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Resumo

A procura por tecnologias que minimizem o consumo de agua e o potencial poluidor
da industria do couro tem aumentado. O uso de enzimas em diversas etapas
produtivas deste processo é uma alternativa cada vez mais comum, pois além de ser
considerada tecnologia limpa, acelera o processo produtivo. O objetivo deste
trabalho foi analisar o desempenho de oito enzimas comerciais (A1, B1, B2, B3, C1,
C2, C3 e C4) fornecidas por trés empresas do setor (A, B e C) em processos
chamados coenzimaticos, com teores reduzidos de produtos quimicos, nas etapas
de remolho, depilagdo/caleiro e purga, por meio da comparagdo com processos
tradicionais puramente quimicos. Na etapa de remolho foi verificada a influéncia do
tempo de processamento, tipo e concentragdo de enzima, sendo a pele analisada
quanto ao teor de gorduras e matéria volatil e o banho analisado com relagdo a
concentragdo de cloretos, solidos  totais, fixos e volateis. Na etapa de
depilacao/caleiro foi estudada a influéncia do tempo, tipo e concentracdo de enzima,
em comparagdo com dois processos quimicos (tradicional e reduzido), sendo
analisada a pele em diferentes tempos de processo (via analise de MEV). Na etapa
de purga, o processo foi avaliado com relacdo ao tipo de enzima aplicada e ao
tempo de processamento. Ao todo foram realizados 24 testes (12 de remolho, 6 de
depilagao/caleiro e 6 de purga) e em todos eles, além das analises citadas
anteriormente, foram feitas analises de Carbono Organico Total (COT) e Proteina
Soluvel (método de Lowry) nos banhos. Adicionalmente, foi determinada a atividade
das enzimas A1, B3 e C3 frente ao colageno e das enzimas A1, B3, C3 e B1 frente a
lipideos. Em geral, os resultados apontam que o0s processos coenzimaticos

alcangcam um maior potencial de remoc¢édo de matéria organica, quando comparado






aos processos puramente quimicos, destacando-se as enzimas C1 no remolho e B1
e B2 na depilagado/caleiro. Na purga as enzimas apresentaram desempenho
semelhante, destacando-se as enzimas B3 e C3. Os testes de determinagao da
atividade enzimatica demonstraram que a enzima B3 nao apresenta atividade frente
ao colageno, enquanto que as enzimas A1 e C3 possuem atividade frente a este
substrato. Ja para a atividade lipolitica, o maior desempenho foi verificado para a
enzima A1. A utilizagcdo de enzimas em curtumes tem sua eficacia comprovada na
etapa de purga, recentemente na depilagao/caleiro e remolho também apresentou

resultados positivos.

Palavras-chave: Processamento de couros, biotecnologia, enzima, processos
coenzimaticos






Abstract

The search for technologies that minimize water consumption and pollution potential
of the leather industry has increased. The use of enzymes in various productive
stages of this process is a common alternative, since it is a clean technology and
accelerates the process. The aim of this study was to analyze the performance of
eight commercial enzyme (A1, B1, B2, B3, C1, C2, C3 and C4) provided by three
companies in the sector (A, B and C) in processes appointed co-enzymatic, with
reduced levels chemicals on the steps of soaking, dehairing/liming and bating, by
comparison with the traditional purely chemical. In the stage of soaking was seen
from the influence of processing time, type and enzyme’s concentration, being the
skin analyzed for fat content and volatile matter and bath analyzed with respect to the
concentration of chloride, total solids, fixed and volatile. In step dehairing/liming was
studied the influence of time, type and enzyme’s concentration, compared with two
chemical processes (traditional and reduced) and the skin was treated at different
process times (by SEM analysis). In the bating step, the process was evaluated for
the type of enzyme used and the processing time. Altogether 24 tests were
performed (12 of soaking, 6 of dehairing/liming and 6 of bating) and all of them,
besides the previously mentioned tests were analyzed for Total Organic Carbon
(TOC) and Soluble Protein (Lowry method) in baths. Additionally, it was determined
the activity of enzymes A1, B3 and C3 against the collagen and enzymes A1, B3, C3
and B1 front of lipids. In general, the results indicate that the co-enzymatic processes
reach a greater potential for removal of organic matter when compared to purely
chemical processes, especially the enzymes in the soaking C1, B1 and B2 in
dehairing/liming. In bating, the enzymes showed similar performance, especially

enzymes B3 and C3. Tests for determination of enzyme activity showed that the






enzyme has no activity against B3 to collagen, while the A1 and C3 enzymes have
activity against this substrate. As for the lipase activity, the greatest effects were
observed for the enzyme A1. The use of enzymes in leather processing has proven
effective in purging step recently in soaking and dehairing/liming also had positive
results.

Keywords: Leather processing, biotechnology, enzyme, co enzymatic process
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Introducao

A produgdo mundial de couros segue em ritmo de aumento nos ultimos anos.
Conforme Gupta (2000), a contribuicdo de paises desenvolvidos na produgdo de
couro declinou de 74% para 47%, enquanto que a produgdo nos paises em
desenvolvimento aumentou de 26% para 53%, nas ultimas trés décadas do século
XX.

O compéndio estatistico mundial de 2010, langcado pela Organizagdo das
Nacoes Unidas para a Agricultura e Alimentagao, FAO (2010), apontou que, no ano
de 2008, o rebanho de bovinos alcangou a marca de 1,57 bilhdes de cabecas de
gado, correspondendo a aproximadamente 6,1 milhdes de toneladas de pele
salgada. O comércio mundial de couros e artigos bovinos evoluiu de US$ 4 bilhdes
na década de setenta para US$ 58,2 bilhdes em 2007 (FAO, 2010).

No Brasil, a industria do couro tem um papel importante na economia. A
Tabela 1, elaborada a partir de dados do relatério da FAO apresenta a evolugao do
setor entre a década de 90 e o ano de 2007, onde, segundo a FAO, o Brasil ocupa
posicao de destaque no setor coureiro, sendo considerado o quarto maior produtor e

o terceiro exportador mundial de couros bovinos.

Segundo dados de 2008 do Centro das Industrias de Curtumes do Brasil
(CICB), o setor coureiro-calgadista movimentou um PIB estimado em US$ 3,5

bilhdes, contribuindo com cerca de 8% para o saldo da balanga comercial brasileira;



disp6e de 800 empresas de produgao e processamento de couro e gera em torno de
50 mil postos de trabalho, Silveira (2009). O Rio Grande do Sul, por sua vez,
contribui com o maior numero de estabelecimentos de curtimento (220 em 2008)

gerando 15.821 empregos no Estado, conforme Santos (2010).

Tabela 1: Dados do setor pecuario (bovino) e coureiro

Década de 90 2007 Descrigao
145 milhdes 224 milhdes Rebanho de cabecas de gado
22,7 milhdes 37,6 milhdes Quantidade peles salgadas
454,7 milhdes ton 752 milhdes ton Pele salgada produzida
100 ton 6900 ton Pele salgada exportada
US$ 0,1 milhdes US$ 2,7 milhdes Pele salgada comercializada
21 milhdes ton 35 milhdes ton Couro heavy produzido
3800 ton 2700 ton Couro heavy importado
2100 ton 18200 ton Couro heavy exportado
US$ 20,2 milhges US$ 214,5 milhdes Couro heavy comercializado

Fonte: FAO (2010)

Se por um lado, a industria do couro utiliza como matéria-prima um
subproduto da industria da carne (que poderia resultar em ganho ambiental), por
outro, o processo produtivo, que visa a transformacado da pele em couro, necessita
de um grande volume de agua e agentes quimicos, o que, somado ao mau cheiro e
a grandes volumes de efluentes, acaba por tornar negativa a imagem desta

industria.

Os processos de ribeira e curtimento, de acordo com Ramirez et al. (2003),
produzem cerca de 80% da poluicdo gerada pelos curtumes, destacando-se a
geracao de gases nocivos como sulfeto de hidrogénio, lodos contendo cal, enxofre e

cromo, além do imenso volume de agua que € utilizado.

Para Rao et al. (2003), a industria do couro emprega cerca de 30.000 a
40.000 litros de agua por tonelada de pele processada, gerando em torno de 250 kg
de couro curtido. Transpondo-se estes numeros para uma escala mundial, o
consumo de agua passa a ser enorme. Segundo Rajamani et al. (2008), o
processamento meédio de couros no mundo € de 50.000 ton/dia e a descarga de

efluente é superior a 150 milhdes I/dia.



INTRODUCAO 3

O efluente dos curtumes, segundo Passos (2007), € composto principalmente
por matéria organica, proveniente da pele (sangue, proteinas removidas, esterco,
pélos dissolvido, gorduras emulsionadas); sais (provenientes dos processos de
conservagao da pele); calcio (proveniente do caleiro) e cromo (oriundo das etapas

de curtimento e recurtimento).

Os residuos solidos provenientes do processamento das peles e gerados

como subprodutos em curtumes sao de trés tipos:

o Restos de peles retirados em etapas anteriores ao curtimento;

o Restos de peles curtidas (ou seja, de couro);

o Lodos provenientes dos sistemas depuradores de efluentes liquidos.
Segundo Pacheco (2005), para cada tonelada de pele a ser processada, sao

geradas as quantidades de residuos mencionadas abaixo:

o Residuos de ribeira: 120 kg na forma de recorte e de 70 a 230 kg de
carnagas (muitas vezes a operacao de pré-descarne é realizada nos
abatedouros, o que pode causar a variabilidade mencionada);

o Residuos da etapa de curtimento: 115 kg como recortes e
aproximadamente 100 kg como farelo de rebaixamento;

o Residuos da etapa de acabamento: 32 kg na forma de recortes e 2
kg na forma de po.

Ha ainda uma quantidade de materiais que sao extraidos por meio de banhos

de tratamento e que se concentram no lodo final do efluente tratado.

Entre os fatores poluidores é importante salientar o emprego de sais de cromo
no processo de curtimento, gerando residuos com a presengca de cromo, que
segundo a norma brasileira NBR-10004 da ABNT, sao classificados como Residuos
Classe | - Perigosos, necessitando tratamento e disposicdo especifica. O
gerenciamento pela industria deste tipo de residuo tem gerado grandes problemas

devido a dificuldade de se encontrar local adequado para disposigao final.

As entidades e 6rgaos de regulamentagées ambientais em todo mundo tém
atuado no sentido de minimizar a poluicdo gerada pela atividade humana,
principalmente nas industrias. Isto torna os limites de emissao de efluentes cada vez

mais restritivos, obrigando o setor industrial a buscar e implementar novas



tecnologias produtivas menos agressivas ao meio ambiente, tratamentos de
efluentes e residuos mais eficientes e produtos biodegradaveis, ou que possam ser
reciclados apds sua vida util. No Rio Grande do Sul, por exemplo, a legislagao
ambiental € a mais restritiva do pais, com relagdo aos limites de emissao de

efluentes.

Contudo, mudangas estdo sendo introduzidas no setor coureiro objetivando a
minimizagdo do impacto desta atividade no meio ambiente. Foram desenvolvidos
trabalhos especificos para os curtumes nas areas de reciclo de banhos, Passos
(2007); otimizagcdo da dosagem de produtos quimicos, Aquim (2004); recuperagao
do cromo contido no lodo e nos residuos da operagao de rebaixamento por Kupec et
al. (2002), Pereira (2006), Amaral et al. (2008), Dettmer (2008), Kanagaraj et al.
(2008) e Silva (2008); utilizagdo de enzimas, por Crispim e Mota (2003), Choudhary
et al. (2004), Anandan et al. (2008), Bhavan et al. (2008), Rajput (2009) e Gutterres
et al. (2009).

O uso da biotecnologia pela industria (ou “White Biotechnology”, como se
popularizou) tem sido citado como uma promissora alternativa no combate a
poluicdo, indo em direcdo ao desenvolvimento sustentavel. No entanto, o “gargalo
deste funil” para muitos produtos e processos, de acordo com Frazzetto (2003), seria

a viabilidade econbmica.

A utilizacdo de enzimas no processamento de couros, segundo Herrmann
(2006), apresenta uma série de vantagens em relacdo aos processos tradicionais,
tais como: economia de tempo, melhor rendimento de area, maior facilidade no
tratamento de efluentes, através de redugcdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), redugéo ou até a substituicdo do
uso de reagentes altamente poluentes, como sulfetos, melhor aproveitamento de

cromo e corantes pela pele, além da economia de energia e agua.

No entanto, o uso desta tecnologia n&o é novidade para os curtumes, que ja
utilizavam enzimas desde antes da sua descoberta. A etapa de purga popularizou o
uso de enzimas na industria coureira devido a limpeza que estas promovem a pele e
atualmente ja existem produtos enzimaticos desenvolvidos para outras etapas do

processamento. No entanto, a baixa especificidade destas enzimas disponiveis
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comercialmente € um fator limitante da sua aplicagéo.

1.1. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo aplicar enzimas comerciais nas etapas
de remolho, depilagao/caleiro e purga com a finalidade de tragar um comparativo
entre 0s processos puramente quimicos e 0s processos coenzimaticos (que aplicam
agentes quimicos e enzimas). Com esta finalidade, foram desenvolvidos 24 testes
em fuldes de bancada, com diferentes formulagdes (quimicas e coenzimaticas) para
os processos em estudo. Para tracar esta comparacao, apds a realizacdo dos testes
foram feitas analises nos efluentes e nas peles, com o intuito de verificar a qualidade
da pele obtida e a quantidade de matéria organica removida em cada um. Por fim,
foram determinadas, por meio de anadlises, as atividades de algumas enzimas

comerciais frente a colagenos e lipideos.

1.2. Limitagdes do Trabalho de Pesquisa

A investigacdo cientifica na qual se baseia esta dissertacdo de mestrado

apresenta algumas limitagdes quanto a sua interpretacdo. Sao elas:

e Pele Utilizada: Os testes somente utilizaram pele proveniente da regido do
grupao proveniente de um unico animal, cuja finalidade foi atenuar as
diferencas de composicao existentes entre as regides de uma mesma pele.
No entanto, sabe-se que, mesmo na regido do grupao, existem diferencas
na composi¢cao e por se tratar de material de origem biolégica, ndo é
possivel eliminar esta variabilidade, apenas atenua-la por meio de
processos de aleatorizacdo das amostras, conforme feito.

e Escala de Trabalho: Em fungdo do numero de testes feitos e da area util
de pele, utilizou-se a escala de bancada para contemplar todas as etapas
testadas (remolho, depilagdo/caleiro e purga). No entanto, sua utilizagéo foi
bastante trabalhosa, uma vez que as formulagdes co-enzimaticas previam
o uso de pequenas quantidades de enzimas, na ordem de 10? gramas.
Logo, supbe-se que também possam existir erros inerentes a pesagem de
produtos, principalmente enzimas sélidas, que apresentam substancias que
funcionam como carga, cujo objetivo € a estabilizagdo do produto.

e Divisao e Descarne: Apds a etapa de depilacdo/caleiro, usualmente, a



pele passa pelo processo de descarne e divisdo, onde a mesma é
separada em duas partes e posteriormente € é feito o processo de
desencalagem. No caso de experimentos em escala de bancada, onde as
peles possuem poucos centimetros quadrados de area, ndo € possivel
realizar a divisdo da pele, logo a etapa de desencalagem das peles
utilizadas nos testes de purga nao seguiu a formulagao fornecida, sendo o

controle feito apartir do pH dos banhos.

1.2. Estrutura do trabalho

Este trabalho foi dividido em cinco capitulos. No Segundo Capitulo, encontra-
se a revisao bibliografica dos conceitos fundamentais utilizados neste trabalho, onde
sdo apresentados conceitos relacionados a pele (sua estrutura e composigéo),
bioquimica molecular (aminoacidos, polipeptideos, proteinas e enzimas), conceitos
basicos sobre o processamento de peles, em especial aqueles relacionados as
etapas em estudo neste trabalho, e, por fim, o estagio atual de desenvolvimento e

utilizacdo de enzimas em curtumes.

A metodologia experimental utilizada neste trabalho é apresentada no
Capitulo 3. Neste capitulo sao descritos os materiais utilizados (reagentes e
matérias-primas), a metodologia empregada nas analises também é apresentada,

porém, sua descricido encontra-se N0os anexos.

No Capitulo 4, os resultados das analises feitas a partir dos banhos residuais
ou peles sao apresentados e discutidos, bem como os resultados dos ensaios de

determinacdo da atividade enzimatica.

Por fim, no Capitulo 5 sdo apresentadas as principais conclusdes retiradas

dos experimentos e algumas sugestdes e comentarios também foram feitos.



Revisao Bibliografica

Neste capitulo serdo apresentadas informagdes encontradas na literatura a respeito
dos conceitos utilizados no decorrer do trabalho, tais como a histologia da pele,
conceitos fundamentais de bioquimica e processamento de couros, além de uma

revisdo sobre a aplicacdo de enzimas na industria coureira.

2.1. Pele

A maior quantidade de pele utilizada na manufatura de couro é proveniente de
bovinos, cabras, ovelhas, porcos e bufalos. Peles de coelhos, avestruz, cavalos,
animais selvagens e outras classes como répteis, peixes e anfibios tém menor
importancia comercial. Para esta industria as propriedades da matéria-prima sao de
grande impacto no produto final, pois na maioria dos couros mais de 50% da massa

final consiste em proteina originaria da pele (HEIDEMANN, 1993c).

A pele de cada espécie animal tem suas caracteristicas de espessura,
comprimento, largura, estrutura fibrosa e desenho de superficie. As propriedades
fisicas também sao especificas. Até mesmo dentro de uma espécie as propriedades
das peles sado dependentes da raca, idade e habitos nutricionais do animal.
Entretanto, pode-se afirmar que ha mais semelhancas que diferengas entre as peles
animais, pois as estruturas de proteinas como colageno, elastina ou queratina séo
as mesmas em todas as espécies animais (HEIDEMANN, 1993c; GUTTERRES,
2004).



Classifica-se a pele como érgéo integrante do sistema tegumentar, pois € um
tipo de tecido epitelial de revestimento. Este 6rgdo exerce diversas fungdes, tais
como, regulacdo térmica, defesa organica contra acdo patogénica de
microorganismos, controle do fluxo sanguineo, protecdo contra choques mecanicos,

reserva de nutrientes, além de fung¢des sensoriais (calor, frio, pressao, dor e tato).

2.1.1. Estrutura da Pele

Assim como as demais espécies de mamiferos, a pele dos bovinos € formada
basicamente por trés camadas, cada qual com sua fungdo e constituicdo quimica
propria. A camada superior € conhecida como epiderme, a camada intermediaria € a

derme e a camada inferior € a hipoderme.

Um esquema ilustrativo é apresentado na Figura 1, onde é possivel observar

as estruturas a partir de um corte de pele.

by R4 .
| :[ epiderme
— =S & L derme
mitseoretar do pila AT W | -
gliinduln Pl v i
sohdficen ~ "} | «‘
I¢ |
‘if:‘ » | hipoderme-

b ;
| ~ veia

“artéria

glinduln suderipara

Figura 1: Esquema de um corte de pele;

Fonte: Wikipédia
Epiderme

A epiderme ¢é uma camada estratificada e escamosa (constituida
principalmente por queratina), caracterizada pela auséncia de matriz extracelular e
de vasos sanguineos, cuja profundidade é variavel, alcangando maior espessura em
regides de maior atrito. A origem da epiderme esta no estrato basal, ou camada

germinativa, regiao responsavel pela formagao e posterior diferenciagcao das células.
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O processo de queratinizagdo ocorre a partir do estrato granuloso em células
chamadas queratindcitos, onde, a medida que as células vao se diferenciando e se
aproximando da superficie, a quantidade de queratina presente aumenta, até a

ocorréncia da morte celular e sua posterior descamagao (HEIDEMANN, 1993c).

A epiderme ainda contém melandcitos e células imunitarias. Os anexos
cutaneos (pélos, foliculo piloso, glandulas sebaceas e sudoriparas) também estéo
presentes na epiderme dos mamiferos, estendendo-se até a derme. A juncao entre
epiderme e derme tem a forma de papilas, que conferem maior superficie de contato

e facilitam a difusao de nutrientes, além de maior resisténcia ao atrito da pele.

Os foliculos pilosos sdo multifuncionais, eles contém em sua base, células
responsaveis pela regeneragao dos pélos, além de serem responsaveis pela fixagao
destas na pele. O conhecimento destas estruturas é de extrema importancia para a
industria do couro, pois a etapa de remocéo dos pélos no processamento do couro é
crucial (HEIDEMANN, 1993c).

Quanto a estrutura, a raiz dos pélos é localizada no fundo do foliculo e
consiste de um bulbo capilar cujo didmetro € maior que o didmetro da cavidade. O
bulbo contém células as quais se diferenciam pelo crescimento, saindo da matriz em
direcdo a cavidade do pélo. A superficie da cavidade do pélo & recoberta por
material queratinoso, cuja fungao é dar sustentacdo ao pélo. Nesta cavidade existe
uma zona de queratinizacdo onde a queratina fracamente formada torna-se uma
queratina altamente resistente devido ao alto grau de “crosslink” da estrutura
(HEIDEMANN, 1993c).

Derme

A derme, ou cérium, € a camada de interesse para os curtumes e representa
cerca de 85% da espessura da pele bovina. Apenas a derme sera transformada em
couro apos a remogao da epiderme, anexos cutaneos, hipoderme, vasos
sanglineos e sangue. Este tecido é classificado como conjuntivo fibroso, sendo
constituido por colageno e elastina, além de outros elementos da matriz extracelular
(dgua, proteinas estruturais, proteoglicanos e ions). Neste tecido estdo localizados
0s vasos sanguineos e linfaticos que vascularizam a epiderme e também os nervos

e 0rgaos sensoriais a eles associados, (MONTAGNA, 1962).
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Hipoderme

A hipoderme ou subcutis € um tecido conjuntivo adiposo, que tecnicamente
nao faz parte da pele, entretanto localiza-se abaixo da derme e acima dos musculos.
E formada por adipdcitos (células com alto conteudo de triglicerideos) que se
agrupam em lobos gordurosos, os quais sao limitados por fibras colagenas oriundas
da derme. A hipoderme participa do isolamento térmico e na protegcdo contra
choques mecénicos e traumas externos, além de atuar como reservatorio energético
(HEIDEMANN, 1993c).

2.1.2. Composicao da pele (constituintes moleculares)

As principais proteinas constituintes da pele sdo queratinas, na epiderme;
colagenos e elastina, na derme; além de triacilglicerdis (mais conhecidos como

triglicerideos), na hipoderme.
Triacilglicerdis

Também chamados de triglicerideos, sédo um dos tipos de lipidios existentes.
Sua estrutura é formada por uma molécula de glicerol (alcool) ligada a trés
moléculas de acidos graxos (acidos carboxilicos de cadeias longas), que podem ser

todas iguais ou diferentes, saturadas ou ndo, porém, quase exclusivamente com

cadeias em numeros pares, como demonstra o esquema da Figura 2.

