a 40 %.

As solugdes foram agitadas por 10 minutos para homogeneizagdo e a cada
solugéo foi acrescentada agua deionizada até serem obtidos 50 mL de solugédo. As
solugbes foram depositadas sobre laminas de acetato de celulose e expostas a

temperatura ambiente por 24 h para secagem.

2.2.3 Filmes com glicerol, pé de serragem e formaldeido
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Amostras de filmes foram obtidas misturando-se 25 g de serragem de couro ao
cromo digerida e 2,5 g de glicerol com p6 de serragem nas quantidades de 1,0, 1,5,
2,0,25,3,0e 3,5 ge 0,5mL de formaldeido a 40 %.

As solugbes foram agitadas por 10 minutos para homogeneizagédo sendo

acrescentado agua até o volume final de 50 mL.

2.3 Ensaios mecanicos de tragao e resisténcia ao impacto

Para os ensaios mecanicos de tracdo e resisténcia ao impacto foi utilizado o
filme que apresentou melhor formulacdo para a realizacdo do ensaio, a partir das
composi¢des descritas no item 2.2.2. Os filmes foram preparados sobre placas de
Teflon, com dimensdes 50 x 50 cm, sendo a espessura dos mesmos medida com
um micrdmetro digital em pontos diferentes do filme, considerando-se como
espessura dos filmes, a média das leituras realizadas.

Os ensaios de tracao foram realizados de acordo com a Norma ASTM D882-00
(2001) em uma Maquina Universal de Ensaios Marca EMIC Modelo DL10000, com
célula de carga de 50 Kgf, velocidade de ensaio de 10 mm/min e distancia de 125

mm entre as garras, conforme FIGURA 5.
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Figura 5 - Maquina Universal de Ensaios Marca EMIC-DL10000 utilizada no ensaio
de tracao.

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.

Foram ensaiados 5 corpos de prova medindo 125 mm de comprimentoe 25
mm de largura, com espessura média de 0,40 mm, conforme apresentado na
FIGURA 6.

Figura 6 - Corpos de prova utilizados no ensaio de tragéo.

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.

Os parametros analisados foram a deformacao especifica na ruptura (%), o
modulo de elasticidade (MPa), a forga maxima (N), a tensao forga maxima (MPa) e a

tensdo na ruptura ( MPa).
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O ensaio de resisténcia ao impacto por queda de dardo (Dard Drop) foi
realizado seguindo procedimento descrito na norma ASTM D 1709 — 01 (2001), em

equipamento apresentado na FIGURA 7.

Figura 7 — Equipamento de impacto por queda de dardo (Dard Drop).

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.

Para o ensaio foram utilizados 9 corpos de prova medindo 190 mm x 190 mm e

com espessura média de 0,46 mm (75 cm de altura do dardo).

2.4. Avaliagao do teor de absorgao de agua do filme

Os ensaios de absorgao de agua dos filmes seguiram a Norma ASTM — D570,
em ftriplicata. Para o ensaio foram utilizadas amostras do filme de melhor
formulacdo, a partir das composi¢cdes descritas no item 2.2.2 mantidas no
dessecador por 48 horas. A quantidade de agua absorvida pelas amostras foi
determinada pela imersdo em agua deionizada por um determinado periodo de
tempo

Os corpos de prova tiveram medidas suas massas e em seguida foram
mergulhados em copos de béquer com 200 mL de agua deionizada onde
permaneceram por 24 horas. Apds este tempo as amostras foram retiradas da agua
e tiveram novamente suas massas medidas. Também foram avaliadas massas das

amostras em tempos de 10, 30 e 60 min, Através da equacéo,
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A (%)=Mu-Ms X100
Ms

foi determinada a quantidade de agua absorvida pelas amostras onde “A” é o teor de
absorcdo de agua, “ Mu” e “Ms” sdo as massas das membranas umida e seca,

respectivamente.

2.5 Biodegradacao

Foram realizados ensaios para avaliar processos de biodegradacao sobre a
serragem de couro ao cromo digerida, bem como sobre os filmes obtidos utilizando

culturas de Aspergillus sp.

2.5.1 Biodegradacao de serragem de couro ao cromo digerida, filme de

serragem de couro ao cromo digerida com amostras de Aspergillus sp.

Foram utilizadas 28 amostras de Aspergillus sp. da colegao de microrganismos
do laboratorio de Microbiologia Industrial da Unisc mantidas previamente em agar
Sabouraud.

Os fungos utilizados na biodegradagdo da serragem de couro ao cromo
digerida e do filme de serragem de couro ao cromo digerida foram: A. terreus 2, A.
terreus EMMI 233-3, A. terreus 1, A. terreus 434, A. fumigatus 2, A. fumigatus 174,
A. parasiticus, Aspergillus AB6 (2) I, A. niger 9, Asperqillus C1-Ill, Aspergillus A1, A.
niger 336, A. niger 898, A. niger CMMI 111, A. niger 4, Aspergillus FSC-TE-2,
Aspergillus 10 1-G, Aspergillus 2A-G, Aspergillus 12, Aspergillus 13, Aspergillus 14
Aspergillus 15, Aspergillus 16 Aspergillus 17, Aspergillus 18, A. niger AM-1, A.s
flavus AM-1, Aspergillus L 15.
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As amostras de Aspergillus sp. foram cultivadas por 7 dias a 30 °C em tubo de
ensaio com 5 mL de agar Winogradsky-sacarose com a seguinte composigao (gL™):
sacarose 40; fosfato monopotassico 5, sulfato de magnésio hepta-hidratado 5,
cloreto de sdédio 0,05, sulfato manganoso 0,05, nitrato de aménio 10, agar
bacteriologico 25, agua destilada 1 L.

Amostras de esporos de Aspergillus sp. foram aplicadas em duplicata com
swab sobre placas de Petri (® = 6 cm) contendo 10 mL de agar Winogradsky. Em
uma das placas inoculadas foram aplicadas 3 aliquotas de 10 yL de solucido de
serragem de couro ao cromo digerida. Sobre a outra placa foram colocadas 3
aliquotas (em forma de discos) de filme de serragem de couro ao cromo digerida de
melhor formulagdo a partir das composi¢coées descritas no item 2.2.2. O ensaio foi
realizado em duplicata, e as placas incubadas em estufa bacteriologica, a
temperatura de 30 °C por 7 dias.

Apods o periodo de incubacdo, as placas foram analisadas quanto aos padrbes

de crescimento fungico e de esporulagao nas placas.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtengao da serragem de couro ao cromo digerida

A metodologia utilizada para a digestao da serragem de couro ao cromo em
solugado de acido oxalico 10% foi eficaz para a digestdao de 20 g de serragem de
couro ao cromo a temperatura de 100° C no tempo de 45 minutos. Foi obtida uma
solugdo homogénea, pastosa, de coloracdo escura, conforme apresentado na
FIGURA 8.

Figura 8 — Solugdo de serragem de couro ao cromo digerida.

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.

As avaliagbes de pH realizadas em diversas amostras comprovam que as

solugdes apresentam pH acido. A TABELA 3 apresenta os valores de pH iniciais e
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finais das solugbes de serragem de couro ao cromo digerida avaliadas e o volume
de NaOH 25 % necessario para neutralizagao das solugoes.
Tabela 3 - Valores de pH da solugdes de serragem de couro ao cromo digerida com

adicdo de NaOH 25 % para neutralizagao

Solugbes pH INICIAL pH final NaOH 25 % (mL)
1 0,41 6,72 7,30

2 0,72 6,63 6,80

3 0,65 6,71 7,10

4 0,58 6,71 7,20

5 0,72 6,63 6,90

6 0,72 6,63 6,80

Fonte: Tabela elaborada pela autora a partir dos dados coletados.

Varios métodos para digestao de serragem de couro ao cromo s&o descritos na
literatura, com a finalidade de recuperar o cromo contido neste residuo. O uso de
tratamento enzimatico com proteases alcalinas objetivou recuperar o cromo para
reutilizagdo nos tratamentos de peles, separando a gelatina o residuo para posterior
uso. Foi utilizado hidroxido de sddio para neutralizagdo a solugéo obtida (CABEZA et
al.,1998). Também foram utilizados acidos no tratamento de residuos com cromo
como o acido cloridrico usado em uma etapa inicial de digestdo de serragem de
couro ao cromo e seguido por um tratamento enzimatico para extragdo das
proteinas (SIMEONOVA & DALEV, 1997).

A solubilizacdo do colageno é comumente realizada com adi¢gdo de acido
acetico 0,5 M devido a insolubilidade do colageno em agua (COOMBESA et al.,
2002; HWANG et al.. 2005; SIONKOWSKA,2006).

3.2 Extragao e purificagao do colageno

O método de purificagdo no qual foi utilizado o etanol nao foi considerado
satisfatério, pois o colageno obtido no processo apresentou coloragdo esverdeada,
indicando excessiva presencga de cromo.