Oleos (assim classificados por encontrarem-se no estado liquido a
temperatura ambiente) ou gorduras (encontram-se no estado soélido) séao
misturas complexas de triglicerideos cuja composigdo dos acidos graxos varia de

acordo com o organismo que o produz.

H o
1 I
H H-C-0-C-R,
1 | a
H-C-0OH n
1 H-C-0-C-R,
H-C-0H | o
! I
H-C-OH o H-C-0-C-R,
I I 1
H H-0-C-R H
Glicerol Acido Graxe Triglicerideo

Figura 2: Esquema das moléculas de triglicerideos
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Sua fungao principal é a estocagem de energia. Gorduras sdo capazes de
liberar seis vezes mais energia metabdlica que a mesma massa de glicogénio
hidratado, especialmente nos triglicerideos saturados, pois cada ligagcdo C — H é um

sitio em potencial para a reacao de oxidacao (VOET et al., 1999e).

Elastina

Elastina constitui entre 2 e 3% do total da proteina encontrada na pele de
bovinos adultos, entretanto € encontrada em maiores proporcbées em vasos

sanguineos, tenddes, ligamentos e na camada papilar da pele.

Na pele, a elastina esta arranjada na forma de redes fibrilares paralelas a
superficie da pele, acumulando-se ao redor dos foliculos pilosos, células de gordura,
parede de vasos sanguineos (tanto externamente como internamente) (ROBERT,
2002).

Debelle e Tamburro (1999) e Debelle e Alix (1999), em seus trabalhos,
descrevem diversos arranjos para elastina, bem como para o colageno. Alfa-elastina
e kappa-elastina sdo as unidades mais comuns, que podem se agrupar em
estruturas maiores, como tropo-elastina (massa molar de 70 kDa) e pro-elastina

(massa molar de 140 kDa).

A molécula de elastina € caracterizada pelo alto conteudo de aminoacidos
apolares: glicina, alanina, prolina e valina, e é confirmada pelo baixo teor de

aminoacidos polares basicos: lisina, histidina e arginina (HEIDEMANN, 1993c).

Queratinas

Queratina é uma classe de escleroproteinas que possui duas formas basicas,
de acordo com uma classificagdo evolucionaria das espécies, segundo Voet et al.
(1999f), as queratinas dividem-se inicialmente em a-queratinas, que ocorrem em

mamiferos e 3-queratinas, que ocorrem em passaros e répteis.

As a-queratinas podem ainda ser divididas em “softf’, encontradas no tecido
epitelial e bulbos pilosos e “hard” encontradas em pélos, chifres unhas e outras
estruturas mais duras. A diferenciacao entre estas duas formas da proteina da-se

pelo conteudo de cistina que é maior na forma “hard” (MARSHALL et al., 1991).
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O enxofre € o elemento mais caracteristico de uma queratina, pois se
encontra presente em quantidade muito superior, quando comparado a sua
presenga em outras moléculas organicas. Este elemento quimico esta presente na
cisteina e cistina (dipeptideo resultante da unido de dois aminoacidos cisteinas),
sendo responsavel pela formacado das pontes dissulfidicas, que tornam a estrutura
mais coesa devido a for¢ca deste tipo de ligacdo. Além das pontes dissulfidicas,
pontes de hidrogénio também estao presentes na queratina auxiliando a estabilidade

estrutural da proteina, conforme afirmam Magin et al. (2007).

A Figura 3 apresenta as estruturas presentes num corte esquematico de um

pélo.

epicuticula

exociticula

proteinas
com pouco

endocuticula

proteinas
com muito

Cuticula

molécula de

alfahélice  popocolageno matriz
pocolag 5 parede celular:

microfibrila macrofibrila para cell  ortho cell

cortex

I
1 2 7 200 2000 20 0000 nm

Figura 3: Esquematizagéo das estruturas presentes no pélo;

Fonte: Sierpinski-Hill et al.

Nos pélos, a queratina pode ser dividida em trés grupos distintos, um deles,
conhecido como alfa-queratina (n&o confundir com a classificagdo anterior) é
caracterizado pelo baixo teor de enxofre, em torno de 5% (com conteudo de cistina
correspondendo de 3 a 5%), possui massa molar média entre 45 e 55 kDa, cuja
estrutura terciaria da molécula é do tipo a-hélice. O segundo tipo, beta-queratina, é
composto por um percentual de enxofre proximo a 8% (e 20% de cistina na
composi¢cdo de aminodacidos). Estas proteinas sao do tipo “ndo estruturadas” com
massa molar média entre 10 e 25 kDa e preenchem o0s espagos entre elementos
fibrosos com uma massa muito sélida. O terceiro grupo chamado gama-queratina é

caracterizado pelo alto teor de glicina-tirosina, cuja composicéo € de 5 a 10% de
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cistina, 20 a 35% de glicina e 15 a 20% de tirosina. Sdo proteinas globulares
presentes na matriz das microfibrilas e de menor peso molecular (aproximadamente
15 kDa) (SIERPINSKI-HILL et al, in press.; HEIDEMANN, 1993c) .

Colageno

O termo colageno, ou colagénio, designa uma familia de proteinas insoluveis
fibrosas encontradas em animais multicelulares. Essas proteinas sdo encontradas
no tecido conjuntivo, em ossos, dentes, tenddes, pele, musculos, vasos sanguineos
e olhos, corresponde a aproximadamente 25% em massa de todas as proteinas

existentes nos mamiferos (VOET et al., 1999f).

A Tabela 2 apresenta as principais caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-

quimicas das moléculas de colageno, segundo Gutterres (2004).

Tabela 2: Caracteristicas especiais do colagénio

Caracteristicas do colagénio

Quimicas Fisico-quimicas Fisicas

] e Soluvel em agua quente | e Estriacdo especifica
* Unica proteina que tem sob tratamento acido ou | visivel em  microscopio
elevado conteddo em alcali, para formar gelatina ou | eletrénico;
hidroxiprolina; cola, precipitaveis com | e Reflexdo de baixo angulo
e Presenga de hidroxilisina

(especifico), alto conteudo em

glicina e prolina e cisteina

apenas em tragos;

Apresenta baixo conteudo de

aminoacidos aromaticos;

e Em estado natural é
decomposto por colagenase, no
entanto, nao por outras
proteases;

e  Carater anfétero;

e  Exibe especial coloracdo em

preparacgao histolégica;

substancias curtentes;

¢ Insolivel em agua fria;

e Acima da temperatura de
retracdo retrai a 1/3 do
comprimento original,

e Inchamento osmético e
liotrépico em  condicbes
acidas ou basicas;

e O

desnaturagao;

tropocolageno sofre

em raios-X;

e Comportamento
viscoelastico caracteristico;
e Estrutura porosa depois

de curtido;

Fonte: Gutterres (2004)
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A proteina classificada como colageno tem como principais caracteristicas
sua conformagao em hélice tripla (formada a partir de trés cadeias polipeptidicas) e
seu conteudo de aminoacidos, onde a quantidade de residuos de hidroxiprolina
presente € muito superior a quantidade encontrada nas outras proteinas existentes
na natureza (LEHNINGER, 1976).

Estrutura molecular e composi¢cao

A estrutura primaria destas proteinas é determinada pela sequéncia dos
residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica (a-peptideos) e responsavel pela
formacado dos diversos tipos de colageno. Atualmente quase trinta tipos ja foram
descobertos e embora haja diferenga quanto a sequéncia de residuos de
aminoacidos nas cadeias, alguns deles se encontram em percentuais fixos em todos
os tipos, como glicina, alanina e hidroxiprolina que correspondem respectivamente a
33, 11 e 9% dos residuos de aminoacidos presentes em cada um dos tipos de
colageno (LEHNINGER, 1976).

A estrutura secundaria dos colagenos € bastante semelhante a a-hélice
(encontrada na a queratina). Entretanto Pauling e Corey (1951) e Ramachandran e
Kartha (1954), com o auxilio da difracao de raios-X, observaram um padrao diferente
entre estas duas estruturas e concluiram que a estrutura secundaria dos colagenos
€ uma hélice orientada para direita, formada por trés cadeias polipeptidicas, onde
cada uma das cadeias € uma hélice orientada para a esquerda com passo de trés

residuos (tripletos). O esquema destas estruturas é apresentado na Figura 4.
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Figura 4: Estrutura de uma tipica molécula de colageno. (A) Modelo para uma unica cadeia

polipeptidica com esferas representando os aminoacidos. (B) Modelo representativo de parte do

tropocolageno. Fonte: Albert et al. (1983)
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O tripleto mais comum em colagenos corresponde a sequéncia de
aminoacidos GLI-X-Y, onde GLI representa a glicina, X é freqlientemente prolinae Y
algumas vezes € hidroxiprolina e outras é hidroxilisina. Todo terceiro residuo de
cada cadeia polipeptidica passa no centro da hélice tripla, a qual é tdo carregada,
que somente residuos de glicina, devido ao tamanho do seu grupamento lateral (um
atomo de H), sdo capazes de se encaixar no interior. Além disso, a glicina é
responsavel pela coesao da molécula de colageno (tropocolageno), pois forma
pontes de hidrogénio entre o seu grupamento amino e o oxigénio da carboxila de
residuos da posi¢céo X de uma cadeia polipeptidica adjacente. Pela mesma raz&o, os

anéis de prolina e hidroxiprolina apontam pra fora, pois ajudam a estabilizar a hélice.

O conteudo de aminoacidos € uma caracteristica particular de cada tipo de
colageno e varia com a localizacao e fungao de cada um deles. Para o colageno tipo

I, 0 mais abundante, é apresentada a Tabela 3 que demonstra este perfil.

Tabela 3: Contetido de aminoacidos de relevancia para o colageno tipo |

Aminoacido Conteudo de aminoacido (%) Numero por molécula
Glicina 33.4 1016
Prolina 12.9 392
Alanina 10.5 319
Hidroxiprolina 9.2 280
Acido Glutamico 4.6 140
Glutamina 26 79
Arginina 4.8 146
Acido Aspartico 3.5 106
Aspargina 1.3 40
Serina 28 116
Leucina 2.5 76
Lisina 25 76
Valina 1.9 58
Treonina 1.7 52
Fenilalanina 1.3 40
Isoleucina 1.1 33
Hidroxilisina 0.7 21
Metionina 0.7 21
Histidina 0.5 15
Tirosina 0.5 15

Fonte: Reich (2007a)
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O tropocolageno pode ser representado por trés tripletos (GLI-X-Y)n, onde n
depende do tipo de colageno. Para o colageno tipo |, por exemplo, é
aproximadamente trezentos e cinquenta, uma vez que cada cadeia polipeptidica
possui aproximadamente mil residuos de aminoacidos. O comprimento da molécula
também é variavel com o tipo, podendo medir de 150 a 450 nm e o didmetro gira em

torno de 1,5 nm.

Estrutura fibrilar

Via de regra o tropocolageno agrupa-se formando estruturas maiores. Isto é
possivel gracas as ligagcdes covalentes formadas entre os residuos de lisinas de
moléculas adjacentes, em um processo catalisado por uma enzima conhecida como
lisil oxidase. Esta enzima ataca os residuos de lisina retirando o grupamento amino
em cada residuo, isto faz com que a reatividade do grupamento aldeido seja
aumentada. Os aldeidos reagem espontaneamente para formarem entre si ligagdes

covalentes. A Figura 5 ilustra este processo.

®
\ Residus de Lisina
(CH,), —— NHz*
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NH*
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‘Resl’duo de Lisina

r 0, Tropocolageno
rrrrrrrrrrr L ]
Tropocolagene | — Grupamento
(CH);— C —— H) Carbonila
| G
2
CH), —— CH, —Cc=—=0)
Formagéo de ligagio Tropocolageno
dupla cem eliminagdo
de 1 molécula de dgua
rrrrrrrrrrr L ]
Tropoceolageno ‘ ) H
CH);,—— C | H
(CH),——C+—C—0

Tropocoligeno

Figura 5: Esquema da a¢éo da enzima lisil oxidase sobre o colageno.

Fonte: Wikipédia

Smith (1968) estudou a formacdo destes agregados moleculares de

colagenos e concluiu que o tropocolageno agrupa-se em um estado intermediario no
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processo de formacdo das fibrilas, denominado microfibrila. As microfibrilas de
Smith sdo formadas por sucessivas camadas de cinco moléculas de colageno,
formando um pentagono. Este arranjo tem um didmetro médio de 4 nm (pois
depende do conteudo de agua) e comprimento incalculavel, uma vez que o
crescimento longitudinal € praticamente ilimitado. Segundo Bailey et al. (1980),
existem modelos para microfibrilas em tridngulos e mais recentemente em
octagonos, entretanto, para Reich (2007a), este estado intermediario ndo é crucial

para o entendimento da formagéao das fibrilas.

As fibrilas tém sido objeto de estudo desde o final da década de cinquenta.
Elas sdo unidas lateralmente formando agregados que possuem diametros variaveis
entre 100 e 200 nm. Estes estudos tornaram-se possiveis gragas ao avanco das
técnicas de microscopia eletrdnica, como a microscopia eletronica de varredura,
microscopia eletronica de transmissdo e microscopia de forgca atdbmica. Por meio
destes equipamentos foi possivel identificar estriacbes periddicas de 67 nm

(conhecidas por periodos D), como no esquema apresentado na Figura 6.

LAy reg)lde sem GLP aapago enfre molsculas  molécula de tropocaligenc
reprs lﬁntﬁdal Ll de fropocolagsns |
varm ellg
I |

Figura 6: Formacgao da aparéncia estriada das fibrilas. (A) a mancha negativa preenche o espago
entre as moléculas, contribuindo para a visualizagdo de uma banda escura. (B) Micrografia de uma
fibrila de colageno; Fonte: Albert et al. (1983)
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As fibrilas, por sua vez, também formam agregados maiores, as fibras
elementares, que dao origem aos feixes de fibras e em ultima instancia, a rede de
fibras. O colageno, portanto, tem um nivel hierarquico bem definido, podendo ser

resumido na Tabela 4, juntamente com suas principais caracteristicas.

Tabela 4: Elementos estruturais do colageno.

Elemento Estrutural Dimensoes Unidades formadoras
Aminoacidos HoN-CHR-COOH (excegdo para prolina e
hidroxiprolina) R variavel
Tripeptideo 3 aminoacidos: Gli-X-Y
Cadeia polipeptidica 1052 aminoacidos (GhH-X-Y),
Molécula de colagénio | Comprimento = 280 nm 3 cadeias polipeptidicas formando hélice: 2
Tropocolagénio ou hélice radeias ‘adeia o>
( ’ } ag o = L4nm cadeias o, e | cadeia o
triplice) oLy |
o,

Microfibrila ¢ =4 nm 5 moléculas de colagénio alinhadas com
deslocamentos longitudinais de 67nm

Fibrila ¢ = 100-200nm
Fibra elementar ¢ = 2000nm 200-1000 fibrilas
Feixe de fibras Fibras (feixes) de 20 pm na|30-300 fibras elementares

camada papilar e de 200 um
na camada reticular

Rede de fibras Espessura da derme: 2-5mm | Estrutura porosa de feixes de fibras

Fonte: Gutterres (2004)

Tipos de colageno

Os diferentes tipos de colagenos encontrados sao fungao da polimerizagao de
aminoacidos em a-cadeias e posteriormente, da jungao destas cadeias na formacéao
da molécula de tropocolageno (hélice tripla) ou na combinagdo de dominios nao-
helicoidais com dominios em hélice tripla. Uma vez que existem vinte e trés a-
aminoacidos capazes de gerar proteinas, seria possivel formar milhares de tipos de
moléculas de colagenos. Entretanto, segundo Reich (2007c), na atualidade sao

conhecidos em torno de trinta tipos de colagenos. Alguns deles, ja foram bastantes
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estudados pela ciéncia por serem mais comuns, e outros, por acompanharem os
tipos mais comuns em diferentes propor¢cdes. Mas a maioria destes nido tem sua
funcdo conhecida, o que se descobriu foram apenas as sequéncias de aminoacidos

das a-cadeias que estao codificadas no DNA da célula.

Gilbert (1998) agrupou os tipos de colageno de acordo com a semelhanga das

estruturas, em seis classes distintas:

Classe 1 (formadores de fibras) — Incluem os colagenos dos tipos |, II, lll V e
XlI. Todos estes tipos de colageno formam fibras, todos tém aproximadamente o
mesmo tamanho e todos tém dominios formados por trés a-cadeias (polipeptideos),
na forma de hélice tripla. Cada um desses tipos é sintetizado como uma molécula de
tropocolageno, agrupando-se posteriormente em arranjos escalonados, inicialmente
em microfibrilas, que entdo se agregam em fibras. O colageno do Tipo | € o mais
abundante encontrado na pele (corresponde a aproximadamente 27% da pele),
tenddes, ossos, dentina, menisco e anulo fibroso (anel externo dos discos da coluna
vertebral). O colageno Tipo Il é especifico da cartilagem (é o principal colageno
presente nas cartilagens) e humor vitreo (substancia gelatinosa que esta presente
nos olhos). O Tipo Ill € um colageno freqientemente encontrado juntamente com o
Tipo | em diferentes proporgbes, em pele musculos, coragdo € vasos sanguineos.
Colageno Tipo V é um colageno encontrado no tecido fetal, placenta e tecidos
intersticiais, co-distribuido com o Tipo | e o colageno Tipo XI € encontrado na

cartilagem, também sendo distribuido com o Tipo I.

Classe 2 (associados a fibrilas) — Inclui os Tipos IX, Xll e XIV. Sdo colagenos
que possuem a hélice tripla ininterrupta e estdo associados as fibrilas. O tipo IX é
encontrado na cartilagem e no humor vitreo. Os Tipos Xll e XIV sdo encontrados na

pele de embrides e tenddes.

Classe 3 (filamentosos) — Somente o Tipo VI é incluido nesta categoria.
Trata-se de colagenos encontrados na maioria dos tecidos intersticiais, vasos

sanguineos e musculos.

Classe 4 (n&o fibrosos) — Inclui os Tipos IV, VIll e X. Sdo colagenos que
formam estruturas na forma de folha. O Tipo IV é o maior componente da membrana

basal, uma membrana que forma uma superficie dura que da suporte a pele e
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muitos 6rgaos e é também encontrada na lamina basal. Este tipo de colageno tem
uma cabeca globular em uma das extremidades e um ramo extra na outra. O tipo
VIII € um colageno encontrado em células endoteliais e membrana coérnea. O Tipo X

€ encontrado em cartilagens em desenvolvimento.

Classe 5 (fibrilas de base) - Inclui apenas o tipo VII, um tipo encontrado no

tecido epitelial da pele.

A Classe 6 é formada por outros tipos de colagenos, como XVII, XIII, XVIII,
XVI, XV e XIX. O colageno Tipo XVII é encontrado nas células do epitélio escamoso

da pele. Os demais tém suas fungdes desconhecidas.

Matriz Extracelular

Os espacos intercelulares, particularmente aqueles ligados a tecidos
conectivos como a pele, contém colageno e outras proteinas dispersos em uma
matriz gelatinosa que é composta por uma larga quantidade de glicosaminoglicanos.
Estas estruturas sao polissacarideos (polimeros naturais) constituidos por residuos

alternados de acido urico e hexosamina.

Acido hialurénico é um importante glicosaminoglicano componente do tecido

conectivo, assim como sulfato de dermatana e sulfato de queratana.

Quando estes glicosaminoglicanos se conectam a proteinas, formam-se os
proteoglicanos, que consistem basicamente de uma cadeia de glicosaminoglicano
com diversos nucleos de proteinas ligadas de forma ndo covalente. A estes nucleos
protéicos estdo ligados oligossacarideos (como sulfato de queratana e sulfato de

condroitina).

Uma cadeia central de acido hialurénico, a qual varia seu comprimento de
4.000 a 40.000 A, pode conter mais de 100 nucleos de proteinas associados, onde,
nestas proteinas podem ligar-se aproximadamente 50 cadeias de sulfato de
queratana (cada uma com mais de 250 unidades dissacaridicas) e 100 cadeias de
sulfato de condroitina (com mais de 1000 unidades dissacaridicas cada). Esta soma
faz com que a massa molar dos proteoglicanos varie entre dezenas a milhares de
Daltons. Esta conformagdo dos proteoglicanos é conhecida como “escova de

garrafa”, a qual torna estes componentes altamente hidratados (VOET et al., 1999b).



REVISAO BIBLIOGRAFICA 21

2.2. Nogoes de Bioquimica
Uma breve revisdao sobre aminoacidos e proteinas se faz necessaria para o
entendimento de enzimas, bem como para complementar o conteudo apresentado

anteriormente neste capitulo (na se¢ado sobre componentes da pele).

2.21. Aminoacidos

Aminoacidos tém uma estrutura bastante simples, conforme demonstra a
Figura 7, formada por um carbono central, chamado de a-carbono, que é ligado a
um grupamento amino, um radical carboxilico, um atomo de hidrogénio e uma cadeia
lateral (grupamento R). Este grupamento R é responsavel pelos diferentes tipos de
aminoacidos existentes. As diferentes combinagdes dos vinte tipos de aminoacidos

padrdes geram as diversas proteinas existentes.

7N

H
|

o
| OH
NH,

Figura 7: Esquema de um aminoécido.

Os vinte aminoacidos apresentados na Tabela 5 ndo sao os unicos existentes
no meio biolégico (embora sejam os mais comuns), existem também outros tipos
chamados “ndo padrées”, que muitas vezes desempenham importante papel como
constituintes de proteinas e peptideos biologicamente ativos, embora estejam em

menor ocorréncia.

De acordo com Voet et al. (1999a), a maneira mais comum de classificar os
aminoacidos é em trés principais grupos, de acordo com o radical R. Os
aminoacidos apolares (primeira coluna da Tabela 5) apresentam caracteristica de
hidrofobia; aminoacidos polares neutros (segunda coluna) possuem radicais com
tendéncia a formar pontes de hidrogénio e aminoacidos polares com carga (terceira

coluna) tém caracteristicas hidrofilicas.
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Tabela 5: Classificagdo dos aminoacidos padrdes.