O colageno obtido (FIGURA 9), no método de purificagao no qual foi utilizado o
sulfato de aménio 40% apresentou uma coloragéo cinza claro, indicando uma menor

quantidade de cromo.
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Figura 9 - Colageno obtido com utilizagao de sulfato de aménio.

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.

Os resultados da analise de cromo residual encontrado no sobrenadante
residual e do material precipitado (colageno) durante o processo de purificagdo séao
apresentados na TABELA 4 (classificagdo das amostras conforme FIGURA 4)
Tabela 4 — Valores médios de cromo e proteinas totais obtidos nas analises de

amostras do sobrenadante e precipitado no processo de purificagdo do colageno

Concentragdo media do Concentragdo média de
Amostras
cromo total (mg L) proteinas (g mL™")
A 16,0 £ 1,73 1,45+ 0,02
B 7,5+1,45 0,17 £ 0,03
C 1,8+ 0,46 0,12 + 0,03
D 0,62 + 0,06 0,11+ 0,03
E* 0,68 + 0,36 0,12 + 0,04

E* - amostra solida ressuspensa em solucéo de acido oxalico10 %.

Fonte: tabela elaborada pela autora.

No processo de purificagcdo do colageno a partir da serragem de couro ao
cromo observa-se que houve uma consideravel diminuicdo do cromo nas amostras
de sobrenadante (amostras B, C e D) em relagcdo a amostra A, constituida de
serragem de couro ao cromo digerida sem ter passado por nenhuma etapa do
processo de purificagdo. A amostra E (colageno) também apresentou niveis de

cromo bastante inferior a amostra A.
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Na purificacdo envolvendo etapas intercaladas de precipitacdo e solubilizacao
do colageno observa-se que nao houve perda de colageno, com exceg¢ao da
primeira etapa de precipitacdo (amostra A).

Os valores obtidos neste processo de purificagdo ndo foram comparados com
a literatura pois foram utilizadas escalas diferentes de determinacdo dos graus de

pureza.

3.3 Obtencao de filmes com serragem de couro ao cromo digerida

Os filmes com serragem de couro ao cromo digerida, formaldeido e
polietilenoglicol ndo secaram completamente a temperatura ambiente, apresentando
pouca resisténcia ao manuseio, sem flexibilidade. Ao serem colocados em estufa a
60°C durante 24 horas, formou-se um filme quebradigo, fortemente aderido a lamina
de acetato, o que impossibilitou a realizacdo de ensaios mecanicos.

Foram testadas varias formulagbes com solugdo de serragem de couro ao
cromo digerida e formaldeido com adicdo de variadas concentragdes de glicerol. O
filme obtido a partir de 25 g de serragem de couro ao cromo digerida, formaldeido
2% e glicerol 10 % apresentado na FIGURA 10, apresentou-se manuseavel, com

maior resisténcia, facilmente removivel da lamina de acetato e com boa flexibilidade.

Figura 10 - Filme — (10 % glicerol, 2 % formaldeido).

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.
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A este filme foi adicionado p6 de serragem de couro ao cromo, porém esta
adicdo nao possibilitou a obtencdo de filmes manuseaveis com o plastificante
utilizado, sendo que a solugao filmogénica depositada sobre as laminas de acetato

nao secou a temperatura ambiente.

3.3.1 Avaliagdo das propriedades mecanicas de tragcidao e resisténcia ao

impacto

Foram avaliadas as propriedades mecanicas de tracdo e de resisténcia ao
impacto das amostras do filme. A metodologia empregada para a obtengdo dos
filmes mostrou-se adequada considerando o estado fisico da formulagdo, mas
causou problemas quando a espessura do filme obtido, fazendo com que nao fosse
alcancada a homogeneidade neste parametro para uma mesma amostra. A
espessura média dos filmes utilizados no ensaio de tragéo foi de 0,40 mm.

Os resultados obtidos através do ensaio de tracdo sido apresentados na
TABELA 5.

Tabela 5 — Resultados do ensaio de tragdo do filme

Paréametr Deformaga  Def. Modulo de  Forga Tenséao Tonss
ensao
0] o] Espec. Elasticidad  Forca Forca
] Ruptura
Ruptura Ruptura e Max Max (MPa)
a
Unidade (mm) (%) (MPa) (N) (MPa)
Média 33,6147 26,9+2,12 13,7+4,0 13,2+1,4 1,320,14 1,1+£0,36

Fonte: Tabela elaborada pela autora

O valor relativamente baixo do médulo de elasticidade confirma a caracteristica
de pouca rigidez de blendas com colageno encontradas na literatura. No estudo

realizado por TONHI & PLEPIS (2002), em blendas de colageno e quitosana, o
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modulo de elasticidade da blenda aumentou com a redugéo do teor de colageno
puro cujo modulo de elasticidade é de 39 MPa.