Aminoacidos com cadeias

laterais apolares

Aminoacidos com cadeias

laterais polares neutras

Aminoacidos com cadeias

laterais polares com carga

H
O | H
C—C—N
| N
HO H H
Glicina-Gly -G
O\\ }? /H
LGN
HO CH, H

Alanina—Ala-A

o, " m
Je=G—N
HO /CH H
H,c  cH

Triptofano — Trp - W

H

O\\ | _H
/C—Cll—N\
HO ?Hz H
OH

Serina — Ser -S

H
O, | H
/C—(l:_N\
CH

HO CH,

HO H

Treonina—Thr—T

H

0. |1 H

LGN,

HO gy H
OH

Tirosina—Tyr-Y

H
o, 1 H
LC—CN,
HO oy M
[
SH

Cisteina—Cys - C

o\\ | /H
,C—(|3—N\
HO CH, H
H
\
/N\ﬁ’
N _C
N
H

HO O
Acido Aspartico — Asp — D

H
o, 1 H
Cc—C—N
7/ | N

¢

HO H

NS

HO O

Acido Glutamico — Glu —-E

Fonte: Voet et al. (1999a)
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Para formar estruturas maiores, os aminoacidos sdo capazes de se
polimerizar. Este processo pode ser representado por uma reag¢ao de polimerizagao
por condensacdo (onde é gerada uma molécula de agua) e é formada a ligagao
peptidica. De acordo com o numero de unidades de aminoacidos, € possivel
classificar estes polimeros em dipeptideos (duas unidades), tripeptideos (trés
unidades), oligopeptideos (menos de 20 unidades) e polipeptideos (mais de 20

unidades).

Apo6s a incorporagdo em um peptideo, os aminoacidos individuais
(monbémeros) utilizados sdo chamados de aminoacidos residuais. A Figura 8

representa o esquema de formagao de uma ligagéo peptidica.

grupo carboxilo grupo amina

H o H ©
i L W e L |
*H—N—tC—¢c—a *H?H—-G-—c—n'

H H
R R

ligagao peptidica

H o H nl
O
+H:;H""'¢-“C"—"r-l.l'—-ﬂ-—c_"ﬁ_
H | neo|
R R

Figura 8: Representacao esquematica de uma ligagéo peptidica;
Fonte: Wikipédia
Polipeptideos séo polimeros lineares nos quais cada residuo de aminoacido
participa de duas ligacdes peptidicas e esta ligado ao outro em uma configuragao
‘cabega-cauda” (grupamento carboxila ligado ao grupamento amina de outro
aminoacido). Os residuos das pontas participam apenas de uma ligagao peptidica e
sdo chamados de N-terminal (aquele residuo que contém o grupamento amina livre)

e C-terminal (o residuo que contém o grupamento carboxila livre).

2.2.2. Proteinas

Proteinas sdo moléculas que contém uma ou mais cadeias de polipeptideos.

A variagdo no comprimento e na sequéncia de aminoacidos dos polipeptideos
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contribui para a diversidade de formas e fungdes bioldgicas das proteinas. Na segéo
2.1.3 (composicao da pele) foram apresentadas algumas proteinas (elastina,

queratina e colageno) que compdem a pele animal.

2.2.3. Enzimas

Enzimas sdo substancias normalmente protéicas (algumas séo constituidas
de RNA) produzidas por organismos vivos que atuam como catalisadores de
reacdes quimicas, possibilitando o metabolismo dos seres vivos. A regido da enzima
onde ocorre a catalise (ligagdo com o substrato) é conhecida como sitio ativo.
Geralmente um sitio ativo consiste em uma reentrancia na superficie da enzima,
complementar a forma do substrato. Além disso, os aminoacidos residuais que
formam o sitio ativo sdo arranjados de maneira a interagir especificamente com o

substrato de forma atrativa (complementagéao eletronica).

A eficiéncia das enzimas é medida em termos da sua atividade. A atividade
enzimatica é entdo definida como a quantidade de enzima que converte em produtos

uma determinada quantidade de substrato por unidade de tempo.

As forgas através das quais o substrato e outras moléculas ligam-se a enzima
podem ser do tipo Van der Waals, eletrostatica, ponte de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas. Este modelo, apresentado na Figura 9 para explicar o0 mecanismo de
ligacdo entre enzima e substrato € conhecido como “chave e fechadura” e foi
proposto por Emil Fischer, em 1894 (VOET et al., 1999c).
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Figura 9: Esquema de funcionamento do mecanismo chave-fechadura;

Fonte: Wikipédia.
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Nomenclatura e classificagao

Enzimas sao usualmente classificadas e nomeadas de acordo com a reagao
quimica que elas catalisam. No entanto, um esquema para a classificagao
sistematica funcional e nomenclatura de enzimas foi adotado pela Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) devido ao avango desta
ciéncia com relacdo ao numero crescente de enzimas descobertas. Existem seis
grandes classes de reagdes enzimaticas, apontadas na Tabela 6. Cada enzima

possui dois nomes e um numero de classificacdo composto de quatro partes.

Tabela 6: Classificagdo de enzima de acordo com o tipo de reagao

Classificagao Tipo de reagéo catalisada
Oxidoredutases Reacbes de oxidagao-redugéo
Transferases Transferéncia de grupos funcionais
Hidrolases Reacdes de hidrdlises
Liases Eliminacdo de grupos para formar ligas duplas
Isomerases Isomerizagao
Ligases Formacao de ligagées com hidrélise de ATP

A enzima de nome carboxipeptidase A, tem 0 nome sistematico de peptidil-L-
aminoacido hidrolase e seus numeros de classificacdo é EC 3.4.17.1, onde EC
significa comissdo de enzima e os numeros representam a classe, subclasse e

numero de série arbitrario.

Mecanismo de catalise

Enzimas alcangam suas enormes taxas de reagcdo através do mesmo

mecanismo utilizado pela catalise quimica.

Os tipos de mecanismos empregados pela catalise enzimatica sao

classificados como:

e Catalise acido-base;
e Catalise covalente;
e C(Catalise metal ion;

e Catalise eletrostatica;
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e Catalise devido a efeitos de proximidade e orientagao;

e Catalise via ligagao preferencial pelo estado de transigcao.

Cinética da Reacao

O estudo da cinética de reacdes enzimaticas teve inicio em 1902, quando
Adrian Brown estudou as taxas de hidrélise de sacarose pela enzima -
fructofuranosidase (VOET et al., 1999d).

Com base no seu estudo, Brown propdés um mecanismo de reagdo em duas
etapas, onde na primeira reagao elementar o substrato (S) liga-se a enzima (E)
formando um complexo enzima-substrato (ES), na sequéncia este complexo é

decomposto em produto (P) e enzima, como demonstra a seguinte reagao:
E+S =f ES -¥2 P+ E

Os simbolos k; e k.s sdo as constantes da reacdo direta e inversa e k; a
constante da segunda reagdo. Para fins de simplificacdo matematica, neste caso
(reagao de dissociagdo do complexo ES) nao foi considerada a constante k.,, pois

para instantes iniciais a concentracdo de produtos é nula.

A Equacao de Michaelis-Menten

Nesta equacgdo, a taxa de formacado de produtos é expressa da seguinte

maneira:

Equacao 1

_ APl k,.[ES
Ja para a formacéo do complexo enzima-substrato, a taxa final de formacéao é

a diferencga entre as taxas de consumo de substrato e consumo do complexo:

Equagao 2

d[ES]
d[t]

= k. [E].[S] = k_,.[ES] — ky. [ES]

A fim de resolver esta equacéao, duas simplificagdes foram propostas em 1913

por Leonor Michaelis e Maud Menten e em 1925 por G. E. Briggs e J. B. S. Haldane,
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respectivamente (Voet et al.,1999d):

1. Suposig¢ao de Equilibrio. Assumiu-se k.; > k, e desta forma o equilibrio da

primeira reacéo elementar é descrito como:

Equagao 3

Onde Ks é a constante de dissociagao da primeira reacédo elementar.

2. Suposicao de estado estacionario. Considerou-se que a concentragédo de
substrato € infinitamente maior que a concentracdo de enzima ([S] > [E]).
Com excegao ao inicio da reagao, onde nos primeiros milissegundos ocorre a
mistura de E e S, a [ES] permanece aproximadamente constante até que o
substrato esteja proximo de ser totalmente consumido. Entdo, a taxa de
sintese de ES pode ser considerada igual a taxa de consumo na maioria do
curso da reagao. Em outras palavras, ES mantém um estado estacionario e

[ES] pode ser tratado como constante ao longo do tempo:

Equagéao 4

d[ES]

dt 0

Para tornar usuais estas expressbes, buscaram-se variaveis facilmente
mensuraveis. [ES] e [E] ndo sdao mensuraveis, entretanto, a concentracido total de

enzimas [E]r pode ser faciimente medida:

Equacéo 5
[E]lr = [E]+ [ES]

Aplicando-se a equacéao 4 na equacgao 2 obtemos:

Equagao 6
ky.[E].[S] = k_y.[ES] + ky. [ES]

Agora utilizando a equagao 5 na equacdo 6 e manipulando-se os termos

obtém-se:
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Equagao 7

([Elr — [ESD.[S] ki + ks
[ES] Tk

A constante de Michaelis-Menten (Ky) € definida como:

Equacgéao 8

ki +k,
Ky=—"2
M k1

Rearranjando a equagao 7 obtém-se:

Equacao 9
Ku.[EST = ([E]r — [ESD). [S]

Isolando [ES], obtém-se:

Equacéo 10

[E]r-[S]

B = T 1

Logo, para um tempo inicial t = 0, a equagao 1, apos a aplicagdo da equagao

10, resulta na seguinte forma:

Equacgao 11

d[P]

B B _ ky. [E]7.[S]
v, = (TLO _ k,. [ES] = 22

Ky + [S]

Agora, ambas as concentragbes [E]lr e [S] sao experimentalmente
mensuraveis. O uso da velocidade inicial (operacionalmente é considerada como

sendo a velocidade medida antes da conversao de 10% do substrato em produto).

A velocidade maxima (Vmax) da reagdo ocorre a altas concentracbes de
substrato, quando a enzima esta saturada, ou seja, quando a enzima esta toda sob

a forma ES.

Equacao 12

Vinax = kz-[E]T
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Aplicando a equacgao 12 na equacado 11, obtém-se abaixo a equacgao de

Michaelis-Menten:

Equagao 13

v = Vméx- [S]
° Kyt [5]

Esta equacéao é a base da cinética enzimatica. A Figura 10 reproduz o grafico

de Michaelis-Menten, onde a partir do qual € possivel obter-se o valor de K.

Operacionalmente, Ky é definido como o valor da concentragdo de substrato

para qual a taxa da reacéo é a metade da taxa maxima (Vmax).

O Ku € unico para cada par enzima-substrato e depende nao s6 da natureza
de ambos, como também é influenciado pela temperatura e pH. A constante de

Michaelis-Menten pode ser expressa como:

Equacao 14

K, =—f42_ g 4+ 2
M= +k1 s+

ky

Taxa da Reagio

o 1000 2000 3000 4000
Concertragdo do Substrato

Figura 10: Grafico da velocidade da reagao versus concentragao de substrato

Pode-se dizer que Ky é o parametro indicativo da afinidade da enzima pelo

substrato.

Quando a velocidade de formacdo do complexo [ES] for maior que a

velocidade de dissociagao, tem-se:
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Equacgao 15

ky

l
=71 = Ky pequeno

Um baixo valor de Ky significa que a enzima atinge a eficiéncia catalitica

maxima a baixas concentracdes de substrato.

Quando a velocidade de formagdo do complexo [ES] for menor que a

velocidade de dissociacao tem-se:

ki+k, 1T
T =1= Ky grande

A constante catalitica (ko) de uma enzima é definida como:

Equacéo 16

k _ Vinax

cat — [E]T

Esta constante indica o numero de reagdes que cada sitio ativo da enzima catalisa

por unidade de tempo, ou seja, indica a rotatividade do catalisador.

Quando a cinética da reagao € simplificada, como no caso de Michaelis-
Menten, k, = k¢ Para casos em que [S] « Ky, pouquissimo ES é formado,

consequentemente [E] = [E]r e a equacdo 11 reduz-se a:

Equagao 17

vo = (12) 11181 = (12)- (8115

Fatores que influenciam a atividade enzimatica

A variagao da atividade enzimatica (taxa da reagao) depende basicamente da
concentracao de substrato presente no meio, entretanto, sabe-se que outros fatores
também influenciam o desempenho das reagdes enzimaticas, atuando de forma
positiva junto ao processo ou atuando de forma a retardar ou até mesmo inibir as
reagoes. Alguns dos fatores mais importantes sdo apresentados a seguir (VOET et
al., 1999c; d).
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Cofatores e coenzimas

Reagdes enzimaticas algumas vezes incluem a participacdo de outras

substancias no mecanismo de catalise que sdo essenciais ao processo.

Cofatores sdo pequenas moléculas, geralmente ions metalicos (Cu?*, Fe*" ou
Zn%") que participam de catalise envolvendo reacdes de oxidacdo e reducdo. A
importancia destes cofatores explica a necessidade da ingestdo de pequenas

quantidades de certos elementos na dieta de alguns seres vivos.

Ja as coenzimas sao substancias orgénicas necessaria a atividade
enzimatica, como por exemplo, as vitaminas e grupos prostéticos (componentes de

origem nao protéica, como agucares).

Efeitos do pH, e temperatura

Enzimas sao mais estaveis a temperaturas menores. Assim como as demais
proteinas, enzimas podem desnaturar ou perder sua atividade a altas temperaturas,
pois sao termolabeis, e a atividade pode diminuir se ndo estiverem nas condigdes
ideais. A condicdo ideal varia de acordo com a enzima em questdo. Para o caso de
enzimas obtidas a partir de vegetais, por exemplo, a temperatura ideal normalmente

corresponde aquela encontrada na regido da qual foram extraidas.

Alguns grupos do sitio ativo das enzimas sao protonados, ao mudar o pH do
meio pode-se protonar ou desprotonar estes grupos. Alguns substratos também sao

ionizaveis e ndo reagem em determinados valores de pH.

Com relagdo ao pH, no entanto, as enzimas podem reagir de duas formas:
trabalhando em um valor de pH 6timo ou atuando em uma determinada faixa de pH

(basica, acida ou neutra).
Inibicdo

Muitas substancias alteram a atividade de enzimas pela reversibilidade
combinada com um caminho que influencia a ligagdo com o substrato. Estas

substancias sao classificadas como inibidores, podendo levar a uma inibicdo

temporaria ou definitiva.

As inibi¢des sdo classificadas de duas maneiras:
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¢ Inibicdo competitiva. Neste caso, o inibidor e o substrato possuem analogia
estrutural e por esta razdo disputam a ocupacdo do mesmo centro ativo. No
entanto, quando o inibidor se coloca no centro ativo, ndo ha formacgéo de
produto. Porém, este tipo de inibicdo pode ser revertida pelo acréscimo de
substrato.

¢ Inibigdo ndo competitiva. O inibidor ndo competitivo combina-se com a
enzima através da formacéo espontanea de ligagdes covalentes que podem
ser compostas com o sitio ativo, com outras regides da enzima ou com 0
préprio complexo ES, dependendo da natureza deste inibidor. Em qualquer
caso promove uma alteragdo configuracional irreversivel na enzima,
alteracdo que tem como consequéncia sua inatividade. O resultado final

corresponde a uma diminuigao da concentragao da enzima.

A inibicdo alostérica é diferente dos dois tipos vistos anteriormente e nao
existe para prejudicar a enzima, mas para ajudar os organismos em que elas se
encontram, sendo considerada um mecanismo de regulagédo da producdo enzimatica
(RIEGEL, 1996).

2.3. Processamento de Peles

A utilizagado de peles animais é uma pratica criada pelo homem das cavernas,
podendo ser consideradas as primeiras vestimentas utilizadas. Obviamente, no
inicio ndo havia se pensado em nenhum processo que conservasse este material

por mais tempo, com exceg¢ao a secagem ao sol.

Com o desenvolvimento das civilizagdes surgiram as técnicas de curtimento
vegetal, as quais se tornaram a base da producdo de couros, pois a etapa de
curtimento era a unica existente. Segundo Reich (2007b), o primeiro estudo
publicado sobre o curtimento de peles data de 1795, cujo autor, Seguin, foi aluno de
Lavoisier. No entanto, a “teoria do curtimento vegetal” s6 foi publicada apés 100

anos por H. R. Procter e J. A. Wilson.

Atualmente, a producdo de couros € mais do que apenas o curtimento.

Existem diversas etapas que preparam a pele para o curtimento e outras tantas que
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conferem acabamento e as propriedades desejadas ao produto final. O processo de
producao de couros wet-blue, desenvolvido por A. Schultz e patenteado em 1893

por M. Dennis (patente n® 495028, USA) é até hoje o mais utilizado.

O fluxograma das etapas da manufatura de couros é apresentado na Figura

11.
Pele . Pré-
Salgada Bater sal Pré-remolho descarne Remolho
Piquel Purga Desencalagem Descarne o Depilacao e
q 9 9 Divisdo Caleiro
. Rebaixe . Pré- Acabamento
Curtimento do couro Recurtimento acabamento final

Figura 11: Fluxograma de processamento do couro (as etapas descritas em retangulos indicam que o

processo ocorre em meio aquoso)

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 operagdes.

A ribeira é a primeira etapa do processamento, sendo constituida por uma
série de operagdes em meio aquoso, cujo objetivo é a limpeza da pele e preparagéo

para o curtimento. E constituida pelas operacdes apresentadas abaixo:

e Bater sal. Remogao mecéanica do sal superficial (previamente adicionado
com o intuito de conservar a pele);

e Pré-remolho. Lavagem da pele para remog¢ado do excesso de sujeira e
sal, e para facilitar o pré descarne (utilizando a pele umida);

e Pré-descarne. Remocédo parcial da hipoderme (em maquina
descarnadeira), visando o aproveitamento de proteinas e sebo removidos;

¢ Remolho. Processo de limpeza (remocao de sangue, urina, esterco, terra,
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sal e algumas proteinas soluveis) e reidratagdo das peles que ocorre em
meio liquido;

e Caleiro e Depilagao. Processo quimico que, por meio do intumescimento
da pele e separagdo das fibras colagénicas, promove a remogao da
queratina (presente em pélos e epiderme);

e Descarne e divisdo. O descarne remove por agdo mecanica (maquina de
descarnar) os tecidos adiposo e subcutaneo, visando facilitar a difusao
dos produtos quimicos nas etapas posteriores. A divisdo separa
mecanicamente a pele em duas camadas: flor (camada superior) e raspa
(camada inferior);

o Desencalagem. Processo quimico que visa remover substancias
alcalinas adicionadas na etapa de caleiro e solubiliza-las, revertendo o
inchamento promovido pela adigdo de cal no caleiro;

e Purga. Processo enzimatico que visa uma limpeza profunda da pele,
removendo restos de queratina e lipideos;

e Piquel. Processo quimico de acidificacdo da pele, preparando as fibras
colagénicas para o curtimento.

A segunda etapa do processamento das peles é o curtimento, cujo objetivo
principal é tornar a pele um produto imputrescivel. Para tanto, um agente curtente
reage com as moléculas de colageno estabilizando a estrutura por meio de fortes

ligagdes.

Como agente curtente, podem-se empregar sais metalicos (sais de cromo e
aluminio), macromoléculas organicas (taninos vegetais, poliuretanos e poliacrilatos),
aldeidos (formaldeido e glutaraldeido) e epodxidos (HEIDEMANN, 1993a). No
entanto, sabe-se que 90% dos curtumes empregam os sais de cromo, como o
sulfato basico de cromo Ill (KANTH et al., 2009). Posterior a etapa de curtimento, a
pele passa a ser denominada de couro; e quando o curtimento é feito com cromo, o

couro é chamado de couro "wet-blue" devido a sua umidade e coloracao.

Apos curtido, o couro tem sua umidade reduzida e espessura uniformizada

por meio de dois equipamentos (enxugadeira e rebaixadeira).

A terceira etapa, acabamento, consiste em operacdes de recurtimento, pré-

acabamento e acabamento final, que tém por finalidade dar aos couros as



REVISAO BIBLIOGRAFICA 35

caracteristicas exigidas pela sua aplicagao final (estofamento de moveis e veiculos,

solados, acessorios, calgados, roupas, entre outros).

e Recurtimento. Também conhecido como acabamento molhado, reune as
etapas de lavagem acida (objetivando a remocgéo de sais curtentes na
superficie), neutralizagdo, recurtimento (define as caracteristicas fisico-
mecanicas), tingimento e engraxe;

e Pré-acabamento. Estas operacdes variam de acordo com o produto final,
podendo incluir secagem, estiramento e lixamento;

e Acabamento final. Consiste na aplicacdo de produtos diretamente sobre a
flor por meio de pistolas ou equipamentos especiais, melhorando o

aspecto e conferindo efeitos de cor e textura diferenciados.

2.3.1. Operagoes de Ribeira

As operagdes de ribeira consistem no foco deste trabalho, portanto seréo
detalhadas nesta segao. Esta etapa é assim chamada devido a demanda de agua
elevada envolvida nos processos, isto fez com que, historicamente, os curtumes se

instalassem as margens de rios a fim de suprir esta necessidade.

As operagdes de remolho, caleiro/depilagdo e purga foram estudadas neste
trabalho, onde processos puramente quimicos foram comparados a processos que
se utilizavam de enzimas. Dentre as operagdes de ribeira, a purga € a unica na qual

tradicionalmente se utilizam enzimas.

Remolho

Os objetivos principais neste processo sao levar a pele verde ou salgada ao
estado de pele fresca (hidratada) e promover a limpeza superficial da pele. Esta
operacao tornou-se indispensavel devido aos processos de conservagao pelos quais
a pele é submetida. Estes processos, por sua vez, se fazem necessarios devido a
fatores como a distancia entre abatedouros e curtumes, processamento das peles

em bateladas, globalizagdo do mercado, entre outros.

Os métodos tradicionais de remolho consistem de um a dois tratamentos
feitos em fuldo, tanques ou molinetas, em banhos com 100 a 300% de agua e
temperatura entre 20 e 28°C por um tempo de 6 a 24 horas (GUTTERRES, 2010).
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A diferenca de tempo mencionada acima se deve ao modo utilizado para
conservar a pele. A conservagao com sal remove a agua presente entre as fibras da
pele, que esta fracamente ligada a estrutura, ja a conservagao por secagem vai
além, removendo as moléculas que estdo fortemente ligadas ao colageno (isto
ocorre quando o conteudo de agua presente esta abaixo dos 30%, onde este teor é

conhecido como agua de hidratagao).

Logo, € esperado que o processo de remolho de peles secas seja mais lento,
uma vez que O baixo teor de agua provoca uma diminuicdo dos espacgos

interfibrilares, dificultando o acesso da agua no interior da fibra colagénica.