Nos parametros de resisténcia a tracdo e de deformacao especifica na ruptura
foram obtidos valores menores dos que os apresentados em artigos sobre blendas
com colageno. Porém nestes trabalhos a quantidade de colageno utilizada nas
blendas foi menor do que a contida na amostra, assim, a quantidade de colageno
contido na serragem de couro ao cromo utilizada na formulacado do filme foi um dos
fatores determinantes nas propriedades de tracdo. Neste contexto, ALEXY et al..
(2003) encontraram que em blendas de colageno com polivinil alcool (PVA), a
adicao de colageno nos percentuais de 10, 20 e 25 % originou valores da resisténcia
a tracao de 24,1 MPa, 22,4 MPa e 16,1 MPa, e valores de deformacéao a ruptura de
460, 523 e 567 % respectivamente, comprovando que a adi¢gado de colageno levou
a diminuicdo das propriedades avaliadas devendo ser levado em consideracao
também a presenca de PVA na composicao da blenda.

O valor de deformagéo na ruptura de 26,9 % € mais elevado que o encontrado
por SOBRAL et al., (2004) em estudo realizado com biofiimes de proteinas
miofibrilares de tilapia-do-nilo, fazendo com que se tenha obtido um filme com
caracteristicas menos frageis. Naquele estudo, foi constatado que com adi¢cado de
glicerol a solugao filmogénica em concentracdes de 30 % e 70 % ocorreu um
aumento da deformacgédo na ruptura de 2,71 % para 7,50 % (SOBRAL et al., 2004)

A resisténcia a tracdo de 13,2 N é consideravelmente maior do que o filme
avaliado por SOBRAL et al. (2000), que apresentou valores da resisténcia a tragao
de 6,67 N, 4.65 N e 2,94 N com acréscimo de glicerol nas concentragdes de 30, 50 e
70 %, respectivamente.

A partir da comparagéo dos valores encontrados por ZHAND & LI & SHI (2005)
para filmes de colageno (58 N de resisténcia a tragdo e de 7 % de deformagéo na
ruptura), os valores aqui encontrados no filme de serragem de couro ao cromo para
resisténcia a tracado (13,2 N) e de deformacado na ruptura (26,9 %) relacionam a
importancia da adi¢cao de glicerol no filme com o aumento da deformacéo na ruptura
e diminui¢ao da resisténcia a tracao.

Na FIGURA 11 sao apresentados os corpos de prova apds o ensaio, onde se
observou a ocorréncia do rompimento praticamente retilineo no material, nao
apresentando deformacdo plastica visivel como no caso dos polimeros

termoplasticos.
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Figura 11 — Corpos de prova apés o ensaio de tragao, apresentando ruptura fragil.

Fonte: registro fotografico da autora, 2007.

Deve-se considerar que os valores baixos de resisténcia a tragdo nao indicam
que este material ndo possa ser utilizado, mas que pode ser aplicado onde este tipo
de propriedade n&o seja determinante. Ainda, pode-se prever uma diminuigdo do
percentual de colageno na formulagdo, fazendo com que a propriedade de
resisténcia a tragao aumente.

Os corpos de prova utilizados para o ensaio de resisténcia ao impacto
apresentaram espessura muito variavel, conforme ja exposto. Os resultados,
apresentados na TABELA 6, indicaram que a resisténcia dos filmes (n&do rompimento
limite) ocorreu para o dardo de peso de 900 g nao sendo testados pesos entre este
valor e 1.000g. Assim, foi inferido que o filme apresentou resisténcia ao impacto para
pesos entre 900g e 1.000g. Um fator importante que pode também ter influenciado
os resultados foi a possibilidade de absor¢cdo de umidade pelo filme.

Tabela 6 — Resultado do ensaio de impacto Dard Drop

Corpos de Espessura Peso do dardo (mg)

Prova média (mm)
1730 1670 1610 1520 1460 1100 1050 900

CP1 0,48 R * * * * * * *
CP2 0,43 * R * * * * * *
CP3 0,58 * * R * * * * *
CP4 0,48 * * R * * * * *
CP5 0,55 * * * * R * * *
CP6 0’6 * * * R * * * *
CP7 0,36 * * * * * R * *
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CP8 0,38 - T L S . B S,
CP9 0.33 - £ v o+ v 0+ R_*

R: rompeu; * ndo rompeu
Fonte: tabela elaborada pela autora a partir de dados obtidos no ensaio de impacto

realizado.