A temperatura da agua de remolho também ¢é outro fator a ser levado em
consideragao. A maior temperatura da agua ocasiona um aumento da vibracéo de
suas moléculas, consequentemente, levando a liberacdo de parte da agua de
hidratagdo das moléculas de colageno e resultando em um aumento de superficie,
além de eliminagdo de substancias da pele e agentes conservantes. Por outro lado,
a menor temperatura da agua aumenta a absorgao desta pelas peles, uma vez que
a molécula de agua encontra-se num estado mais ordenado, resultando em um
aumento de espessura (HEIDEMANN, 1993b).

A acdo mecanica também desempenha papel importante. Deve ser intensa, a
fim de produzir uma boa lavagem e limpeza, porém, em peles secas € necessario
que este processo ocorra apenas apos a reidratacdo da pele, para que a mesma

nao sofra danos nos processos posteriores.

No remolho, além de agua sao adicionados alguns agentes, com a finalidade

de acelerar este processo, tais como:

e Acidos. Acido férmico é o mais comum. Sua utilizacdo esta relacionada a
preservacao do pélo;

e Alcalis. Os mais comuns sdo hidréxido de sédio, carbonato de sédio ou
sulfito de sddio, adicionados em quantidades de 0,1 a 1%. Estes produtos
facilitam a umectagcdo e remocdo de lipideos, devido ao efeito de
inchamento das fibras e formacdo de sabdes, respectivamente. Além
disso, a solubilizacdo das sujeiras, proteinas e proteoglicanos € superior

em pH alcalinos;
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e Tensoativos. Utilizados para acelerar e intensificar o processo de
remolho colaboram na umectacdo da pele, solubilizagdo de sujeiras e
emulsdo de gorduras;

e Enzimas. Segundo Thanikaivelan et al. (2004) e Gutterres (2005), o uso
de enzimas no remolho tem o objetivo de acelerar o processo, levando a
uma reidratagcdo mais eficiente, proporcionar melhor abertura da fibras e
consequentemente melhora na penetragcao dos reagentes, por meio da
remogao de proteinas interfibrilares, degradagao de gorduras e remogao
de glicosaminoglicanos e proteinas da pele.

Basicamente, utilizam-se dois tipos de enzima no remolho: proteases e
lipases. De acordo com Herrmann (2006), enquanto um remolho tradicional retira em
média 4% de sulfato de dermatana (glicosaminoglicano constituinte da matriz
extracelular), o remolho tratado com protease microbiana é capaz de remover 42%

desta substancia.

Segundo Bienkiewicz (1990), proteoglicanos sado os componentes mais
importante para a elaboracdo de um balango de massa na pele, devido a imensa
quantidade de agua que estas proteinas sdo capazes de absorver. Estas proteinas

sdo degradadas por alcalis e pela agdo das enzimas.

Conforme Heidemann (1993b), ainda estda em discussdo se a remogéo de
proteinas interfibrilares (proteoglicanos e glicosaminoglicanos) é essencial para a
producdo de couro ou se sua liberacdo € apenas um indicativo de peles bem

remolhadas.

Depilagao e Caleiro

O processo de depilacao é o primeiro grande passo na manufatura de couros,
influenciando de forma determinante na qualidade do couro produzido. A pele
precisa ter removidos a epiderme e os pélos, incluindo suas raizes e todo material
queratinoso que preenche os foliculos pilosos, antes de seguir para o préximo

passo.

Para entender o mecanismo de depilagdo é indispensavel que se conheca a
estrutura das queratinas. Conforme mencionado na sec¢ao 1.2.3 a queratina pode ser

classificada em dois grandes grupos, a-queratinas (presente nos mamiferos) e [3-
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queratinas (presente em aves e répteis). A queratina dos mamiferos pode ainda ser
classificada em “soft” e “hard’. A queratina encontrada nos pélos é da forma “hard”,

e pode ser subdividida em trés familias menores: “alfa”, “beta” e “gama” queratinas.

As alfa-queratinas sao proteinas estruturais, tém suas estruturas terciarias na
forma de uma a-hélice, possuem baixo conteudo de enxofre e estdo localizadas no
cértex (camada interna) dos pélos. As beta-queratinas formam estruturas protetoras,
compondo grande parte da cuticula (camada externa) dos pélos. Este tipo de
queratina é dificilmente aproveitada, devido ao ataque quimico que ocorre na sua
superficie. Ja as gama-queratinas, sao proteinas globulares presentes na matriz das
microfibrilas, com alto teor de enxofre, que mantém coesa a estrutura das
microfibrilas por meio do entrecruzamento das ligagbes dissulfidicas (SIERPINSKI-
HILL et al., in press; HEIDEMANN, 1993c).

O processo de depilacdo normalmente € feito em meio aquoso, mas também
pode ser desenvolvido com a aplicagdo de uma pasta (este ultimo € mais comum em
peles mais finas como as de caprinos ou ovinos que requerem uma agao mecanica
mais abrandada). A depilacdo pode seguir duas rotas distintas: baseado no
afrouxamento do pélo (com a preservagdo do mesmo) ou baseado na destruigdo das
estruturas queratinosas (GUTTERRES, 2010).

Os processos com afrouxamento do pélo podem ser de natureza quimica,
enzimatica, mecanica ou quimico-mecanica. O principio de funcionamento deste
processo esta focado no ataque as queratinas do tipo “soft”, que se distribuem na
epiderme e membrana basal dos foliculos pilosos, desta forma os pélos sao
afrouxados e removidos (e sua estrutura € mantida preservada). Além de enzimas,
produtos quimicos como amoniaco, aminas, hidroxidos de metais alcalinos terrosos
e hidroxido de sddio também podem ser utilizados para promover a depilacdo com
preservacgao dos pélos (GUTTERRES, 2010).

A destruicao do pélo como método depilatdrio tem por principio o ataque as
qgueratinas. Neste caso, o ataque ocorre preferencialmente nas estruturas que
contém maior quantidade de cistina, ou seja, nas B e y queratinas, que estédo

localizadas na cuticula e na matriz das microfibrilas, respectivamente.

As pontes S-S da cistina podem ser rompidas por redu¢cdo ou oxidagao. A
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reducdo pode ser feita por quase todo o tipo de agente redutor, ocorrendo
preferencialmente sob condi¢ées alcalinas. Os agentes mais utilizados sdo tio-
compostos, que agem através da troca com um dos atomos de enxofre na ponte

dissulfidica da cistina.

A Figura 12 representa um esquema deste tipo de reagdo, onde é
apresentada parte da cadeia de queratina, com énfase na regido da cistina, um

agente redutor qualquer e o resultado desta reducéo.

(0]
——-ﬁ—NH———CI;H—Ié—NH —C——NH—CH—C—NH—
(|3H2 CH,
g é—S—R
? + 2HS—R ——> S—S—R
CH, CI:Hz

Ponte S-S da cistina Agente Redutor Ligacdo S-S rompida

Figura 12: Esquema de rompimento por reducdo das pontes dissulfidicas da cistina.

Durante a depilacdo, as proteinas da camada basal da epiderme se
hidrolisam formando produtos de degradacao que contém enxofre e posteriormente
podem passar a sulfetos, polissulfetos e compostos sulfidricos. Estes, por sua vez,
podem atuar sobre a cistina do pelo ou 13, fragilizando a queratina, resultando em
maior suscetibilidade ao ataque pelos hidréxidos (GUTTERRES, 2010).

I}
——-ﬁ—NH——(I)H—C—NH — C——NH—CH—C—NH—
|

| o) CHy
$ S—OH
S +HO0 — SH
]
]
o) 2 0 CH,

A
—C——NH—CH——C——NH— —C——NH—CH—C——NH—

Ponte S-S da cistina cadeias lateriais

Figura 13: Esquema de hidrdlise da pontes de cistina.
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A hidrdlise das pontes de cistina (catalisada pela presenga de alcalis)
representada no esquema da Figura 13 pode levar a geragao de acido sulfénico, e,

como reacgao lateral, acido sulfidrico.

Segundo Marmer e Dudley (2006), agentes oxidantes, tais como percarbonato
e perborato de sédio, sistemas cianato/perdxido de hidrogénio, entre outros, atuam
na queratina seguindo um mecanismo de reagao elementar. A Figura 14 apresenta
este esquema, onde o oxigénio representa (de forma simplificada) o agente

oxidante.

I
‘ﬁ*NH—?H—C‘NH — C—— NH—CH—C—NH—
|

C|3H2 g (|3H2

? S§—0—0—0H
S +H,0+50 —

|

?—O—O—OH

0 0 CH,
O NH-CH—C—NH— —C——NH—CH—C——NH—

Ponte S-S da cistina Agente oxidante cadeias lateriais de ac.
Sulfénico

o=

Figura 14: Esquema de rompimento das pontes dissulfetos por agente oxidante.

Para complementar a agdo dos agentes quimicos, nos processos com
destruicdo dos pélos, é necessaria agdo mecanica prolongada, para promover a

remogao dos restos de pélos presos nos foliculos pilosos.

O sistema de depilagdo por redugao quimica conhecido por cal/sulfeto (em
especial sulfeto de hidrogénio) é o mais disseminado pelos curtumes, segundo Bajza
e Vrcek (2001). Os motivos principais seriam devido ao baixo custo do sulfeto de
sédio e da cal, além da eficiéncia do processo (quando combinado a um longo
tempo de processamento, agdo mecanica adequada e principalmente a etapa de

caleiro com suficiente inchamento da pele).

A utilizagédo de oxido de calcio no processo conhecido como caleiro tem como
objetivo o inchamento da pele para facilitar a remogao de pélos remanescentes nos

foliculos pilosos, uma vez que, em agua € convertido em alcali.
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O hidroxido de calcio remove a carga elétrica dos grupos basicos existentes
no colageno, modificando as dimensdes de suas estruturas. Além disso, segundo
Sivasubramanian et al. (2008), a cal também atua na eliminagao de proteoglicanos
da matriz extracelular da pele, o que contribui para a abertura das fibras de

colageno.

Existem dois tipos de inchamento da pele, o liotropico e o osmdtico. O
inchamento que ocorre na etapa de depilagdo e caleiro € uma combinagdo de

ambos.

No inchamento liotrépico, ions livres rompem as forgas de atracao entre as
moléculas filamentosas, separando-as internamente. Esta separacdo enfraquece a
estrutura protéica e favorece o inchamento da estrutura devido a absorgéo de agua
ocorrendo um aumento da espessura sem diminuicdo do comprimento das fibras.

Este tipo de reacao ¢ irreversivel.

Ja no inchamento osmético, a difusdo da agua ocorre devido a diferenga de
concentragdes entre as duas solugbes. Esta membrana permite a passagem da
agua em busca do equilibrio de concentragdes, da solugdo mais diluida para a mais
concentrada. Neste caso as fibras aumentam a espessura e diminuem de

comprimento, porém este € um fendbmeno reversivel.

Segundo Gutterres (2010), outro fendmeno que pode ser observado no
processo de depilagdo e caleiro em sistemas que se utilizam de sulfeto é a agdo da
cal sobre as graxas naturais. Os lipidios da hipoderme s&o compostos
principalmente por triglicerideos, porém, na derme, além destes podem ser
encontradas ceras, fosfolipidios e esterdis. No decorrer do processo, as ceras
permanecem intactas, enquanto os esterdis sdo modificados completamente
sofrendo hidrdlise e posterior saponificacdo. Este comportamento também pode ser
observado no caso dos triglicerideos, porém, em menor quantidade. Os sabdes de
célcio (insoluveis) presentes no processo de caleiro devem-se, entdo, a reagao dos
acidos graxos livres, presentes na pele, com o hidréxido de calcio, de acordo com a

reagao esquematizada na Figura 15.
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/0 Ca—OH T
2R—C + | — R—C Ca~ C—R+ 2H)0
OH OH \O- //
Acido Graxo  Cal Hidratada Sabao

Figura 15: Esquema da formacéo de sabbes na etapa de depilagao e caleiro.

O principal problema relacionado ao processo de depilacdo cal/sulfeto esta
relacionado a toxicidade destes elementos. O dano ambiental causado pelo efluente
que contém estes agentes quimicos, traduz-se pela elevagdo do pH, demanda
bioldgica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), além da geragao
de sulfetos (como acido sulfidrico, resultante da reagao entre acidos e sulfeto de
sédio), diminuindo, desta forma, a eficiéncia das estagcbes de tratamento de

efluentes.

De acordo com Marsal et al. (1999) e Taylor et al. (1987), os processos de
depilagao tradicionais que utilizam cal e sulfeto contribuem com 50 a 60% do total da
carga de DBO, DQO, sdlidos dissolvidos totais (SDT) e solidos suspensos totais

(SST), além da alta alcalinidade do efluente.

Os métodos enzimaticos de depilagao podem ser considerados como um dos
mais recentes e também um dos mais antigos ja utilizados em curtumes. Em
meados do século XIX a depilagao era feita por meio de um banho de “remolho em
putrefacao” ou por “transpiracdo” da pele umida, onde era possivel conduzir a um

afrouxamento do pélo. A remocéo era efetivada mecanicamente.

De acordo com Rui et al. (2009), em 1910, Otto R6hm patenteou na
Alemanha o primeiro método enzimatico de depilagcdo e limpeza das peles e em
1922, J. A. Wilson e G. Daub iniciaram as primeiras pesquisas sobre a depilagao
enzimatica com o uso de microscopios. Na China, entre os anos 60 e 70, a
depilacdo enzimatica alcangcou uma série de avangos e descobertas, entretanto,
devido ao alto custo desta tecnologia e as dificuldades na manufatura, como a perda
da estrutura da flor e alargamento dos poros, esta técnica foi abandonada em

meados dos anos 80 e o processo de depilagéo voltou ao sistema cal/sulfeto.
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Os mecanismos de depilacdo enzimatica sdo dependentes do tipo de enzima
utilizada, uma vez que cada enzima tem preferéncia sobre um determinado
substrato. Queratinases, proteases em conjunto com a-amilases ou colagenases
atuam na depilagdo de peles, entretanto, possuem mecanismos diferentes, pois

cada uma destas enzimas hidrolisa um aminoacido distinto.

O processo depilatério ideal, segundo Rui et al. (2009), deveria ser capaz de
rapidamente afrouxar a ligacdo do bulbo piloso a papila e ser capaz de rapidamente
efetuar a separagao entre camada externa da raiz do pélo e a estrutura interna do
foliculo, e, finalmente, deveria ser capaz de causar suficiente destruicdo celular da

camada externa da raiz do pélo para permitir a facil retirada deste.

Alguns pesquisadores da década de 70 acreditavam que o processo de
depilagdo estava intimamente ligado a perda de substancias como a mucina,
encontrada na Camada de Malpighi (na epiderme); foliculos pilosos, camada papilar,
glandulas sudoriparas e sebaceas (na derme). Quando a mucina era hidrolisada
pela enzima (protease com atividade colagenolitica), a conexao entre pélos e peles

seria enfraquecida.

Atualmente o uso de proteases com atividade sobre colageno néo é
recomendado na depilacdo, uma vez que esta enzima também causa danos as

fibras do couro, enfraquecendo a estrutura.

Madhumathi et al. (2007) propuseram um processo de depilacdo utilizando
duas enzimas. Uma a-amilase para fazer a abertura da estrutura, e uma protease
sem atividade sobre o colageno, para fazer a depilagdo. O estudo em questao,
apesar de possuir um mecanismo complexo, onde duas enzimas estariam atuando,
demonstrou que o desempenho de cada enzima em particular nao foi afetado pela

presenca da outra.

O mecanismo de atuacao das queratinases, de acordo com Gupta e Ramnani
(2006), nao esta totalmente elucidado. Para a hidrélise das ligagdes peptidicas da
queratina é necessaria a clivagem das pontes dissulfeto. Huber et al. (2008)
sugerem dois mecanismos propostos para a clivagem desta ligagdo: através de

sulfitélise ou por um tipo de enzimas (dissulfeto redutase).
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Purga

Purga € um processo enzimatico de protedlise (quebra de proteinas que
levam a liberagdo de peptideos menores) de residuos da pele. De acordo com
Heidemann (1993b) e Qio et al. (2009) a fungdo da enzima & remover, em conjunto
com a agao mecanica produzida pelos fulées, proteinas interfibrilares, residuos de
queratina que se encontram dentro ou ao redor dos foliculos pilosos, residuos de
sangue que ocasionalmente podem coagular, além de aumentar a abertura das

fibras de colageno.

Os trabalhos de Ding (2003) e Ding e Liang (2005) apontam que além de
assumir as fungdes mencionadas anteriormente, as enzimas também modificam a
estrutura das fibras elasticas. Fibras elasticas constituem de 0,1% a 1,0% do peso
da derme, distribuidas principalmente na camada papilar e sao formadas por

elastina (82%) e microfibrilas de colageno (8%).

De acordo com os trabalhos anteriormente citados, quando a purga é
adequada, as mudangas morfolégicas nas fibras elasticas s&o leves e as fibras de
colageno sofrem uma abertura que ndo danifica as fibrilas colagénicas. Ja uma
purga extensa leva a danos estruturais, tanto as fibras elasticas quanto as fibrilas de
colageno, com excessiva abertura das fibras e grande perda desta proteina

(colageno).

Historicamente, esta etapa foi pioneira na aplicagdo de enzimas pelos
curtumes, onde inicialmente se utilizavam fezes animais. O principal problema
ocasionado pelo uso de excrementos, além do desagradavel manuseio, esta
relacionado a variagéo da atividade enzimatica (até aquele momento desconhecida),
pois muitas vezes a mesma quantidade utilizada poderia levar a uma purga mal
realizada, ou entdo a purga excessiva das peles, uma vez que nao existia um

controle na quantidade e atividade das enzimas presentes nos excrementos.

Mais tarde, com a descoberta da existéncia e funcdo das enzimas, foi
utilizado pancreas bovino moido para purgar peles, o qual produz uma mistura de
enzimas conhecida como pancreatina, formada principalmente por amilase (a qual
atua nos amidos), lipase (cujo substrato preferencial € a gordura) e tripsina (enzima

de acgéao proteolitica). Com isto, os problemas devidos a composi¢ao do preparado
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enzimatico diminuiram, uma vez que a homogeneidade da mistura e da atividade é

maior nestes casos.

Com o avango das técnicas de isolamento e cultivo de microorganismos,
atualmente na purga sao utilizadas proteases de fungos e bactérias, além das
tripsinas isoladas a partir da pancreatina de origem animal, em processos com

duracgao variavel entre trinta minutos e uma hora.

Os residuos de pélos remanescentes ao fim desta etapa nao serdo removidos
em etapas posteriores e irdo influenciar o aspecto final do couro. Segundo Ahmed e
Gasmelseed (2003) e Ding e Liang (2005), uma purga mal realizada pode afetar a
qualidade do couro acabado, com o surgimento de manchas escuras ou toque
aspero. Ao contrario, uma purga bem sucedida, melhora as caracteristicas como
aparéncia uniforme dos graos, maciez e elasticidade, evidenciados pela eliminagao
dos residuos de queratina da pele. Qio et al. (2009) afirmam que os produtos
quimicos na etapa de purga ndo sao capazes de substituir enzimas com a mesma

resposta.

2.4. Uso de Enzimas em Curtumes

Enzimas sempre foram utilizadas nos curtumes, nas etapas de purga, sendo
aplicadas mesmo antes de sua descoberta. Entretanto, como mencionado
anteriormente, elas ja foram utilizadas nos processos de depilagdo, no inicio do

século passado, antes do desenvolvimento dos processos quimicos de depilagao.

Estas proteinas ganham cada vez mais destaque, por serem consideradas
tecnologias ambientalmente corretas e também devido ao avanco da ciéncia de
purificacdo, desenvolvimento e aperfeicoamento de enzimas. Atualmente enzimas
sao aplicadas em diversas etapas do processamento de couro, desde a ribeira, até o
acabamento, como demonstram os trabalho de Gutterres et al. (2009), Aquim et al.
(2008), Thanikaivelan et al. (2005) e Choudhary et al. (2004).

No remolho, enzimas s&o aplicadas para encurtar o tempo de produg¢ao por
meio do ataque as gorduras solidificadas e proteinas n&o colagénicas, que as vezes
estao recobrindo a superficie externa da pele e dificultando o acesso das fibras de

colageno a agua. Além de visar a reidratacdo do colageno, as enzimas contribuem
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para a eliminacao de proteina interfibrilar. Os tipos de enzimas utilizadas no remolho

sao preferencialmente lipases e proteases.

A utilizagdo de enzimas na etapa de depilagéo e caleiro tem como meta a
diminuicdo do impacto ambiental do efluente gerado nesta etapa, através da
eliminagdo (ou diminuicdo) do uso de cal e sulfetos. Além disso, uma melhora na
qualidade das peles, em termos de eficiéncia depilatdria, é verificada com o uso de

enzimas.

Processos de depilagdo coenzimaticos (uso de enzima em conjunto com
agentes quimicos depilantes) foram desenvolvidos nos trabalhos de Valeika et al.
(2009), Dayanandan et al. (2003), Aravindhan et al. (2007) e Saravanabhavan et al.
(2003). Em todos os casos, uma diminuigao nos niveis de DQO e DBO foi verificada,
embora alguns destes trabalhos tenham utilizado cal para promover o inchamento

da pele.

A depilagcdo enzimatica tornou-se uma alternativa tecnicamente viavel. De
acordo com as publicagdes de Sivasubramanian et al. (2008), Dayanandan et al.
(2003), Macedo et al. (2005) e Sivasubramanian et al. (2008), existem enzimas
capazes de promover a depilacdo sem auxilio de agentes quimicos, nos mais
variados tipos de processo (depilagdo com pasta, depilagdo em fuldo e depilagéo

com aplicagao de pasta no carnal).

Os trabalhos de Saravanabhavan et al. (2005), Saravanabhavan et al. (2008)
e Bhavan et al. (2008) eliminam a aplicagdo de cal para promover o inchamento das
peles e utilizam metasilicato de sdédio com esta fungdo, provando que a acao de
proteases € aumentada na presencga deste composto. Além do beneficio ambiental
deste processo, que é livre de cal e sulfeto, um ganho de 8% em area foi observado,
tornando viavel de forma técnica e econdbmica este método, conforme sugerem os

autores.

Na purga, seu uso é tradicional, entretanto, Ahmed e Gasmelseed (2003) e
Ding e Liang (2005) encontraram uma alternativa que utiliza matéria-prima local
disponivel (pancreas bovino), diminuindo a dependéncia dos curtumes com relagéo

as empresas multinacionais.
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Uma das descobertas mais recentes para aplicacdo de enzimas € seu uso no
pré-curtimento, objetivando uma maior exaustdo do banho de curtimento (maior
namero de “cross-link” e menor desperdicio do agente curtente). De acordo com
Kanth et al. (2009) e Aravindhan et al. (2007), os resultados sao motivantes do ponto

de vista ambiental.