A FIGURA 12 apresenta as curvas For¢ca X Deformacédo do ensaio de tragao.
Observa-se um comportamento inicial linear correspondente a fase elastica do

escoamento seguida da fase plastica para a posterior ruptura do corpo de prova.

Forca (N)
60.00

R R S R R e R e L e T R EE
e R R R R EEE St EEEEEEEETE

7 T N

12.00

0000
0000 40,00 §0.00 1200 160.0 2000 Deformacio (mm)

CP1 CP2 cP3 CP4 CP5

Figura 12 - Curvas de deformacgao do filme no ensaio de resisténcia a tragdo com
célula de carga + 500KgF e velocidade de ensaio = 10 mm/min

Fonte: Relatdrio de ensaio — Laboratério de Materiais — UNISC

A presenga do plastificante diminui as interacbes da proteina aumentando a
mobilidade das cadeias polipeptidicas tornando os filmes menos resistentes e mais
elasticos (SOBRAL et al.,, 2004). Entretanto a presenga de cromo aumenta as
interacdes ibnicas com as cadeias de colageno levando a um material mais
resistente a tracdo semelhante o que ocorre no couro (HOINACKI, 1989).

A FIGURA 13 apresenta possiveis mecanismos de organizagdo molecular dos
filmes em relagao a presenca de formaldeido, glicerol e cromo no filme de serragem

de couro ao cromo digerida.
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}

Fase plastica onde predomina o
efeito do glicerol.Cadeias
parcialmente  alongadas do
colageno passam a interagir com
ions Cr **, SO*, e Cr 0%,

qual prepondera
interacao maxima
entre os sais de
cromo e as cadeias de
colageno reticuladas
com o formaldeido.

|
|
|
|
| Fase cristalina, na
|
|
|
|
|
[

}

Deformacgao
elastica:
predomina o efeito
do formaldeido
ligado a cadeia de
colageno enroladas .

>

Figura 13 — Possiveis mecanismos de organizagdo molecular dos filmes de
formulados com serragem de couro ao cromo digerida com glicerol e formaldeido

Fonte: esquema elaborado pela autora, 2007.

Na composicao do filme avaliado a adicao de 10 % de glicerol vem de encontro
ao que ja esta publicado, pois na area médica sao usados filmes com colageno que
utilizam preferencialmente glicerol para melhorar a flexibilidade do filme usado com
adesivo de feridas US PATENTS 54182222. Também na area de alimentos, sao
utilizados biofilmes para embutidos de carne que séo constituidos de colageno com
adicao de 17 % de glicerol e para diminuir a rigidez estruturas tipica de filmes de
colageno sao adicionados produtos oleosos a composigao (US PATENTS 5885634).
Entretanto o filme obtido a partir da serragem de couro contém cromo, portanto sua
utilizacdo na area médica e na area de alimentos nao é viavel, necessitando entao

do estudo de sua aplicabilidade.
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3.3.2 Avaliagao do filme quanto a absorg¢ao de agua

No ensaio da avaliagdo do filme quanto a absorgédo de agua foi constatado que
o teor de absorgéo de agua do filme em 45 % na primeira hora de imersdao em agua.
Ao final de 24 horas o filme apresentou teor de absorg¢ao de 47 %.

Os resultados obtidos por Tonhi & Plepis (2002) apontam que filmes obtidos
com colageno apresentam um teor de absor¢édo de em torno de 78 % apds 20 horas
de imersdo em agua..

A absorgao de agua é considerado um fator importante na biodegradabilidade
pois os fungos, como todos os seres vivos, necessitam da agua para realizar o

metabolismo.

3.4 Biodegradacao

3.4.1 Biodegradacao da serragem de couro ao cromo digerida e do filme de

serragem de couro ao cromo digerida

As placas incubadas com amostras de fungos Aspergillus sp. apés o tempo
de incubacdo, foram avaliadas quanto aos padrées de assimilagdo, que incluem
crescimento(C) e esporulagéo (E) do fungo nas placas.

Em ambiente favoravel os fungos se desenvolvem e crescem em forma de
hifas formando uma massa filamentosa chamada de micélio, facilmente observavel
nas placas. O micélio pode ser vegetativo e reprodutor. No micélio reprodutor, as
hifas reprodutivas ou aéreas se projetam acima da superficie sobre a qual o fungo
esta crescendo sustentando os esporos reprodutivos de cores variadas (TORTORA
& FUNKE & CASE, 2003).

As TABELAS 7 e 8 apresentam os padrbes de assimilagdo de serragem de
couro ao cromo digerida (SCD) e de filme de serragem de couro ao cromo digerida

(FSCD), observados apds o tempo de incubagédo de 7 dias a 30 °C.