Seguindo esta mesma linha de pesquisa (exaustdo do banho), Yuan et al.
(2008) e Parvinzadeh (2007), aplicaram enzimas proteoliticas no acabamento
molhado de couros, na etapa de pré-tingimento e tingimento de |as. Os autores
verificaram melhorias em propriedades como afinidade ao corante, exaustido do
banho, uniformidade da cor e penetragdo do corante, e, nas peles; molhabilidade da
fibra, absorcdo do corante, diminuicdo do encolhimento e melhoria da tensao de

estiramento de fibras de |a.

Embora estas aplicagdes tenham impacto direto na melhoria do efluente
gerado, ndo podem ser consideradas tratamentos de efluentes e residuos. No
entanto, existem trabalhos voltados ao tratamento de residuos, que aplicam enzimas
na recuperacgao de cromo e proteinas de residuos de aparas curtidas, tais como os
de Cantera et al. (2002), Kolomaznik et al. (2008), Jian et al. (2008) e Amaral et al.
(2008), bem como na produgéo de hidrolisados de colageno a partir de aparas nao
curtidas (BAJZA, 2001).






Metodologia Experimental

Neste capitulo sera feita a descricdo das etapas envolvidas na elaboracéo da parte
experimental deste trabalho. Inicialmente serdo apresentados os materiais utilizados
para a realizagdo da etapa experimental (pele, produtos quimicos e enzimas). Em
seguida, sera mostrado o método de aleatorizacdo das amostras de pele utilizadas.
Na seqliéncia, serdo descritos os testes realizados e apresentadas as formulacbes
utilizadas. Por fim, serdo apresentados os métodos utilizados nas analises dos

testes realizados.

3.1. Pele

Para a realizagcdo deste trabalho foi utilizada uma pele bovina da raca
zebuina, conservada pelo processo de salga e previamente descarnada, proveniente

do curtume Kern-Mattes, localizado na cidade de Portdo, Rio Grande do Sul.

A Figura 16 apresenta a representacdo de uma pele bovina, onde a imagem
do lado esquerdo ilustra as principais regides do animal e a imagem da direita
apresenta a divisdo da pele ao meio (uma vez que alguns curtumes trabalham com
peles divididas ao meio, para facilitar o manejo e processamento), enfatizando a

regiao do grupéao.

Para a producéo de couros, a regido do grupao possui maior importancia, pois
€ uma grande regiao como propriedades homogéneas. No controle de qualidade dos
couros produzidos, as normas técnicas nacionais e internacionais recomendam a

retirada de amostras da regido do grupdo, como a norma ASTM (D2813/2008).
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Logo, neste trabalho, também foram utilizados apenas pedagos de peles
provenientes do grupdo, de modo que as regides da barriga (flancos), cabega e
ancas foram aproveitadas para testes prévios de Hammes (2009), em seu trabalho

sobre o estudo da agao enzimatica na etapa de remolho.

Figura 16: Esquema de uma pele bovina. Principais regides (esquerda) e divisdo em meias peles
(direita); Fonte: Gutterres (2010)

A Figura 17 apresenta a fotografia da pele utilizada nos experimentos, onde a
regiao da cabega esta na parte superior da fotografia, conforme o esquema

apresentado na Figura 16.

Figura 17: Fotografia da pele bovina utilizada nos testes
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Apods a remogéo dos flancos, ancas e cabega, a regido restante apresentou
uma area aproximada de 1,63 m?, distribuida em duas partes que foram subdivididas

em 54 pedagos menores, cuja area média de cada um era de aproximadamente 400

cm2.

Este esquema de corte da pele esta apresentado na Figura 18, onde é
possivel ver o esquema utilizado no mapeamento das amostras de pele. E
importante salientar que a faixa central de 10 cm de largura foi desprezada, uma vez
que esta faixa da linha dorsal do animal tem uma rigidez maior, e deve ser

desprezada por recomendacdes das normas.

Apos serem cortados, os 54 pedacos de peles foram identificados por Letras
e numeros, como indica a Figura 18, e foram armazenados sob refrigeracédo até o
momento do seu uso nos testes. Em funcdo do numero de testes realizados e da

massa de pele requerida em cada teste, n&o foi possivel realizar a réplica dos

testes.
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Figura 18: Esquema de divisdo da pele
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3.2. Produtos Quimicos

Foram necessarios, para a realizagcao dos testes e analises, diversos produtos
quimicos, cujo objetivo principal era prover as condigbes ideais para o
desenvolvimento das reacdes quimicas, tanto as envolvidas nos processos

estudados, quanto aquelas que ocorreram nos metodos analiticos.

A Tabela 7 apresenta todos os insumos quimicos utilizados na realizagao dos

testes de ribeira dos experimentos.

Tabela 7: Relagdo dos produtos quimicos empregados na fase de teste das formulagdes

Etapa de Uso Nome do Produto Objetivos Observagoes
Remolho, depilagao Auxiliar o desengraxe das Tensoativo da Buckman
e caleiro, purgae | Busperse 215° peles e emulsificar as indicado para processos
desencalagem gorduras naturais; enzimaticos;
Remolho, Auxiliar o desengraxe das
depilagao/caleiro e | Eusapon LDE® peles e emulsificar as Tensoativo da Basf
desencalagem gorduras naturais;

Aumentar a velocidade da
reidratagdo por meio do
Carbonato de
Remolho ) efeito osmético e formar
Sadio )
sabdes com os acidos
graxos da pele;
. ] Hidroxido de  Promover o inchamento e
Depilagéo/caleiro ) ) )
Calcio intumescimento da pele;
Promover a quebra das
Depilagao/caleiro | Sulfeto de Sédio pontes dissulfidicas (depilar

a pele);

Proporcionar limpeza das
Depilagao/caleiro Molescal LND® peles e combater o Auxiliar de caleiro da Basf

inchamento excessivo;

Diminuir o inchamento da

Sulfato de pele através da remocao do
Desencalagem . ] . .
Amodnio hidroxido de calcio presente

entre as fibras;

D | Decaltal ESN® Auxiliar a remogéo de Calcio Agente de desencalagem
esencalagem ecalta
° da pele; Basf isento de N
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Nesta sec¢éo, serdo apresentados os reagentes quimicos utilizados nos testes
de ribeira nas etapas de remolho, depilagdo/caleiro, desencalagem e purga, tanto no
processo quimico quanto no processo coenzimatico. Alguns destes reagentes sao
desenvolvidos especificamente para a industria curtidora, sendo produzidos por
empresas que atuam no fornecimento de insumos para o setor, outros, no entanto,

sdo reagentes de uso comum em laboratérios ou industrias.

Os reagentes de uso industrial foram doados pelas empresas Basf e
Buckmam ao Laboratério de Estudos em Couro e Meio Ambiente (LACOURO), para
a realizacdo desta dissertacdo e também para outros estudos desenvolvidos pelo

grupo de trabalho.

Tensoativos, ou surfactantes, como também s&o chamados, sdao produtos
utilizados para diminuir a tensdo superficial de liquidos. Sdo compostos por uma
parte soluvel em agua e outra parte insoluvel, podendo atuar como detergentes,

dispersantes, emulsionantes, umectantes e solubilizantes.

O auxiliar de caleiro, Molescal LND® é uma solugdo de compostos organicos
isenta de sulfeto de sédio e com efeito redutor, que auxilia o afrouxamento dos pélos

e reduz o inchamento da pele.

O agente de desencalagem, Decaltal ESN®, segundo o fabricante, é fabricado
a partir de uma mistura de sais e acidos organicos e inorganicos, cuja composic¢ao é
isenta de nitrogénio, elemento presente em sais amoniacais, muitas vezes
empregado na desencalagem, que neste caso foi evitado, pois € um agente de

contaminagao das aguas.

3.3. Enzimas

As enzimas utilizadas foram fornecidas por trés empresas do setor de
insumos para curtumes que nao terdo seus nomes citados neste trabalho, uma vez
que o objetivo principal destes testes foi verificar a eficacia das enzimas disponiveis
comercialmente para o setor coureiro, e ndo a divulgagao ou desvalorizagao de uma

marca especifica.

As empresas serao identificadas pelas letras A, B e C e as enzimas por

algarismos de 1 a 4. Ao todo, foram utilizadas oito enzimas (uma em pé, fornecida
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pela empresa A, trés liquidas fornecidas pela empresa B e quatro em p6 fornecidas
pela empresa C), como pode ser verificado na Tabela 8, juntamente com demais

dados disponibilizados pelos fornecedores em catalogos, sites, ou na rotulagem dos

produtos.
Tabela 8: Relagéo das enzimas utilizadas no experimento
Nome da Aplicagao Fonte Etapa Teste nro
Enzima plicag P
A1 Enzima de mlstura'd_e extratqs Purga 1,2
purge pancreaticos e sais
: I Remolho, 456,12
B1 Lipase nao informada Depilagéo/Caleiro 56
I Remolho, 4,56, 11
B2 Protease nao informada Depilagéo/Caleiro 56
B3 Enzima de nao informada Purga 3,4
purge
C1 Enzima para enzima microbiana Remolho 7,8,9
remolho
C2 EnZ|_ma para enzima microbiana  Depilagédo/Caleiro 3,4
caleiro
C3 Enzima de extrato pancreatico Purga 5,6
purge
C4 Lipase enzima microbiana  Depilagdo/Caleiro 3,4

As orientacbes dos fabricantes quanto ao processo na qual as enzimas
poderiam ser utilizadas, os limites percentuais de aplicagao, faixa de pH do meio,
além da temperatura, quando disponibilizadas, foram obedecidas, de modo que as
enzimas A1, B3 e C3 foram utilizadas na etapa de purga, a enzima C1 foi aplicada
apenas na etapa de remolho, a enzima C2 apenas na depilagao/caleiro. As enzimas
B1, B2 e C4 sao indicadas tanto para remolho quanto para caleiro de acordo com o
fabricante. No entanto, a ultima foi utilizada apenas no caleiro, pois segundo o
fabricante C, a enzima C1 também apresenta atividade lipolitica, dispensando o uso

conjunto de outras enzimas.

3.4. Procedimento Experimental

A etapa experimental foi realizada no Laboratério de Estudos em Couro e
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Meio Ambiente (LACOURO) do Departamento de Engenharia Quimica (DEQUI). Os
experimentos foram conduzidos em fuldées de bancada com controle de rotagéo e

temperatura (por meio de imersao dos fuldes em banho).

Como pode ser visto na Figura 19, os testes foram realizados em batelada de
trés fuldes, que corresponde a capacidade maxima do equipamento. Cada fuldo de

bancada é capaz de processar aproximadamente 500 g de pele.

Figura 19: Fotografia dos fuldes de bancada utilizados na realizagdo dos experimentos

A etapa experimental teve inicio com a preparacdo da pele. Como
mencionado na segao 3.1, os experimentos utilizaram apenas a parte do grupao, por
ser mais homogénea, tanto em termos de espessura quanto em composi¢cao de
fibras. O grupao foi separado em lado direito e esquerdo e a faixa central do lombo
de aproximadamente 10 cm foi removida. Apds isso, cada uma das metades do
grupao foi subdividida em vinte e sete pedagos menores de aproximadamente 400
cm? (20 X 20 cm). Para chegar a este valor foi feita uma avaliagédo prévia do volume

de agua consumido em cada analise realizada.

Inicialmente, na etapa de remolho (para o efluente), foram previstas as
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analises de teor de cloretos, soélidos totais fixos e volateis e nitrogénio NTK.
Somando as quantidades de banho necessarias para cada teste, sendo estes
realizados em triplicata, chegou-se ao valor de 231 ml de banho, valor esse que foi

aproximado para 250 ml.

Outra consideracéao feita foi que, no remolho, a pele absorveria no maximo
35% do seu peso em massa de agua. Desta forma seriam necessarios
aproximadamente 400 ml de banho para garantir que ao final do processo houvesse
quantidade suficiente de efluente para realizagao dos testes. Sendo a quantidade de
agua adicionada na formulagcdo de remolho em 200%, seria preciso 200 g de pele
em cada fuldo. Este padrao de massa de pele necessaria em cada fulao também foi

adotado para os processos de depilagao/caleiro e purga.

O passo seguinte foi estimar a massa especifica da pele. Para tanto, algumas
amostras de pele foram medidas e pesadas, chegando-se a conclusédo que, para a
pele em questdo a densidade média era de 0,5 g/cm?. A partir deste dado, concluiu-
se que os pedagos da pele deveriam medir 20 X 20 cm, como mencionado

anteriormente.

A fim de garantir que os resultados ndo sofressem influéncia com relagédo a
regiao da pele, foi feita uma aleatorizacdo das amostras, cujo esquema é
apresentado na Figura 20. Este processo de aleatorizagao consistiu em pegar dois
pedacos do lado esquerdo e dois pedacgos do lado direito do grupao (de regides nao
muito préoximas) e dividi-los em quatro partes iguais. Apos a divisdo foram montados
quatro conjuntos (onde cada conjunto abastecia um fuldo) contendo 1/4 de cada um

dos pedacos das peles utilizadas.

Apos a divisdo da pele, foi realizada a caracterizagdo da mesma, onde foram
analisados o teor de substéncias extraiveis com diclorometano, ou, como também &
chamado, analise do teor de gorduras (ABNT, NBR 11030/1997), teor de matéria
volatil (ABNT, NBR 11029/2001) e o teor de nitrogénio e substancias dérmicas em
peles (ASTM, D2868/2007).

Este procedimento de aleatorizagao das peles foi adotado em todos os testes

de remolho, depilagéo/caleiro e purga estudados neste trabalho.
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Figura 20: Representacdo do esquema de aleatorizagdo das amostras de pele para realizagdo dos
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A metodologia adotada para os testes € bem simples. Como mencionado no
inicio desta secao, as peles foram cortadas, identificadas e acondicionadas sob
refrigeragdo. Apds a escolha e o corte das peles (cada pedaco de 20 X 20 cm foi
novamente dividido em 4 partes iguais), o sal em excesso foi removido (substituindo
a operacgao de bater sal), os conjuntos de pele foram pesados e as peles foram para
os fuldes, juntamente com os insumos e a agua (para uniformizar o processo foi
utilizada agua destilada em todos os testes), que foram calculados em fung¢do da

massa de pele contida em cada fulao.

Os itens seguintes apresentardo as formulag¢des utilizadas nas etapas de
remolho, depilagédo/caleiro, desencalagem e purga. Os objetivos de cada etapa ja
foram discutidos no capitulo 2, bem como a fungdo dos insumos na sec¢édo 3.2 € a

apresentagao das enzimas na secgéo 3.3.

3.4.1. Remolho

Na etapa de remolho foram desenvolvidas seis formulagdes distintas, que se
desdobraram em doze testes, pois trés destas formulagbes foram aplicadas com
variacao de tempo. A formulagdo de cada um destes testes pode ser vista na Tabela

9, onde sao apresentados a duracdo dos testes e o percentual de aplicagao dos
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insumos, calculados sobre o peso do conjunto de peles presentes nos fuldes.

Os testes de 1 a 3 foram chamados de quimicos, uma vez que nao utilizavam

enzimas. Estes testes diferiam entre si pela duragao, que variou entre 1 a 4 horas.

Os testes de 4 a 12 sado todos co-enzimaticos, entretanto, entre os testes 4 a
6, foi utilizado um tipo de enzima e a unica diferenga entre eles esta relacionada ao
tempo, assim como entre os testes 7 a 9, que utilizavam outro tipo de enzima e
também diferem apenas pelo tempo de processamento. O teste 10 é uma variagéao
do teste 9, onde foi dobrada a concentragcdo da enzima. Os testes 11 e 12 sao

variantes do teste 4, onde s&o aplicadas apenas as enzimas B2 (protease) e B1

(lipase), respectivamente.

Tabela 9: Formulagdes utilizadas nos testes das etapas de remolho

Tipoe Nome e percentual
A Carbonato de percentual de .
Tempo de Agua Sodium Enzima do tensoativo
processor aplicado empregado
(horas)
Percentuais massicos aplicados sobre o peso da pele (%)

Teste 1 1 200 0,3 0 Elsapon LDE- 0,15

Teste 2 2 200 0,3 0 Elsapon LDE - 0,15

Teste 3 4 200 0,3 0 Elsapon LDE - 0,15
B1-0,03

Teste 4 1 200 0,3 B2-0.07 Busperse 215 - 0,02
B1-0,03

Teste 5 2 200 0,3 B2-0.07 Busperse 215 - 0,02
B1-0,03

Teste 6 4 200 0,3 B2-0.07 Busperse 215 - 0,02

Teste 7 1 200 0,3 C1-0,3 Busperse 215 - 0,02

Teste 8 2 200 0,3 C1-0,3 Busperse 215 - 0,02

Teste 9 4 200 0,3 C1-0,3 Busperse 215 - 0,02

Teste 10 4 200 0,3 C1-0,6 Busperse 215 - 0,02

Teste 11 4 200 0,3 B2 - 0,07 Busperse 215 - 0,02

Teste 12 4 200 0,3 B1-0,03 Busperse 215 - 0,02
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As formulagbes quimicas foram baseadas em processos industriais e as
formulagdes co-enzimaticas a partir da indicagdo dos fabricantes, com relacdo ao
percentual de enzimas aplicadas. As condi¢gdes operacionais dos fuldes foram
constantes em todos os processos de remolho, com rotagdo de 20 rpm e

temperatura de 28 °C.

ApOs a realizagao dos testes, peles e banhos foram coletados e armazenados
separadamente (sob refrigeragcdo) até o momento das analises, por um periodo

maximo de 15 dias para algumas analises, como COT e Proteina Soluvel.

3.4.2. Depilagao/Caleiro

Nesta etapa, verificou-se a influéncia da quantidade e do tipo de enzima no
processo de depilacdo da pele. O tempo total de processamento foi fixado em 16
horas e 15 minutos para todos os testes. Os insumos foram dosados no decorrer
das primeiras 4 horas e 15 minutos, a temperatura e rotagdo foram mantidas em
28°C e 20 RPM, respectivamente. As 12 horas seguintes de processamento

utilizaram rotagédo de 10 rpm e a temperatura citada anteriormente.

Para a realizacido dos testes foi necessario fazer a etapa de remolho, anterior
a este processo. Com esta finalidade utilizou-se a formulagéo do teste 3 da Tabela 9
para remolhar a pele para todos os testes de depilagao/caleiro realizados. Deste
modo, garantiu-se que as diferengas apresentadas nestes testes (quando
comparados os diferentes tipos de processo) devem-se apenas a esta etapa de

depilacao/caleiro.

Na Tabela 10 sido apresentadas as formulagcbes de depilagcido/caleiro
estudadas. A formulacao 1 € uma formulagao convencional utilizada pela industria. A
formulacdo 2 apresenta teores de insumos reduzidos e concentragdo do banho, com
menor volume de agua. As formulagbes 3 e 4 utilizam as enzimas C4 (lipase) e C2
(enzima para caleiro), onde a diferenga entre os processos esta relacionada ao
percentual de enzimas aplicado, que € o dobro para o processo 4, quando
comparado ao teste 3. Os testes 5 e 6 utilizam as enzimas B1(lipase) e B2
(protease), onde, também neste caso, o teste 6 apresenta percentual dobrado com

relacdo ao teste 5.
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Tabela 10: Formulagdes utilizadas na depilagdo/caleiro

Teste1 Teste 2

Tempo . . Teste3 Tested4d Teste5 Testeb
de Quim.  Quim. e EnzC  EnzB  EnzB
Insumos Conv. Red.
Processo
(horas) Tipo e Percentual (%)
Agua 50 40 40 40 40 40
Ca(OH), 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Molescal LND 0,6 0,6 0 0 0 0
Eusapon Eusapon Busperse Busperse Busperse Busperse
Tensoativo LDE - LDE - 215 - 215 - 215 - 215 -
0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Enzima 0 0 C4-0,03 C4-0,06 B1-0,04 B1-0,08
1 C2-0,15 C2-0,30 B2-0,06 B2-0,12
Na,S 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
0,75 Ca(OH), 0,5 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Na,S 1,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
1 Ca(OH), 0,5 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Agua 150 50 50 50 50 50
Ca(OH), 2 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Eusapon Eusapon Busperse Busperse Busperse Busperse
Tensoativo LDE - LDE - 215 - 215 - 215 - 215 -
0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
1,5 Enzima 0 0 C2-0,056 C2-0,1 B2-0,04 B2-0,08

Nos testes 3 e 5, as enzimas foram aplicadas seguindo-se as recomendagodes
do fabricante. Ja os testes 4 e 6, como citado anteriormente, utilizaram o dobro do

percentual anterior, dos testes 3 e 5, respectivamente.

3.4.3. Desencalagem

Embora a etapa de desencalagem n&o fosse objeto de estudo deste trabalho,
uma vez que nao se utilizam enzimas nesta etapa, ela também foi realizada, para

que a etapa seguinte, a purga, pudesse ser estudada.

Esta etapa, no entanto, foi problematica, pois no curtume de onde veio a

formulacao utilizada, apds o caleiro, a pele passa pelo processo de descarne e
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divisdo. Neste caso, nao foi possivel realizar tal etapa, uma vez que ndo existem

equipamentos no laboratério capazes de dividir peles tdo pequenas.

Logo, a formulagdo apresentada na Tabela 11 nao foi capaz de desencalar
totalmente as peles, uma vez que a espessura da mesma era maior, dificultando o

processo de difusdo dos agentes desencalantes na pele.

Tabela 11: Formulagdo de desencalagem (para peles divididas)

Tempo de
. Insumos Percentual (%) Observagao
processo (min.)
15 Agua 200 esgotar o fuldo
Agua 200
20 (NH,4)2.SO, 0,3
Eusapon LDE 0,02 esgotar o fuldo
Agua 200
20 (NH,4)2.SO, 0,3
Busperse 215 0,1
Decaltal ESN 1,2 medir pH

Na desencalagem realizada, o tempo foi dobrado e a quantidade de
reagentes utilizada foi praticamente triplicada, com relagédo aos dados apresentados
na Tabela 11. A temperatura do banho de aquecimento dos fulées foi acertada em
28 °C e a rotagdo em 20 rpm. Fitas para medir pH foram utilizadas nos banhos de
desencalagem. Para as peles foi utilizado indicador fenolftaleina em cortes feitos na

pele, como indica a Figura 21.

Figura 21: Uso de fenolftaleina na etapa de desencalagem.
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O objetivo de se conferir o pH na se¢ao transversal da pele foi verificar se a

remogao de calcio é efetivada ao longo de toda sua espessura.

3.4.4. Purga

Para a realizagdo da purga de peles, industrialmente, deve-se passar
primeiramente pelas etapas de bater sal, pré-remolho, pré-descarne, remolho,
depilagao/caleiro, descarne e desencalagem. Em escala laboratorial, estando a pele
salgada e previamente descarnada, as etapas que antecedem a purga sao: remolho,

depilagao/caleiro e desencalagem.

Foram utilizadas as formulagdes do teste 3 de remolho (apresentada na
Tabela 9), do teste 1 de depilagdo/caleiro (Tabela 10) e da Tabela 11, para a
desencalagem, em todos os teste de purga. O processo de purga foi iniciado apds a

desencalagem das peles, aproximadamente 24 horas do inicio do remolho.

E importante salientar que a etapa final da desencalagem e a purga
ocorreram simultaneamente, pois, quando se adicionaram os produtos da
formulagcdo de purga (enzima e tensoativo) aos fuldes, além da pele, os mesmos
continham agua (200%), sulfato de aménio (0,3%), auxiliar de desencalagem (1,2%)

e tensoativo (0,1%), por mais de 40 minutos de processo.

Na purga foram testadas trés diferentes formulagdes (onde cada uma destas
utilizou uma enzima de um fornecedor distinto), em seis testes, pois cada formulagao
utilizou dois tempos de processamento, como pode ser visto na Tabela 12. Nesta

etapa utilizou-se temperatura de 36°C e rotacédo de 20 rpm.

Os testes 1 e 2 utilizaram a enzima A1, os testes 3 e 4 utilizaram a enzima B3 e os
testes 5 e 6 utilizaram a enzima C3. Com relagdo ao tempo de processamento,
usualmente a industria utiliza periodos em torno de 30 minutos, porque se acredita
que longos periodos de exposi¢cao de peles as enzimas podem causar danos a
estrutura das fibras colagénicas e a superficie da flor com seu desenho granular. No
entanto, neste trabalho,além do tempo de 30 minutos, para fins de estudo, o tempo
foi extrapolado para cada uma das enzimas testadas, como demonstram os testes 2,
4 e 6, que tiveram a duragao de 3 horas, com o objetivo de testar a agado enzimatica

em longos periodos de contato com a pele.
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Tabela 12: Formulagdes utilizadas na purga

Tipo e Nome e percentual
) percentual de do tensoativo
Tempo de Agua Enzima empregado
processo

(horas) Percentuais massicos aplicados (%)
Teste 1 0,5 200 A1-0,06 Busperse 215 - 0,08
Teste 2 3 200 A1-0,06 Busperse 215 - 0,08
Teste 3 0,5 200 B3 - 0,06 Busperse 215 - 0,08
Teste 4 3 200 B3 - 0,06 Busperse 215 - 0,08
Teste 5 0,5 200 C3-0,06 Busperse 215 - 0,08
Teste 6 3 200 C3-0,06 Busperse 215 - 0,08

3.5. Métodos Analiticos

Os 24 testes (12 de remolho, 6 de depilagao/caleiro e 6 de purga) com as
formulagdes descritas anteriormente tiveram coletas de banhos e peles para
analisar de acordo com os ensaios apresentados na Tabela 13. As normas que
descrevem cada um destes métodos estdo dispostas nos anexos, ao final deste

trabalho.

Para todos os 24 experimentos foram feitas analises de Carbono Organico
Total (COT) e Proteina Soluvel, nos efluentes dos banhos. Estes ensaios foram
realizados com o intuito de quantificar e comparar o percentual de matéria organica

removido em cada teste.

Nos banhos de remolho, as analises de cloretos foram realizadas com o
intuito de verificar se as enzimas influenciam na abertura das fibras a ponto de
remover um maior percentual do sal absorvido pelas peles no processo de salga. Os
sélidos dissolvidos totais remetem a pequenas moléculas orgénicas, sujeiras
presentes na pele, sais dissolvidos no banho, entre outros. O nitrogénio NTK é outra
forma de quantificar a matéria organica (com excecéao a lipideos, que ndo possuem

nitrogénio em sua composicao).
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Tabela 13: Relagdo das analises realizadas apos os testes

- . . Fase
Analise Norma/metodologia Etapa Analisada Analisada
Teor de Cloretos em Banhos NBR - 13337/1995 Remolho Efluente
Teor de Solidos Totais, Fixos  \pp _ 14550/2000 Remolho Efluente

e Volateis
Percentual de Matéria Volatil NBR - 8290/1983 Remolho, caracterizagdo da pele Pele

Substancias Extraiveis com

) NBR - 11030/1997 Remolho, caracterizagao da pele Pele
Diclorometano

Nitrogénio e Substancias

MY ASTM - D2868/2007 Caracterizagéo da pele Pele
Dérmicas em Peles
Microscopia Eletrénica de ) Depilacao/caleiro Pele
Varredura
Teor de Carbono Organico Remolho, depilagao/caleiro e

- Efluente

Total purga
Teor de proteinas solluveis Método de Lowry Remolho, depilagdo/caleiro e Efluente

purga

Nas peles remolhadas foram analisados o teor matéria volatil (umidade), para
avaliar o grau de umedecimento e abertura das fibras, e de gorduras (substancias
extraiveis com diclorometano), com a finalidade de verificar qual enzima atua melhor

na remoc¢ao deste tipo de substancia organica.

Na etapa de caleiro, além das analises comuns a todas as outras etapas,
foram feitas analises de microscopia eletronica de varredura (MEV), em peles
retiradas no decorrer do processo, cujo objetivo era verificar a remocgéao dos pélos e
abertura da estrutura ao longo do processo e compara-las quanto a sua eficacia,

entre os diversos testes realizados.

Na purga, foram feitas analises de nitrogénio amoniacal nos efluentes,

também com o objetivo de verificar a hidrélise de proteinas da pele.

As analises de MEV e de COT foram realizadas em equipamentos
especificos, onde nao foram encontradas normas especificas para realizagao destes

ensaios.

As analises de MEV foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da
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Universidade (CME/UFRGS). Em um aparelho da marca JEOL, modelo JSM 6060,

exibido na Figura 22.

O preparo das amostras seguiu o protocolo elaborado pelo CME, onde as
mesmas foram cortadas em um tamanho aproximado de 1 cm? desidratadas em
banhos sucessivos de acetona (dimetilcetona), com concentracéo de 30, 70 e 100%
de acetona (em volume) e armazenadas em dessecador até o momento das

analises.

A Figura 23 apresenta uma das amostras desidratadas, montada sobre um
‘stub” (base suporte) antes da metalizacdo (a) e outra amostra metalizada (b),

pronta para ser analisada.

Figura 22: Fotografia do microscépio eletronico de varredura utilizado.

As analises de COT foram realizadas na Central Analitica do Departamento
de Engenharia Quimica, no Analisador de Carbono Organico Total, marca
Shimadzu, modelo V CSH.

Para a realizacdo das analises, o pH das amostras foi conferido e as
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amostras foram previamente filtradas, utilizando-se vacuo quando necessario. O
método do equipamento selecionado no equipamento para as analises foi o TC

ALTA 1000 ppm, indicado para amostras com grande concentragao de carbono. A

diluigao inicial do equipamento foi de 5 vezes e nao foi feita diluicdo manual.

Figura 23: Preparagao de amostras para as analises de MEV. (a) amostra de pele desidratada; (b)

amostra de pele metalizada

A Figura 24 demonstra o equipamento utilizado nas analises de COT.

Figura 24: Equipamento de analises de Carbono Organico Total utilizado nos experimentos
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3.6. Caracterizagao Enzimatica

ApoOs a realizacdo dos testes e das analises, algumas enzimas foram
escolhidas para que suas atividades frente a lipideos e colagenos fossem
determinadas. Nesta linha de caracterizacdo de atividade enzimatica, outros
trabalhos estdo sendo desenvolvidos pelo grupo de pesquisa (DETTMER et al,
2010).

As enzimas de purga B3, A1 e C3 tiveram sua atividade colagénica medida,
de acordo com uma metodologia encontrada no site da Sigma-Aldrich

(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Enzyme Assay/collagenfalgp

asub.Par.0001.File.tmp/collagenfalgpasub.pdf). Estas mesmas enzimas, juntamente

com a lipase B1, também tiveram sua atividade lipidica medida. Para a realizagao
das analises de lipases foi utilizada a metodologia desenvolvida no trabalho de
Volpato (2009), com base no trabalho de Winkler e Stuckmann (1979). Os
procedimentos utilizados para a realizagdo destes testes (atividade colagénica e

lipidica) encontram-se descritos no anexo.






Resultados e Discussao

Este capitulo destina-se a apresentacdo e discussdo dos resultados experimentais
obtidos neste trabalho. Primeiramente, sdo apresentados o0s resultados de
caracterizagdo da pele utilizada nos experimentos. Logo apos séo apresentados os
resultados e a discusséo para os testes de remolho, depilacdo e caleiro e purga dos
processos quimicos e coenzimaticos testados, nesta seqiiéncia. Por fim, s&o
apresentados os resultados relacionados a determinagdo da atividade enzimatica de

algumas das enzimas utilizadas no trabalho, com relagéo a colageno e a lipideos.

4.1. Caracterizacao da Pele Utilizada

Conforme foi mencionado no capitulo anterior, a pele utilizada foi
caracterizada com relacédo ao teor de substancias extraiveis com diclorometano
(gorduras), teor de matéria volatil (agua) e teor de nitrogénio e substancia dérmica

em peles.

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos nessas analises com seus
respectivos desvios padrao. Foram feitos seis testes utilizando-se a norma ASTM D
2868/2007, para determinac&o do percentual de nitrogénio, nitrogénio em base seca
e substancia dérmica (proteinas fibrosas) em peles. O percentual de gordura foi
determinado por meio da norma NBR 11030/1997 da ABNT em seis testes. A
analise de matéria volatil utilizou-se do procedimento ABNT, NBR 8290/1983

realizado em quadruplicata.
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Tabela 14: Resultados obtidos para a caracterizagdo da pele salgada antes do seu processamento

Teste Valor Médio Desvio Padrao
Percentual de Nitrogénio 7,721 0,431
Percentual de Nitrogénio (base
14,385 0,804
seca)
Percentual de Substancia Dérmica 80,844 4,517
Percentual de Agua 46,328 0,231
Percentual de Gordura 1,384 0,1357

Estes dados servem como parametro de comparagdo para os testes de
remolho, onde foram realizadas analises de matéria volatii e de substancias

extraiveis com diclorometano.

4.2. Testes de Remolho

Uma dificuldade encontrada neste trabalho experimental esteve relacionada a
analise dos resultados, pois as variaveis de resposta utilizadas para quantificar a
acao das enzimas nos testes feitos ndo eram sensiveis o suficiente para detectar as

mudangas que ocorriam entre cada teste.

Varias das analises feitas apresentaram grande variabilidade entre as suas
triplicatas, logo, diversas vezes, o intervalo de confianga calculado para o ensaio néo
permitiu, que fossem feitas afirmacdes com respeito as diferengas encontradas entre

os testes realizados.

Os resultados encontrados nos ensaios foram sumarizados nos graficos
seguintes, com o auxilio do programa Minitab® (versdo 15), que apresenta os
valores médios encontrados para cada analise (uma vez que estes foram realizados
em triplicata) juntamente com o intervalo de confianga que foi padronizado em 95%.
Os graficos relacionados aos ensaios de COT foram os Unicos que nao
apresentaram seu intervalo de confianca. Isto porque as analises de COT
apresentaram apenas o0s resultados médios dos testes. No entanto, como
mencionado no capitulo anterior, o desvio padrdo das amostras era de no maximo
2% para o COT.
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Devido a busca por uma variavel de resposta adequada, a etapa de remolho,
que foi a primeira a ser realizada, teve uma maior quantidade de analises feitas. As
analises realizadas nos testes de remolho foram apresentadas na Tabela 13 do

capitulo anterior.

A Figura 25 apresenta o primeiro dos ensaios realizados, utilizado para

determinar o percentual de matéria volatil em peles.
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Figura 25: Percentual de Matéria volatil nas peles para os testes de remolho

O objetivo deste teste seria determinar a quantidade de agua absorvida pela
pele, uma vez que este parametro esta relacionado com a reidratacdo da pele e
abertura das fibras de colageno apods o processo de desidratagao causado pelo sal

de conservagao.

No entanto, como foi afirmado anteriormente, este € um dos casos onde o
resultado das analises nao leva a muitas conclusdes, em fungdo do amplo intervalo

de confianca, principalmente com relacao aos testes 2, 8 e 9.

A prépria metodologia, neste caso, contribui com a alta variabilidade dos
resultados, uma vez que as peles utilizadas devem ser cortadas em pequenos
pedacos de aproximadamente 25 mm?, acarretando na perda de agua da amostra

devido a presséo exercida pela lamina no momento do corte.
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De acordo com este ensaio, ao final dos testes de remolho,
independentemente do tempo, o teor de umidade na pele subiu de 46%, de acordo
com a Tabela 14, para aproximadamente 63%. Este percentual esta associado ao
conteudo de agua ligado de forma mais concisa ao colageno, uma vez que parte da
agua absorvida pela pele foi removida através da pressdo exercida no momento de

preparacdo das amostras para as analises.

A Figura 26 demonstra o resultado da segunda analise realizada. O ensaio
para determinacdo do teor de cloretos em banhos apresentou uma variabilidade

menor, quando comparado ao ensaio anterior.

Por meio desta anélise também é possivel identificar a quantidade de agua
absorvida pela pele, pois, a medida que a pele se reidrata, o cloreto absorvido por
ela na etapa de salga é liberado ao banho.
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Figura 26: Concentracao de cloretos em banho para os testes de remolho

Nesta analise, pode-se identificar a importancia da variavel tempo de
processamento. Quando se comparam os valores obtidos para os testes 1,4 e 7 (1
hora de processamento) aos valores dos testes 2, 5 e 8 (2 horas de processamento)
e também dos testes 3, 6, 9, 10, 11 e 12 (4 horas de processamento), observa-se

claramente trés faixas de valores. Ainda é possivel concluir que o tipo de processo
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(quimico ou coenzimatico) ndo possui grande influéncia na liberagado de cloretos no
banho, uma vez que, para o tempo maximo o valor cresce de 63 g/l, no processo
quimico para 65 g/l. Por fim, a utilizagdo da concentragcdo em dobro das enzimas C1
(teste 10) ndo se demonstrou vantajosa, no entanto, a utilizagao das enzimas B1 e
B2 separadamente (teste 12 e 11, respectivamente) levaram a resultados
levemente superiores quando comparadas ao teste 6, embora estatisticamente nao

se possa fazer tal afirmacéo.

As Figuras 27, 28 e 29 estéo relacionadas com a determinagdo do teor de
solidos totais, fixos e volateis em banho. Esta analise quantifica o teor de
substancias liberadas da pele para o banho, sendo os volateis considerados de
origem organica e os fixos de origem inorganica (como cloreto, por exemplo). Os

soélidos totais constituem a soma dessas duas parcelas e estdo ilustrados na Figura
27.
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Figura 27: Concentragdo de Solidos totais (ST) em banho para os testes de remolho

Os resultados verificados na Figura 28 sado um reflexo da Figura 26, uma vez
que os valores de concentracao de solidos fixos (material de origem inorgénica) séo

um pouco superiores aos valores de teor de cloretos.
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Figura 28: Concentracao de Sdlidos fixos (SF) em banho para os testes de remolho

A Figura 29 apresenta os resultados do teor de solidos volateis. Esta
quantidade esta relacionada a liberagdo de matéria organica, como proteoglicanos,
proteinas fibrosas, proteinas nao fibrosas (como sangue) e gorduras provenientes
da pele.
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Figura 29: Concentragao de Sélidos volateis (SV) em banho para os testes de remolho

E possivel observar, no caso da Figura 29, que a amplitude do intervalo de
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confianga para os testes € maior em relacéo as figuras 27 e 28. Isso se deve ao fato
de que parte da proteina liberada pela pele estava em suspensido no banho e pode
ter passado através da peneira utilizada para retengcao de sdlidos. Ainda de acordo
com esta figura, o processo quimico € mais eficiente em termos de remocao de
matéria organica (podendo esta ser relacionada com a matéria volatil) que o
processo coenzimatico, que utilizou as enzimas B. Apenas no teste 10 foi verificado
resultado superior a este (teste 3), no entanto, devido aos problemas mencionados
na filtracdo da amostra esta analise ndo se demonstrou valida para propodsitos de
comparagao entre as tecnologias, uma vez que havia presenga de material sélido

suspenso nesta analise.

Por fim, a Figura 30 demonstra a compilagdo dos trés graficos anteriores.
Nesta figura é possivel observar o que foi mencionado anteriormente (a soma do
teor de solidos fixos e volateis corresponde aos sdlidos totais), além da influéncia

progressiva do tempo no efeito de remolho.
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Figura 30: Perfis das analises de ST, SF e SV em banho para os testes de remolho

A Figura 31 ilustra os resultados obtidos nos testes de substancias extraiveis
com diclorometano realizados nas peles. Logo, neste caso, quanto maior foi o
percentual de gorduras encontrado no teste, menor a quantidade de lipideos

removidas da pele, resultando em um processo menos eficiente.
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Figura 31: Percentual de substancias extraiveis com diclorometano em peles para os testes de

remolho

A amplitude do intervalo de confianga também é alta neste caso. No entanto,
€ possivel afirmar que o processo quimico tem uma capacidade menor na remogao
de gorduras, quando comparado aos processos coenzimaticos. Ainda, de acordo
com esta analise, o tempo, tipo de enzima e percentual de aplicagdo ndo possuem
influéncia na remocéao de gorduras. Comparando-se os dados da Tabela 14 com os
percentuais de gordura remanescentes (média entre os testes 1 a 3) na pele,
verifica-se que o processo quimico remove em torno de 38,5% da gordura inicial
presente na pele. Ja os testes coenzimaticos 11 e 12 apresentaram um percentual
de remogao de aproximadamente 67,5%, o que representa uma diferenca de 29%

entre a eficiéncia dos processos.

A falta de confianga no resultados dos testes feitos, devido ao elevado desvio
padrdo de algumas amostras, muitas vezes inerente a metodologia, que se
demonstrou incapaz de detectar as diferengas existentes entre os processos, levou

a busca de outras analises.

Diversos trabalhos como os de Anandan et al. (2008), Mukhtar e Haq (2008),
Ganesh Kumar et al. (2008), Madhumathi et al. (2007) e Riffel et al. (2003) utilizaram

o método de Lowry et al. (1951) para determinagao de proteinas soluveis com o
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objetivo de quantificar diferengas entre processos quimicos e coenzimaticos.
Adicionalmente, analises para a determinacdo de COT também foram realizadas,

como no trabalho de Yilmaz et al. (2007).

A anadlise de proteina soluvel requer a construgdo de uma curva padréo,
conforme descrito na metodologia (Lowry et al., 1951). Esta curva é apresentada na
Figura 32, juntamente com a equagéao da reta obtida (Equacgéo 18), que foi utilizada

na conversao das leituras de absorbancia em concentracéo de proteina (mg/ml).

0,0060 1y = 0,0063x - 0,0008

R?=0,9902
0,0050 -

0,0040 -
0,0030 - *
0,0020 -

0,0010 -

Concentragao de BSA - mg/ml

0,0000 . . . . .
0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000

Absorbancia a 750 nm

Figura 32: Curva padréo e equacgao da reta para os ensaios de proteina soluvel

Equagao 18

m
Conc.de Proteina Soluvel (ﬁ) = 0,00063 * Absorbancia (750nm) — 0,0008

Foram feitas algumas diluicbes manuais para adequar as leituras dos testes a
faixa de aplicagdo da curva padrdo. Para o remolho, as amostras foram diluidas
cinquenta vezes (50x); para a depilagado e caleiro utilizou-se diluigdo de sessenta

vezes (60x) e para os testes de purga a diluicao foi de 10 vezes (10x).

Embora os testes 4 e 5 apresentem uma amplitude elevada do seu intervalo
de confianca, os demais testes apresentaram bons resultados. Assim como na
Figura 29, neste caso também é possivel verificar a influéncia do tempo na liberagao

de proteinas.
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Os resultados desta analise encontram-se na Figura 33.
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Figura 33: Proteina soluvel para os banhos dos testes de remolho

Verificou-se que os testes quimicos e coenzimatico (testes 1 a 8) apresentam
desempenho semelhante, levando-se em consideracao a variavel tempo. No entanto
o desempenho da enzima C1 no tempo de 4 horas (teste 8) foi muito superior em
comparagao aos demais testes (1 a 7 e 12). O teste 10, comparado ao teste 9,
provou que a concentracdo de enzima estava adequada para os propésitos
desejados (liberagdo de proteinas). Ja o teste 11 indicou duas possibilidades. A
primeira € de que pode haver um efeito de interagdo entre as enzimas B1 e B2,
prejudicando o desempenho das mesmas quando utilizadas em conjunto. E a
segunda, € de que a dosagem de enzima utilizada esta subestimada, ndo sendo
possivel verificar a acdo da enzima sob o substrato. De fato, os percentuais de
aplicagcéo das enzimas B1 e B2 (que somados atingem 0,1%) sao inferiores aqueles

utilizados pela enzima C1 (0,3%).

A Figura 34 apresenta os resultados das analises do teor de COT.
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Figura 34: Concentragao de Carbono Organico Total para os banhos dos testes de remolho

Pode-se observar neste caso, assim como no anterior, que 0S processos
coenzimaticos que utilizam as enzimas B1 e B2 aplicadas nos testes 4 a 6
apresentam desempenho comparavel aos processos quimicos, ou seja, estas
enzimas nao atuam no substrato. J& a enzima C1 (teste 7 a 10) apresenta
desempenho muito superior as demais no tempo de 4 horas. No entanto, para o
dobro da concentracdo enzimatica (teste 10), ndo se verifica 0 mesmo
comportamento que foi encontrado para a Figura 33, pois neste caso verifica-se uma
queda acentuada com relagdo a remocao de carbono organico da pele para o
banho. Para os casos 11 e 12, observa-se, que mesmo atuando sozinhas, estas
enzimas nao sio capazes de remover maior quantidade de matéria organica,

chegando-se a mesma conclusao anterior.

Os resultados das analises de matéria volatil, teor de cloretos, percentual de
gorduras e carbono organico total, bem como os desvios padrao para cada analise
estdo dispostos na Tabela 15. Os resultados dos demais testes, proteina soluvel,

solidos totais, fixos e volateis encontram-se na Tabela 16.