Tabela 7: Padrdes de assimilagdo de serragem de couro ao cromo digerida (SCD)

Amostra (reverso) Amostra (verso) SCD

C — completo
E - completo, maior
sobre o ponto de

aplicagao da SCD

Aspergillus 2A - G
C — completo

E — completo

Aspergillus C1-lll
C — completo

E — completo

Aspergillus 10 1 - G
N\

Aspergillus FSC-TE-2
C — completo
E — completo, maior

em torno da amostra

Amostra (reverso) Amostra (verso) SCD



Aspergillus L15

C — completo

E — completo e maior
no contorno da

amostra

Aspergillus 12
C — completo

E — completo

Aspergillus 13

\\
A
C — completo
E — completo
\\

Aspergillus 14
\’ C — completo
E — completo, maior no

contorno da amostra

Aspergillus 15

C — completo, maior

sobre o0 contorno da
‘ amostra

E - completo, maior

sobre o contorno da

amostra

Amostra (reverso) Amostra (verso) SCD




Amostra (reverso)

Amostra (verso)

Aspergillus 17

C — completo

E - completo maior
sobre o contorno da
amostra.

Aspergillus 18
C — completo

E — completo

A. flavus
C — completo

E — completo

A. fumigatus USP2
C — completo

E — completo

A. fumigatus USP174
C — completo

E — completo

SCD
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Amostra (reverso)

Amostra (verso)

A. parasiticus
C — completo

E — completo

A. terreus USP1
C — completo

E — completo

A. terreus USP2
C — completo
E - completo

A. terreus CMMI233-3
C — completo

E - completo

A. niger AM-1
C — completo maior entre
os pontos de aplicacao.
E - completo, maior
sobre o0s pontos de
aplicagdo de SCD

SCD
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Amostra (reverso)

Amostra (verso)

A.niger 4

C- completo

E- completo, mais
intenso  sobre  os
pontos de aplicacao de
SCD

A. niger USP9
C — completo

E — completo

A. niger USP336
C — completo
E — no contorno da

amostra

A. niger USP898
C- completo

E- completo

A. niger CMMI
C- completo

E- completo

SCD

57
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Branco
Nao foi observado

crescimento fungico

Fonte: tabela elaborada pela autora.

Tabela 8: Padrbes de assimilagao de filme de serragem de couro ao cromo digerida

(FSCD).

Amostra (reverso)

Amostra (reverso)

Amostra (verso)

Amostra (verso

FSCD

Aspergillus 10 1 - G
C — completo
E - completo, maior

sobre os filmes

Aspergillus 2A - G
C — entre os discos
E - entre os discos,
maior em torno das

amostras

Aspergillus C1-lll
C — completo
E — completo, maior em

torno do filme

FSCD



Amostra (reverso)

Amostra (verso)
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Aspergillus AB6 (2) |
C — completo, maior no
contorno do filme

E — sobre as amostras de

filme
Aspergillus A1
C - completo, maior

sobre o filme
E - completo, maior

sobre o filme

Aspergillus FSC-TE-2
C — completo
E — completo, maior no

contorno do filme

Aspergillus L15

C - completo

E — completo,
principalmente no

contorno do filme

Aspergillus 12
C — completo
E - completo, maior no

contorno do filme

FSCD



Amostra (reverso)

Amostra (verso)
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Aspergillus 13
C — completo
E — completo, maior no

torno do filme

Asperqgillus 14
C — completo
E — completo, maior em

contorno do filme

Aspergillus 15
C - completo

E - completo

Aspergillus 16
C - completo
E - completo, maior sobre

o contorno do filme

Aspergillus 17
C - completo
E - completo, maior

sobre o filme

FSCD
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A. fumigatus USP 2
C — completo
E — completo, maior em

torno do filme

A. fumigatus USP174
C — completo
E — completo, maior em

torno do filme

A. parasiticus
C — completo
E — completo maior em

torno do filme

A. terreus USP1
C — completo
E — completo, porém né&o

observado sobre o filme

A. terreus CMMI 233-3
C — completo, maior em
torno da amostra
E — completo, maior em

torno da amostra

Amostra (reverso) Amostra (verso) FSCD



Amostra (reverso)

Amostra (verso)
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A. niger AM-1
C — completo, maior em
torno do filme
E — completo, maior em

torno do filme

A. niger USP4
C — completo
E — completo, maior no

contorno das amostras

A. niger USP9
C — completo
E — completo e maior no

contorno da amostra

A. niger USP336
C - completo, maior
sobre a amostra
E - completo, maior

sobre a amostra

A. niger USP898
C - completo
E — completo

FSCD
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A. niger CMMI 111
C — completo
E — completo

BRANCO
Nao foi observado

crescimento fungico

Fonte: tabela elaborada pela autora.