80

Tabela 15: Resultados médios e desvio padrao dos ensaios realizados para os testes de remolho

Andlises realizadas em peles (p) e banhos (b)
Matéria volatil (p) Teor de cloretos (b) % de gorduras (p) COT (b)
Teste média (%) DP média (g/l) DP média (g/l) DP média (mg/l)

1 63,372 0,033 52,312 0,221 52,312 0,221 1114,0
2 63,412 0,233 59,785 0,301 59,785 0,301 995,3
3 63,572 0,085 63,739 0,527 63,739 0,527 1781,0
4 61,800 0,134 53,786 0,173 53,786 0,173 1318,0
5 62,772 0,161 59,492 0,453 59,492 0,453 1055,0
6 62,820 0,008 63,687 0,552 63,687 0,552 1570,0
7 64,932 0,011 54,769 0,866 54,769 0,866 457,2
8 64,249 0,451 62,988 0,236 62,988 0,236 813,7
9 63,610 0,416 65,955 1,008 65,955 1,008 2765,0
10 64,835 0,106 66,068 0,710 66,068 0,710 1474,0
11 64,168 0,015 65,331 0,348 65,331 0,348 1275,0
12 64,639 0,049 65,501 0,445 65,501 0,445 1621,0

Tabela 16: Resultados médios e desvio padrao das analises feitas nos testes de remolho

Analises realizadas em banhos

Soélidos Fixos Soélidos Volateis Sdlidos Totais Prot. Soluvel
média média média média
Teste (mg/l) DP (mg/l) DP (mg/l) DP (mg/ml) DP
1 54189,333 69,551  4484,000 120,466 58673,333 69,551 2,50E-03 4,84E-04
2 61974,667 107,058 4868,000 158,038 66842,667 188,694 1,17E-02 1,75E-03
3 64886,667 57,735 6205,333 56,048 71092,000 78,791 2,54E-02 5,54E-04
4 51241,333 256,042 4446,667 71,703 55688,000 199,038 8,61E-03 3,51E-03
5 56942,667 55,474 5310,667 261,085 62253,333 314,180 1,39E-02 3,43E-03
6 62618,667 221,173 5614,667 210,079 68233,333 280,637 2,69E-02 4,35E-04
7 54562,667 289,837 4697,333 52,205 59106,667 276,676 4,94E-03 5,48E-04
8 62086,667 238,976 5616,000 64,374 67702,667 174,646 1,49E-02 5,12E-04
9 63529,333 393,148 5572,000 139,485 68973,333 341,955 4,18E-02 9,58E-04
10 67616,000 233,135 6853,333 113,795 74469,333 140,987 4,22E-02 1,75E-03
11 65501,333 283,248 5788,000 197,545 71289,333 85,822 3,30E-02 1,04E-03
12 65213,333 159,516 5613,333 391,639 70604,000 174,034 2,33E-02 6,61E-04
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4.3. Testes de Depilacao e Caleiro
As analises realizadas nos testes de depilacao e caleiro foram feitas ao final
do processo, logo, o tempo de processamento das peles ndo foi avaliado neste

caso, mas apenas o tipo de enzima aplicado e sua concentragao.

Além dos ensaios de determinacdo do teor de carbono organico total e
proteina soluvel, foram feitas andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV),
para acompanhar a agao enzimatica ao longo do processo.

A Figura 35 ilustra os banhos residuais dos testes de depilagdo e caleiro. Esta
etapa apresentou maiores concentragdes de matéria orgénica nos banhos em
comparagao com a etapa de remolho e a de purga, o que ja era esperado, uma vez

que nesta etapa esta prevista a liberagao de pélos e epiderme.

Figura 35: Banhos residuais dos testes de depilagdo e caleiro ao final do processo

Verifica-se neste processo uma grande quantidade de matéria organica em
suspensao liberada, além disso, a quantidade de hidroxido de calcio presente
também colabora para a formagao de precipitado, uma vez que a solubilidade deste
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componente em agua é baixa (aproximadamente 1,41 g/l em agua a 40 °C).

A Figura 36 demonstra as peles apds o processo de depilagéo e caleiro para

os trés principais processos, quimico convencional (teste 1), quimico com redugéao

dos percentuais de agua e insumos (teste 2) e coenzimatico (teste 3).

Figura 36: Da esquerda para a direita (testes 1, 2 e 3), peles ao final do processo de depilagéo e

caleiro

E possivel observar com base nas imagens que a depilacdo no teste 2 foi
incompleta. No teste 1 havia grande presencga de pélos nos foliculos e no teste 3 a
pele estava mais limpa, embora fosse verificado que existiam alguns pelos inteiros

gue nao foram removidos, devido a agcdo mecanica baixa nos fuldes de bancada.

0,251

0,20- - E

0,15+ E

0,10+

Concentragdo de proteinas (mg/mL)

Y

Teste_1 Teste_2 Teste_3 Teste_4 Teste_5 Teste_6

Figura 37: Analise de proteina soluvel para os banhos dos testes de depilagéo e caleiro.
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A Figura 37 apresenta o resultado da analise de proteina soluvel nos banhos

residuais de depilagao e caleiro.

Observa-se nesta figura que o teste 1 aponta os menores teores de
concentragdo de proteinas, porém, vale lembrar, que este teste (ver Tabela 10)
apresenta uma formulagdo diferente das demais, ndo s6 pela quantidade de
insumos aplicados, mas também pela quantidade de agua utilizada neste processo,
acarretando em uma diluicdo dos resultados. No entanto, para os demais resultados,
observa-se um aumento na concentragcdo de proteinas para os testes coenzimaticos
(teste 3 a 6) em comparagdo com o teste quimico 2. Com relagdo a concentragao
enzimatica, ndo existem diferencas significativa entre os testes 5 e 6 (enzimas B1 e
B2), ja para os testes 3 e 4 (enzimas C), o aumento na concentragao de proteinas é

minimo com relagdo ao aumento na concentragado da enzima.

O grafico da Figura 38 indica o mesmo comportamento obtido para o ensaio

de proteina soluvel, confirmando estes resultados.
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Figura 38: Andlise teor de Carbono Orgéanico Total para os banhos dos testes de depilagao e caleiro.

A Tabela 17 sumariza os resultados dos ensaios realizados nos testes de
caleiro que foram apresentados sob a forma de graficos na Figura 37 e na Figura 38,

juntamente com o desvio padrao dos ensaios de proteina soluvel. Os desvios padrao
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para os testes de COT nao foram demonstrados, pois conforme foi mencionado
anteriormente, o equipamento que realiza a amostra limitou um desvio maximo de

2% entre as triplicatas.

Tabela 17: Resultados médios e desvio padrao dos ensaios realizados para os testes de depilagdo e

caleiro

Analises realizadas

Teste coT Proteina Soluvel
média (mg/l) média (mg/ml) DP
1 2156 8,44E-02 1,33E-03
2 4864 1,45E-01 3,65E-03
3 6967 1,86E-01 2,50E-03
4 7871 1,99E-01 8,86E-04
5 8232 2,07E-01 3,37E-03
6 8613 2,17E-01 1,16E-02

4.3.1. Analise de MEV

Ao todo foram analisadas trinta amostras no microscopio eletrbnico de
varredura, gerando mais de trezentas e vinte imagens de peles desta etapa em
diferentes tempos de processamento e também sob diferentes graus de

magnificagao.

A apresentacdo de todas estas imagens obtidas seria excessiva, de modo
que apenas algumas imagens representativas de cada teste em cada um dos
tempos de coleta, foram escolhidas para fins de comparagao entre os processos

quimicos e coenzimaticos.

As peles foram coletadas no decorrer dos processos de depilagao e caleiro e
armazenadas sob refrigeracéo até o momento de preparagao das amostras para as
analises no MEV. Os resultados sdo apresentados em blocos, onde cada bloco de

imagem representa um valor de tempo no qual a amostra foi coletada.

Os testes 1 e 2 sdo processos convencionais, sendo que o segundo
apresenta uma formulacdo com percentuais de agua e de aplicagdo de insumos
reduzidos. Os testes 3 e 4 utilizam as enzimas C2 e C4 (com aplicacdo do dobro do

percentual de enzimas no teste 4. Ja os testes 5 e 6 utilizam as enzimas B1 e B2.
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O primeiro bloco de imagens de MEV, Figura 39, foi gerado utilizando-se
uma magnificacdo de 50 vezes. As amostras apresentadas séo relativas a segao
transversal das peles dos testes 1 a 6 (enumerados a partir da esquerda para direita
e de cima para baixo). Estas peles foram retiradas do processo depois de decorrida
a primeira hora do processamento de depilacdo e caleiro, onde haviam sido
adicionados apenas tensoativos, agua, hidréxido de calcio e enzima (nos testes

coenzimaticos).

Figura 39: Imagens das amostras de pele dos testes 1 a 6, da esquerda para direita, analisadas apos

1 hora do inicio do processo de depilagéo e caleiro, obtidas em MEV

Uma vez que para os testes de remolho ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os processos quimicos e enzimaticos, apds a primeira hora de

processo, espera-se 0 mesmo para a etapa de depilacao e caleiro.

O segundo bloco de imagens, Figura 40, ja apresenta algumas diferengas
visuais. Neste momento da etapa de processamento além dos insumos
mencionados anteriormente, também foi adicionado sulfeto de sédio e hidréxido de

calcio.

E possivel observar, de acordo com as imagens, que a base dos pélos para
0S processos coenzimaticos comeca a ficar mais solta, sendo possivel observar que

alguns pélos ja foram removidos. Nao € possivel, até o momento, identificar
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diferengas entre os processos coenzimaticos, no entanto, estes se diferenciam do

teste 1, que além de possuir menos pélos, apresenta parte destes visivelmente

destruido, enquanto que isto n&o se verifica para os testes coenzimaticos.

Figura 40: Imagens das amostras de pele dos testes 1 a 6, da esquerda para direita, analisadas apds

1 hora e 45 minutos do inicio do processo de depilagao e caleiro, obtidas em MEV

A Figura 41 representa o terceiro bloco de imagens do MEV, obtidos apos 2
horas e 45 minutos do inicio do processo, correspondendo a terceira etapa de

adicao de hidréxido de calcio e a segunda de sulfeto de sddio.

Figura 41: Imagens das amostras de pele dos testes 1 a 6, da esquerda para direita, analisadas apds

2 horas e 45 minutos do inicio do processo de depilagéo e caleiro, obtidas em MEV
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O efeito de inchamento, provocado pela adigdo do hidroxido de calcio ja esta
bem visivel, para os testes 1 e 5. No entanto, a presenca de restos de pélos nos
foliculos pilosos ainda existe. Para os testes coenzimaticos, alguns pélos ainda nao
foram totalmente liberados, embora o afrouxamento da estrutura da raiz esteja cada

vez mais visivel.

Na Figura 42, apos se passarem 4 horas e 15 minutos do inicio do processo é

possivel verificar o avango do processo de depilagao.

Figura 42: Imagens das amostras de pele dos testes 1 a 6, da esquerda para direita, analisadas apos

4 horas e 15 minutos do inicio do processo de depilacao e caleiro, obtidas em MEV

O processo quimico praticamente ja removeu toda queratina dos pélos,
restando alguns poucos foliculos com raizes remanescentes. Nos processos

coenzimaticos é visivel a presenca de alguns pélos nao removidos pelo processo.

Ao final do processo de depilagdo, como pode ser visto no bloco de imagens
da Figura 43, o processo quimico (teste 1), aparenta o melhor resultado. No entanto,
observou-se que 0s poucos pélos remanescentes nos testes coenzimaticos sao
removidos com muito mais facilidade que os restos de pélos presos nos foliculos
pilosos dos testes 1 e 2. O caso do teste 2 € mais problematico, uma vez que a
quantidade de sulfeto adicionada foi insuficiente para atacar toda queratina dos
pélos, restando diversos foliculos com pélos remanescentes além de diversos pélos

nao atacados.
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O teste 5 apresentou resultados visivelmente bons, pois a pele esta limpa e

livre de pélos.

Figura 43: Imagens das amostras de pele dos testes 1 a 6, da esquerda para direita, analisadas apds

16 horas e 15 minutos do inicio do processo de depilagéo e caleiro, obtidas em MEV

O teste 3, também apresentado na Figura 36, (pagina 82) apresentou uma

boa limpeza da pele, embora seja visivel a presenga de pélos mais finos.

Esta observacdo € bem interessante, uma vez que, para peles com pélos
mais claros, verificou-se que 0s processos coenzimaticos nao atuaram tdo bem
quanto em peles de pelagem escura, permanecendo ao final do processo alguns

pélos mais jovens, como demonstra a imagem da Figura 44.

2

Figura 44: Imagem de uma pele ao final de um teste de caleiro coenzimatico
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4.4. Testes de Purga

A etapa de purga teve seus seis testes avaliados com relagdo ao teor de
carbono organico total e de proteina soluvel nos banhos. Foram testadas 3 enzimas,
cada uma delas com os tempos de processo de 30 minutos e também 3 h. A Figura
45 apresenta a imagem de dois banhos residuais dos testes 1 e 2 (que utilizam a
enzima A1), onde é possivel observar a diferenga de coloragao, indicativa do teor de
matéria organica removido em cada um dos banhos. E interessante fazer uma
comparagao desta imagem com a imagem da Figura 35 (pagina 81), que apresenta
os banhos residuais dos testes de caleiro. Além da grande diferenga de coloragao,
percebe-se a presenga de matéria organica em suspensdo no caso da figura
anterior, que funcionam como dois indicativos do teor elevado de material extraido

das peles.

Figura 45: Banhos de purga dos Teste 1 (30 minutos), a esquerda, e Teste 2 (3 horas), a direita

A Figura 46 apresenta os resultados para os testes de proteina soluvel dos
banhos residuais de purga. A curva padrao para este teste encontra-se na Figura 32

(pagina 77) da secéo 4.2.



90

0,018
0,016 E
0,014
0,012
0,010 =
0,008

0,006 A
3

0,004 1

Concentragdo de proteina soltvel (mg/mL)

0,002 A
b

0,000

Teste_1 Teste_2 Teste_3 Teste_4 Teste_5 Teste_6

Figura 46: Concentragdo de proteina sollvel dos banhos dos testes de purga

Como ja era de se esperar, estes valores foram os menores encontrados em
comparagao com os 24 testes realizados. Além de exibir uma nitida influéncia da
variavel tempo, o tipo de enzima também influenciou a remog¢ao de proteinas. O
teste 4 (3 horas, enzima B3) apresentou a maior concentragdo de proteinas, ja o
teste 5 apresentou a menor. Se for levado em consideracdo que, nas industrias, a
duracédo do teste de purga € de aproximadamente 30 minutos, conclui-se que os

testes 1 e 3 apresentam o melhor desempenho.

A enzima C3 (tripsina microbiana) utilizada nos testes 5 e 6 € menos
concentrada ou tem menor atividade, em comparagcdo as enzimas A1 (tripsina
pancreatica) e B3, pois os resultados obtidos foram bem inferiores, para os dois

tempos estudados.

Outra constatagéo obtida através da Figura 46 € com respeito a queda de
velocidade de acdo da enzima. Em 30 minutos, para os testes 1 e 4, a concentragao
de proteina liberada no banho era de aproximadamente 0,004 mg/ml,
correspondendo a uma atividade enzimatica de 0,008 mg/(ml*h). Apds 3 horas de
processo (testes 2 e 4) esta atividade diminui para 0,003 mg/(ml*h) no teste 2 e para
0,005 mg/(mlI*h) no teste 4, indicando o avango da reagdo enzimatica (com

consequente consumo de substrato).

De acordo com as analises de COT da Figura 47, as trés enzimas utilizadas
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apresentam atividades bastante préximas para o tempo de 30 minutos, porém, para
os tempos de 3h, em ordem decrescente tem-se os resultados dos testes na ordem

4,2 e 6, o que reproduz as constatacdes feitas pela analise de proteinas soluveis.

Apesar do comportamento similar, as diferencas entre os pontos foram menos
acentuadas para COT. E provavel que esta diferenca possa ser explicada por
alguma limitacdo no método de Lowry, pois este ensaio pode apresentar alguma
restricdo com relacdo ao tipo de proteina que pode ser detectado. Vale lembrar
também que lipideos sdo moléculas detectaveis pelo ensaio de COT e néo
detectaveis nos ensaios de proteina soluvel, o que pode levar a alguma
interferéncia, também ja constatada na comparagdo entre estas analises para os

testes de remolho.
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Figura 47: Analise teor de Carbono Organico Total para os banhos dos testes de purga

Silva e Pfeifer (2004) utilizaram formulagbes semelhantes com algumas das
enzimas empregadas neste trabalho, concluindo que para o0s processos
coenzimaticos, os valores de DBO, DQO e sulfetos foram menores que 0s processos
quimicos, o teor de substancias extraiveis com diclorometano presente na pele
também foi acentuadamente melhor, destacando ainda uma melhora nas

propriedades fisicas de resisténcia ao rasgo, tracéo e ensaios de elongagéo.

A Tabela 18 demonstra de forma resumida os resultados que foram
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apresentados nos graficos da Figura 47 e da Figura 46, juntamente com o desvio

padrao para os ensaios de proteina soluvel.

Tabela 18: Resultados médios e desvio padrao dos ensaios realizados para os testes de

purga

Analises realizadas

coT Proteina Soluvel
Teste média (mg/l) média (mg/ml) DP
1 799,20 4,11E-03 1,29E-04
2 1100,00 1,04E-02 9,78E-05
3 838,30 4,60E-03 1,51E-04
4 1128,00 1,59E-02 3,15E-04
5 796,60 6,67E-04 3,23E-05
6 858,00 5,37E-03 2,22E-04

4.5. Caracterizacao Enzimatica

Os testes de determinagao da atividade enzimatica (que é definida como a
velocidade de conversdao do substrato em produto) foram realizados apenas para
algumas enzimas, isto porque a quantidade de substrato analitico era insuficiente
para realizagao de um numero maior de testes e o objetivo foi o de testar a aplicagao
destes meétodos para aplicagdes posteriores pelo grupo de trabalho, no

desenvolvimento de enzimas.

Os graficos gerados a partir destes dados também utilizaram o software
Minitab® 15, onde além dos valores médios, sao plotados os intervalos de confianga

de 95% para cada um dos pontos.

Para os ensaios de determinacdo da atividade enzimatica sobre colagenos
foram testadas as enzimas de purga C3, B3 e A1, aplicadas nas concentragdes de
0,03, 0,06, 0,09 e 0,27%. O pH foi mantido fixo para todos os testes em 7,5 e a
temperatura de 25°C. Estas enzimas tiveram suas atividades medidas em triplicata
sobre o substrato FALGPA (N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala), conforme a

metodologia apresentada no anexo.

Nestes testes de atividade de colagenases, uma unidade (padrao de medida

utilizado em enzimologia) foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1
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pmol de FALGPA a 25 °C e pH 7,5. A Figura 48 apresenta os resultados obtidos

para a enzima de purga A1, obtida a partir de extratos pancreaticos.

Unidade/mL sol. enzimatica

&

Al - 0,03% Al - 0,06% Al - 0,09% Al - 0,27%

Figura 48: Caracterizagéo de atividade de colagenases para a enzima A1 em diferentes

concentracdes
Observa-se uma baixa, porém crescente, variacdo do substrato com a
concentracdo de enzimas, o que indica que esta enzima nao tem elevada atividade

sobre colagenos.

Ja para os ensaios apresentados na Figura 49 (enzima C3), os resultados
obtidos foram o dobro daqueles encontrados pela enzima A1. Também se verifica,
para este caso, que a atividade enzimatica (considerando-se apenas o valor médio e
desconsiderando-se o intervalo de confianga) tem seu pico para a concentracéo de
0,09%. O elevado intervalo de confianga dos resultados apresentados se deve a

dificuldade na execug¢do da metodologia utilizada na analise.

A enzima B3 n&o apresentou atividade sobre os colagenos nos testes feitos.
Na etapa de purga, a atividade da enzima frente a colagenos nédo é muito desejada,
uma vez que podem ocorrer danos a estrutura, como a perda do contorno de gréo,
ou lisura da flor e também diminuigao da resisténcia a tragdo. Por isto, usualmente, o
tempo de exposicéo das peles a enzima gira em torno de 30 minutos. Logo, pode-se
considerar que a enzima B3 apresentou o melhor resultado, uma vez que, atividades

das enzimas frente a este substrato ndo foram detectadas pelo método.



94

16+

14+

12+

104

Unidade/mL sol. enzimatica

S

C3 - 0,03% C3 - 0,06% C3 - 0,09% C3-0,27%

Figura 49: Caracterizacao enzimatica de colagenases para as enzimas C3

Os ensaios de determinacdo da atividade de lipases foram realizados em
triplicata e utilizou-se a metodologia empregada no trabalho de Volpato (2009).
Foram testadas as mesmas enzimas anteriormente utilizadas (A1, B3 e C3), além de
uma lipase (B1), nas mesmas concentragdes anteriores (0,03, 0,06, 0,09 e 0,27%),

temperatura ambiente e pH igual a 8,0.

A “unidade” (apresentada nos graficos), neste caso, é a quantidade de enzima
necessaria para hidrolisar 1 pmol de pNPP (substrato utilizado no testes) nas

condicdes de pH utilizadas neste experimento.

Nestes ensaios, o intervalo de confianga obtido para os pontos experimentais

foi bem menor, tornando estes resultados mais confiaveis.
A Figura 50 indica os resultados dos testes para a lipase B1.

Neste caso, bem como em todos os outros, observa-se que existe uma
relacéo crescente, na faixa de concentragcao estudada, entre o percentual de enzima

e a atividade enzimatica.
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Figura 50: Caracterizagédo enzimatica de lipases para as enzimas B1

A Figura 51 apresenta os resultados encontrados para a enzima de purga B3.
Para esta enzima a atividade enzimatica é realmente baixa quando comparada aos

resultados das outras enzimas testadas.
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Figura 51: Caracterizagédo enzimatica de lipases para as enzimas B3
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Os resultados da enzima de purga C3 (tripsina microbiana — denominagdo do
fabricante), estdo apresentados na Figura 52. Observa-se, neste caso, que a
atividade frente a lipideos é maior que aquela medida para a enzima B1 (classificada
como lipase). Esta diferenga pode ser explicada pelo processo de purificagédo da
enzima, que, para isolar uma determinada enzima com acdo especifica, acaba
excluindo outras de agdo mais genérica que contribuem também na remocgao de
lipideos. Como foi mencionado anteriormente, enzimas pancreaticas (tripsinas)
possuem acao sobre diversos tipos de substratos. Ja lipases sdo enzimas de

atividade especifica sobre lipideos.