Os resultados das TABELAS 7 e 8 demonstram que apds o periodo de
incubacao foram observados diferentes padrdes de crescimento fungico em todas as
placas incubadas com Aspergillus sp.

A esporulagéo de A. terreus CMMI 233-3 ocorreu apenas em torno da amostra
SCD e poucos esporos foram observados sobre amostras de FSCD. Nas placas
inoculadas com A. niger 336 e Aspergillus 14 a esporulagdo ocorreu sobre as
amostras de SCD e somente no contorno das amostras de FSCD; da mesma forma
Aspergillus FSC TE2 apresentou esporulagdo completa na placa com SCD e apenas
no contorno da amostra de FSC. A esporulagédo dos fungos ocorreu de maneira
completa nas demais placas avaliadas

Os fungos utilizam uma grande variedade de substancias obtidas do ambiente
para seu crescimento, que incluem macromoléculas soluveis ou insoluveis.
Polissacarideos, proteinas, lignina, lipidios, dentre outros, precisam ser reduzidos de
tamanho e atingir a solubilidade para serem absorvidos em forma de nutrientes pela
membrana plasmatica dos fungos. Para tanto os fungos secretam enzimas
especiais para degradar estas macromoléculas. Sdo as amilases, esterases,
peroxidases, proteases, dentre outras (PUTSKE & PUTSKE, 2002; TORTORA &
FUNKE & CASE, 2003). Considerando esta caracteristica, é possivel relacionar que
no ensaio de biodegradagéao realizado, o crescimento fungico ocorreu pela agao da
enzima protease sobre o colageno integro ou parcialmente hidrolisado presente na

serragem de couro ao cromo digerida que, ao ser degradado foi utilizado como
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nutriente pelos fungos para promover seu crescimento ( SUKHISYOROVA et al.,
2003). A utilizagao de proteases acidas de A. oryzae, A. saitoi ou de A. parasiticus ja
foi proposto para degradacao de residuos de curtumes em meio de pH 6timo entre 3
a 6 conforme Patente US 4210721.

A capacidade de segregar proteases também esta presente em A. fumigatus,
quando cultivados na presenga de colageno sendo este a fonte de carbono e
nitrogénio para seu crescimento, com maxima atividade proteolitica em pH 9. A
enzima produzida e encontrada no sobrenadante foi purificada por precipitagdo com
sulfato de aménio e filtragcao por eletroforese em gel (MONOD et al., 1991).

A eficiéncia de Aspergillus sp. na degradagao da serragem de couro ao cromo
digerida e dos filmes de serragem de couro ao cromo digerida pode estar
relacionado com os metabdlitos secundarios derivados do metabolismo dos
agucares como o acido kéjico e glucorénico ou de um metabdlito diretamente de
compostos que participam do ciclo do TCA como o acido oxalico (KAPOOR &
VIRARAGHAVAN, 1995; RUJTER, G. J. & VONVERVOORT, P. J. & VISSER, J.
1999; PUTSKE & PUTSKE, 2002)

A esporulacéo nas placas com filmes de serragem de couro ao cromo digerida,
inoculadas por fungos Aspergillus sp., com excegao das amostras com A. niger AM
1 e A. niger USP898, foi mais intensa em torno dos filmes. Este fato pode ser
relacionado com a presenga de glicerol na formulagdo do filme e no metabolismo
primario os fungos que apresentam como a maior parte dos lipidios produzidos,
trigliceridios e seus acidos graxos. Os lipidios podem ser usados como fonte de
energia pelos fungos, sendo os ftrigliceridios hidrolisados por lipases, liberando
glicerol e os acidos graxos. O glicerol, apos fosforilizado e oxidado, pode entrar no
processo glicolitico. Pode-se entédo fazer a relacdo de que os fungos utilizaram o
glicerol presente no filme como uma fonte de energia durante o seu crescimento e
esporulagdo. (TEIXEIRA & FILHO & DURAN, 2000; PUTSKE & PUTSKE (2002);
TORTORA & FUNKE & CASE, 2003).

O cromo presente na solugédo serragem de couro ao cromo digerida e no filme
de serragem de couro ao cromo digerida ndao impediu o crescimento de Aspergillus
sp. Este resultado esta de acordo com os resultados obtidos em estudos anteriores
que comprovaram a capacidade de amostras de Aspergillus sp. na remocao de
metais pesados tais como cadmio, chumbo, niquel e cromo de efluentes. Estudos

indicam que A. niger em condi¢bes favoraveis de pH, temperatura, tipo e
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concentracdo de nutrientes apresenta maior capacidade de remogdo de cromo em
efluente da industria de couro. (KAPOOR & VIRARAGHAVAN & CULLIMORE 1999;
PRASAD & FREITAS, 2000; SEPEHR et al., 2005).

Cabe ressaltar que a presenca de formol na formulagédo ndo compromete a sua
biodegradabilidade, pois em alguns residuos de formol ligados a fontes de nitrogénio
facilmente absorviveis como uréia tem se verificado que alguns fungos geofilicos
podem degradar estes residuos liberando a fonte de nitrogénio e o formol é oxidado
a acidos organicos (JAHNS, T & KALTWASSER, H., 2000).
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CONSIDERAGOES FINAIS

As preocupacdes que visam minimizar os efeitos antropicos sobre o ambiente
sdo constantemente discutidas nos mais diversos setores da sociedade. As
pesquisas de novas tecnologias tornam-se importantes aliados na prevencgéo,
remediacdo e minimizagdo de agressdes ao ambiente. Neste contexto, os estudos
sobre o reaproveitamento e a biorremediagdo de residuos provenientes dos
processos industriais e das atividades humanas sdo amplamente desenvolvidos.

O presente trabalho avaliou a possibilidade da reutilizagdo da serragem de
couro ao cromo, um residuo de curtume. A serragem de couro ao cromo foi digerida
em solugao de acido oxalico 10% num tempo de 45 min a 100°C. A purificacdo de
colageno realizada com o método de precipitagéo, utilizando sulfato de aménio 40%
mostrou-se viavel, entretanto o colageno obtido ainda apresenta cromo residual em
sua composicao. Este problema pode ser minimizado com o aumento das etapas de
precipitacdo-solubilizagdo do colageno.

A serragem de couro ao cromo digerida foi utilizada na obtengdo de um filme
com a formulagéo de glicerol 10 % e formaldeido 2 %. No ensaio de resisténcia a
tracao foram observados valores para resisténcia a tracdo de 13,2 N e de
deformacéao na ruptura de 26,9 %.

Os possiveis mecanismos de organizagdo molecular dos filmes em relagéo a
presenca de formaldeido, glicerol e cromo no filme de serragem de couro ao cromo
digerida foram descritos como segue. Na deformacéao elastica predomina o efeito do
formaldeido ligado a cadeia de colageno enroladas. Na fase plastica onde
predomina o efeito do glicerol e as cadeias parcialmente alongadas do colageno
passam a interagir com ions Cr **, SO%, e Cr O%; Na fase cristalina prepondera a
interacao maxima entre os sais de cromo e as cadeias de colageno reticuladas com
o formaldeido.

O filme apresentou um teor maximo de Absorgéo de agua de 47% em 24 horas

e atingindo 45% na primeira hora do ensaio.
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A biodegradacdo é um recurso importante na remediacdo de agentes
poluidores e a utilizagdo de Aspergillus sp. contribui nesta forma de biorremediagao
de poluentes.

Nos ensaios de biodegradagao da serragem de couro ao cromo digerida e dos
filmes formulados a partir da serragem de couro ao cromo digerida, foi observado
crescimento e esporulagdo das amostras de fungos Aspergillus sp nas placas. Os
resultados mostraram a eficiéncia do Aspergillus sp. na degradacao da serragem de
couro ao cromo digerida em presenga de cromo e da mesma forma na degradagao
dos filmes com presenga de glicerol e formaldeido na formulagéo

O presente trabalho vem de encontro as preocupagbes da Tecnologia
Ambiental. Ao propor a obtencdo de um novo material com a serragem de couro ao
cromo digerida, possibilita-se a reutilizagdo de um residuo altamente téxico
proveniente de um processo industrial. Além disso, houve a preocupacao em avaliar
a biodegradabilidade deste novo material, que depois de esgotada a sua utilizagao
pode ser degradado por fungos e reincorporado ao ambiente tornando-se integrante
do ciclo de nutrientes.

Cabe ressaltar que as pesquisas relacionadas com o filme obtido com a
serragem de couro ao cromo digerida estdo apenas na fase inicial. Propde-se
futuros estudos relacionados com as concentragdes dos componentes do filme, bem
como a otimizacdo do processo de elaboracéo do filme e indicagao de possibilidades
da aplicabilidade do filme elaborado como, por exemplo, na propria industria do

couro.
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