0,8
g %77
B
£
&
Q
S 0,6 ®
—
£
~
()
he)
[1°]
o
C
S 0,51
0,4_ T T T T
C3-0,03% C3 - 0,06% C3 - 0,09% C3-0,27%

Figura 52: Caracterizagdo enzimatica de lipases para as enzimas C3

A ultima figura (Figura 53) demonstra os pontos experimentais obtidos pelas
enzimas A1, tripsina obtida do pancreas. Esta enzima, por ser menos purificada,
apresenta atividade sobre diversos substratos e neste caso apresentou os melhores

resultados de atividade sobre lipideos em comparagao com as demais enzimas.

Os testes de determinacdo da atividade enzimatica auxiliam na compreensao
dos resultados dos testes de purga, bem como na escolha do produto enzimatico

mais adequado para uma determinada fungcado (remocao de proteinas nao fibrilares,
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ganho em area, remogao de gorduras, entre outros).
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Figura 53: Caracterizagdo enzimatica de lipases para as enzimas A1

Cantera et al. (2004) em seu trabalho, fizeram uma caracterizacdo completa
de varias enzimas comerciais com relacédo a diversos substratos. Como concluséo,
os autores colocaram em duvida o comportamento dos preparados enzimaticos
estudados e mencionaram a influéncia de diversos insumos que estdo presentes nos

processos e que podem atuar inibindo ou ativando a atividade da enzima.






Conclusoes

Neste trabalho foi desenvolvido um estudo comparativo nas etapas de
remolho, depilacéo, caleiro e purga, entre processos que se utilizam apenas de
insumos quimicos tradicionais na industria do couro (chamados aqui de processos
quimicos) e processos que utilizam, além dos produtos quimicos, enzimas para
auxiliar o processamento (nomeados neste trabalhos como processos
coenzimaticos). Basicamente, o trabalho foi dividido em quatro partes. Os testes de
remolho, testes de depilagao e caleiro, testes de purga e, por fim, determinagdo da
atividade enzimatica de algumas enzimas testadas. Logo, sera desta forma que as

conclusdes serao apresentadas.

A primeira dificuldade encontrada neste trabalho, apresentada inicialmente na
secao 1.2 (pagina 5), foi ter que encontrar uma variavel de resposta adequada, uma
vez que as anadlises de matéria volatil, teor de substancias extraiveis com
diclorometano da pele e teor de sélidos dissolvidos volateis dos banhos residuais
apresentaram resultados com grande amplitude do intervalo de confianca. E claro
que o problema nem sempre foi da metodologia, mas as vezes esteve relacionado a

dificuldade intrinseca de diferenciacao entre as tecnologias empregadas.

Com isso, a primeira conclusdo apresentada diz respeito justamente aos

ensaios utilizados na comparagao entre processos quimicos e coenzimaticos.

De acordo com as analises feitas, as diferencas entre os testes realizados séo

muito sensiveis em termos de resultados, ao contrario dos ensaios que apresentam
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baixa sensibilidade, de modo que, a maior dificuldade encontrada neste trabalho foi
encontrar variaveis robustas o suficiente, capazes de mensurar cada um dos

processos estudados.

Analisando-se os testes feitos, percebe-se que para a maioria dos casos o0s
testes de proteina soluvel e carbono organico total apresentaram o mesmo
comportamento para um dado processo. As analises de proteina soluvel, além de
serem faceis de realizar, apresentaram um intervalo de confianga bastante estreito.
Ja as analises de COT requerem apenas uma estimativa média do teor de matéria
organica encontrado na amostra para adequar o método da curva de calibragéo

utilizada pelo equipamento.

E claro que os ensaios de proteina soltvel ndo avaliam o teor de proteinas
em suspensdo nos banhos, muito menos o teor de lipideos, sendo estes,
mensurados apenas pelo COT, no entanto, mostraram-se adequados para avaliar a

liberagao de proteoglicanos no banho.

Na etapa de remolho, observou-se que o tipo de enzima e o tempo de
processamento apresentaram influéncia nos resultados dos testes. Nesta etapa, o
teste 9 (enzima C1, 4 h) destacou-se em comparagdo aos demais, uma vez que as
concentragbes de matéria organica presente no banho foram no minimo 60%
maiores quando comparados aos testes quimicos (teste 1 a 3). A variavel
concentracdo de enzima demonstrou que a dosagem utilizada pelo teste 9 foi bem

estipulada, ndo sendo necessario adicionar maiores quantidades de enzimas.

No remolho, observou-se também que para as condigcdes experimentais
apresentadas, as enzimas B1 e B2 apresentaram desempenho comparavel ou até
mesmo inferior aos testes quimicos, concluindo-se que além de um efeito de
interacdo e competigcdo pelo substrato, que acontece ao serem utilizadas juntas
estas enzimas, a concentragao utilizada (indicada pelo fabricante) é insuficiente para

provocar melhorias significativas na etapa de remolho.

Partindo-se para as analises dos testes de depilacéo e caleiro, conclui-se que,
embora os resultados para o teste 6 (enzimas B1 e B2, com concentragdo dobrada)
apresentassem o0 maior valor, ndo se pode afirmar que existem diferencas

significativas entre os testes coenzimaticos, devido ao intervalo de confianga dos
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resultados das analises de proteinas soluvel. No entanto, € possivel identificar
diferencas nitidas entre os processos quimicos e coenzimaticos, ao comparar 0s

resultados das analises de MEV, COT e valores médios de proteina soluvel.

De um modo geral, os testes coenzimaticos demonstraram maior capacidade
de remogcdo de matéria orgénica que os testes quimicos, em todas as etapas
estudadas. Destacam-se a enzima C1 no remolho, B1 e B2 na depilagao e caleiro e

a enzima B3 na purga.

Os resultados dos ensaios da determinacdo da atividade enzimatica de
colagenases indicam que as enzimas testadas (A1, C3 e B3) possuem baixa
atividade com relagao a este substrato, destacando-se a enzima B3 que nao teve
sua atividade detectada pelo método, o que esta adequado a aplicagao destas que

nao possuem o objetivo de hidrolisar o colagénio.

A Enzima A1 (enzima de purga proveniente do pancreas bovino), apresentou
os melhores resultados nos testes de determinacéo de atividade lipolitica, sendo

esta enzima superior a enzimas classificadas como lipases.

A determinacao da caracterizagao enzimatica, que neste trabalho foi apenas
especulativa, continua sendo desenvolvida pelo grupo de pesquisa do LACOURO,
cujo objetivo maior € o isolamento de microorganismos e produgédo de enzimas para

aplicagao em processos da industria coureira.

5.1. Analise do Setor

Por fim, fazendo-se um balango do tema no setor coureiro, pode-se afirmar
que o potencial da utilizacdo de enzimas pela industria ndo se encontra totalmente
desenvolvido para os produtos oferecidos a industria brasileira de couros, haja visto
que, para etapas como a depilacdo e caleiro, onde os beneficios ambientais sao
imensos, o percentual de aplicagcdo de enzimas nao esta bem otimizado, bem como

faltam estudos sobre especificidade de enzimas.

A tendéncia para o setor nos préximos anos € a maior disseminagao do uso
de enzimas em etapas como remolho e, principalmente, depilagcdo e caleiro. Com
isto, espera-se, por parte das industrias de bioprodutos, um salto no

desenvolvimento, qualidade e confiabilidade destes produtos enzimaticos
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comerciais.

5.2. Sugestoes Para Trabalhos Futuros

Para dar continuidade a esta linha de pesquisa, sugere-se como trabalhos
futuros a comparagdo de processos quimicos e coenzimaticos nas etapas
posteriores do processo, que sao o pré-curtimento, curtimento, recurtimento e

acabamento molhado.

Outro tema interessante seria a determinacdo dos percentuais 6timos de
aplicacdo de enzimas nas diversas etapas de processamento (tanto na ribeira,
quanto no curtimento e acabamento), levando-se em conta as atividades

enzimaticas.

A caracterizagdo destas enzimas comerciais € um tema que teve inicio neste
trabalho, e, atualmente, segue como um dos objetivos do grupo de pesquisadores
do LACOURO, estando inserido em um projeto maior, que visa a producédo de
enzimas com maior atividade e especificidade para diversas etapas do

processamento de couros.
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Anexos

Metodologias Usadas nas Andlises dos Testes:

Determinacao de Cloretos em Banhos
Percentual de Matéria Volatil
Anadlise de Nitrogénio e Substancia Dérmica em Couro

Determinacdo do Teor de Substancias Extraiveis com Diclorometano e

Hexano

Determinagao do Teor de Sdlidos Totais, Fixos e Volateis em Banhos
Determinacéo de Proteina Soluvel

Determinacgéo da atividade lipolitica

Determinacéo de atividade colagénica
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Determinacgao de Cloretos em Banhos - NBR 13337/1995
1. Objetivo:

Determinagc&o da concentragdo de Cloreto de sédio em banhos residuais de

pré-remolho, remolho, agua de lavagem e caleiro.
2. Materiais e métodos:
2.1. Reagentes:
solucédo de Cromato de potassio 6%;
solucao padrao de Nitrato de prata 0,1 N;

agua destilada;

2.2. Procedimento:

pipetar 2 ml da amostra para um Erlenmeyer;
adicionar 20 ml de agua destilada;

adicionar 2 ml de Cromato de potassio 6%;

titular com a solucdo de Nitrato de prata até a obtencdo da coloragao

vermelho-tijolo;

3. Calculos:

A concentracdo de Cloreto de sédio em g/l é calculada a partir da seguinte

equacgao:
NaCl = V1x f. x 2,925

onde:
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NaCl = concentracao de Cloreto de sddio, g/l;
V1 = volume de Nitrato de prata gasto na titulagdo, em ml,;

f. = fator de corregao do Nitrato de prata;
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Percentual de Matéria Volatil, NBR-8290/1983

1. Objetivo:

Determinar o percentual de substancias volateis, massa perdida pela pele ou

couro quando seco a temperatura de 102+2° C até que se atinja massa constante.
2. Material e métodos:
2.1. Procedimento:

Cortar aproximadamente 10g da amostra em pedagos pequenos com

medidas nao superiores a 5x5 mm;
Secar os pesa-filtros por no minimo 5h antes de proceder a analise;

Pesar aproximadamente 3g da amostra com precisdo de 0,0001g em um

pesa-filtro previamente tarado;
Levar a estufa a (102+2° C) até massa constante, aproximadamente 12h;
Resfriar em dessecados por no minimo 30 minutos;

Pesar novamente o frasco;

2.2. Observacgoes:
Realizar o ensaio em ftriplicata;
3. Calculos:

O teor de matéria volatil € dado pela seguinte equagao:

MV = (M2-M3 / M2-M1)*100

onde:
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MV = teor de matéria volatil;
M1 = massa do pesa-filtro vazio, em gramas;
M2 = massa do pesa-filtro com amostra, entes do ensaio, em gramas;

M3 = massa do pesa-filtro com amostra, apds secagem, em gramas;
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Determinagcdo do Teor de Substancias Extraiveis com
Diclorometano e Hexano, NBR - 11030/1997

1. Objetivo:

Este método visa a determinagcdo da fracdo total de substancias,
gorduras, soluveis nos solventes Diclorometano e Hexano em todos os tipos de
peles e couros. As substancias em questdo séo, portanto, compostos apolares e/ou
pouco polares, provenientes de operagdes de engraxe, no caso de couros e

gorduras naturais produzidas durante a vida do animal.
2. Materiais e Métodos:
2.1. Aparelhagem/ vidraria
extrator do tipo Soxhlet;
balanca analitica;
estufa;
dessecador;
2.2. Reagentes:
Diclorometano P.A;;

Hexano P.A.;

2.3. Procedimento:

secar os frascos do determinador de gorduras por no minimo 5h em estufa a

102+2° Ce pesa-los em balancga analitica;

pesar, por diferenga, aproximadamente 5g de amostra para o interior da
capsula do aparelho, em balanga analitica, utilizando luvas ou pinga a fim de nao

haver contaminagao por gorduras presente nas maos;
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acoplar as capsulas ao extrator;
adicionar 100 ml do solvente a ser utilizado em cada frasco coletor;

ligar o aparelho a temperatura de 130° C e o arrefecimento, através da

abertura da torneira de agua;

proceder a extracado por 4h, 1 h com o cartucho imerso no solvente e 3h com

o solvente gotejando;

passado o periodo inicial, fechar o compartimento superior a fim de proceder

a recuperagao do solvente;

apo6s aproximadamente 1h, o solvente, devidamente recuperado devera estar
totalmente contido no compartimento superior, permitindo a retirada dos frascos

coletores, quando usado hexano demora mais tempo;
desligar o aparelho e a agua de arrefecimento;

erguer os conjuntos de extragdo a fim de que esfriem por um periodo de 5

minutos;

remover os frascos dos conjuntos e coloca-los na estufa a fim de evaporar o

solvente residual, cuidado, muito solvente na estufa pode causar explosoes.

recolher o solvente recuperado para o interior de um frasco devidamente

identificado;
ao término do tempo de secagem, pesar os frascos, ndao deve exceder 1 hora;
3. Calculos:

O teor de substancias extraiveis, em percentual, € calculado a partir da

seguinte expressao:
% gorduras = (P2 - P1) / (m* (1 — MV))
onde:

% gorduras = teor de substancias extraiveis em %;
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P1 = peso inicial do frasco coletor;
P2 = peso do frasco coletor apds a extragao, contendo o material extraido;
m = massa inicial de amostra adicionada a capsula do extrator;

MV = teor de matéria volatil, previamente analisado;
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Analise de Nitrogénio e Substancia Dérmica em Couro — ASTM
D2868/2007

Visao geral do Método

A amostra é aquecida na presenga de H2S0O4 concentrado, K2S04, e
CuSO04, e é digerida até a solugao ficar incolor ou amarelo palido. Entdo a solugao é
resfriada. Em seguida a mesma ¢é tratada/alcalinizada com solugao de tiossulfato de
sédio e hidréxido de sodio. O nitrogénio é entdo destilado em uma solugdo de acido
borico e o total de nitrogénio € determinado por titulometria. A substancia dérmica &

calculada com base no valor de nitrogénio.
Materiais

Bloco digestor: um aparelho digestor para bal6es Kjeldahl com sucgao para

remogao de SO3 e agua.

Baldes de Kjeldahl: um frasco especial adequado ao equipamento de digestao

e destilagcdo com em media 100 a 800 ml de capacidade.

Destilador de Nitrogénio: aparato equipado com caldeira para arraste de

vapor e condensador para destilagdo da amonia no frasco de Kjeldahl conectado.
Reagentes
Solugéo indicadora de Acido Bérico.
Solucgao indicadora mista.
Mistura catalitica.
Hidréxido de Sédio 40%.
Hidroxido de Saédio Padréo 0,1N.
Acido Sulfarico Padrzo 0,3N.
Acido Sulfurico concentrado livre de nitrogénio.

Tiossulfato de sédio 80 g/l.
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Padronizagao

Brancos: Faca uma determinacdo em branco substituindo a amostra por 1g

de sacarose e seguindo exatamente o procedimento para as amostras.
Pode ser usado um padrao de glicina para testar o método.
Procedimento

Amostragem e digestédo: Adicione 5g + 0,1g de mistura catalitica ao frasco de
Kjeldahl. Pese 0,75 + 0,1g de amostra com precisao de 0,0001g, anote e transfira a
mesma para o frasco de Kjeldahl. Manuseando com cuidado na capela adicione 13
ml de acido sulfurico concentrado, mexa suavemente o frasco e tampe o mesmo.
Coloque o frasco no bloco digestor, ligue a agua e o aquecimento no maximo.
Proceda a digestao por no minimo 3h. Confira se a solugao ficou transparente, caso
contrario continuar digerindo. Assim que digestao for concluida, desligar o digestor e

deixar os frascos esfriarem.

Destilagédo: Adicione cerca de 15 ml de tiossulfato de sodio. Agite a solugao
até ficar marrom. Adicione uma aliquota volumétrica de 50 ml de solugao indicadora
de acido bérico a um erlenmeyer de 300 ml, que sera o frasco receptor do destilador,
a ponta de saida do destilador deve ficar mergulhada na solugdo indicadora.
Conecte o frasco de Kjeldahl ao destilador. Ligue a alimentagdo de agua do
destilador, adicione cerca de 50 ml de hidréxido de sédio 40%. Confira o nivel de
agua da caldeira. Ligue o aquecimento da caldeira assim que todo o hidréxido de
sddio tenha sido adicionado a amostra. Proceda a destilagdo até que tenha sido

recolhido no minimo 75 ml de destilado.

Titulacdo: Titule o destilado imediatamente com &acido sulfurico padrao até o
ponto final (auséncia de coloragao verde). No caso do branco a titulagdo ocorre com
hidroxido de sodio padréo até o ponto final verde se a solucéao ficar violeta. Se o

branco ficar verde também ¢é titulado com acido sulfurico padréo.
Calculos

Branco: O valor obtido para o branco, caso a titulagdo deste tenha sido feita

com hidroxido de sédio, deve ser convertido para volume de acido sulfurico pela
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seqguinte férmula:
B=(V,x N,|/N,

Onde:

B = Volume do branco, convertido para milimetros de acido sulfurico padrao.
Vb = Volume de hidréxido de sédio padrao requerido na titulagao.

Nb = Normalidade da solug¢ao de hidréxido de sodio padrao.

Na = Normalidade da solug¢ao de acido sulfurico padrao.

Nitrogénio na amostra: O valor de nitrogénio na amostra € calculado pela
seguinte férmula:

Nitrogéniol %) = [ A= B)x Nx 0,014]x 100/P
Onde:

A = Volume de acido sulfurico padrao requerido na titulagado do destilado.

B = Volume de hidroxido de sodio padrao requerido na titulagdo do branco.
Use sinal positivo caso o branco tenha sido titulado com hidréxido de sodio. Caso

tenha sido titulado com &acido sulfurico use sinal negativo.
N = Normalidade do acido sulfurico padréao.
P = Massa da amostra em gramas.

Nitrogénio base seca: O valor de nitrogénio na amostra € entdo convertido
para base seca, utilizando o percentual de matéria volatil. Para este valor ser valido,
a amostra utilizada para a analise de matéria volatil deve ser pesada no mesmo

instante que a aa utilizada para nitrogénio.
Lo NTR  hase seca= Cu lE-DI.r' [O0= M

Onde:
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%NTK = percentagem de nitrogénio total determinado por Kjeldahl.
C = percentual de nitrogénio da amostra em base umida.
M = Percentual de matéria volatil da amostra.

Substancia dérmica: O percentual de substancia dérmica pode ser calculado

ao multiplicar o valor encontrado para NTK pelo fator 5,62.

Preparacgao das solugoes

Solugio indicadora de Acido Bérico: Dissolva 40g de acido bérico (H3BO3)

em agua, adicione 20ml da solugéo indicadora mista e dilua a 1L.

Solugao indicadora mista: Dissolva 0,060g de indicador vermelho de metila

e 0,040 g de indicador azul de metileno em 100ml de alcool etilico 95%.
Mistura catalitica: 100g K2S0O4 + 3g CuSOQO,.

Hidréxido de Soédio 40%: Dissolva aproximadamente 400g de lentilhas de
NaOH (98%) em agua e dilua a 1L.

Hidréxido de Sédio Padrao 0,1N: Dissolva 10ml da solugdo concentrada de
NaOH (40%) em 1L de agua destilada. Determine a normalidade exata por
volumetria de neutralizagdo com o acido sulfurico padrao usando o indicador misto
para o ponto final Acido Sulfirico Padrio 0,3N: Dissolva 9ml de H2SO4
concentrado em agua e dilua a 1L. Determine a normalidade exata por titulagdo com
um padrdo primario assim como carbonato de so6dio anidro ou

tris(hidroximetil)aminometano.
Acido Sulfarico concentrado livre de nitrogénio.

Tiossulfato de sédio 80 g/l: Dissolva 80g de tiossulfato de sdédio
(Na2S203.5H20) em agua e dilua a 1L.
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Determinacao do Teor de Sdélidos Totais, Fixos e Volateis em
Banhos (adaptado a partir da norma NBR14550/2000)

Preparo da areia:

Utilizar areia previamente filtrada, colocar em um kitassato 4 dedos de areia
mais 1 dedo de excesso de acido nitrico. Levar para a chapa aquecedora, dentro da

capela, até o inicio da ebulicdo do acido, e entdo deixar ebulir por 2 horas.

Feito isso, entornar o conteudo do kitassato em uma jarra de plastico, para

entdo iniciar o processo de lavagem da areia.

A lavagem da areia é feita através da adicao de agua a jarra, agitando-se a
areia para que possa ocorrer uma melhor lavagem de todo o conteudo e o posterior
descarte da agua de lavagem. Quando o pH da mistura H,O+areia estiver igual ao
pH da agua da torneira, € necessario que se faga mais 3 lavagens da areia

utilizando agua destilada.

Apds a lavagem, a areia deve ser calcinada. Para isso, utilizamos capsulas de
porcelana. Com a areia ainda umida, colocar uma quantidade compativel com o
tamanho da capsula e levar a mufla por 1 hora a 700°C. Finalizado esse processo,

obtém-se a areia calcinada.
Tarar as capsulas de porcelana

Leva-se a mufla a temperatura de 550°C — 600°C por 1 hora

ST (sdlidos totais):

Com as capsulas previamente taradas, adicionar cerca de 20g de areia
calcinada a cada capsula, levar a capsula com areia a mufla a 105°C por 1 hora,
tirar, esfriar em dessecador, pesar e anotar o resultado. Adicionar 25ml da amostra
homogeneizada ao adicionar amostra liquida, utilizar uma peneira para “reter”

particulas muito grandes que possam prejudicar a analise de s6lidos do banho.

Levar a capsula a estufa até se obter apenas sdlidos na capsula. Para
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certificar-se de que n&o existe mais umidade na capsula, recomendo deixar a
amostra na estufa de um dia para o outro ou até peso constante. Assim, retira-se a
amostra da estufa e deixe-a esfriar em dessecador. Quando a capsula estiver a
temperatura ambiente, que deve levar cerca de 40 minutos, pesar a amostra em

balanga analitica e anotar o resultado.

SDF (solidos fixos):

Levar a capsula utilizada na determinacédo de SDT para a mufla a temperatura
de 550°C — 600°C por 2 horas. Cuidar ao abrir a mufla. A mufla deve ser aberta
somente a temperaturas inferiores a 400°C, pois a temperaturas mais elevadas pode
ocorrer danos na mesma se aberta abruptamente. Retirar a capsula da mufla e

esfriar em dessecador. Pesar a amostra e anotar o resultado.

SV (sdlidos volateis):

E obtido indiretamente através da diferenca entre os dois resultados

anteriores

Resultados e calculos:

ST=(A-B) X1.000.000

\'}
onde:
SDT representa os solidos dissolvidos totais, em miligramas por litro;
A é a massa da capsula com o residuo (apds a estufa), em gramas;
B € a massa da capsula com areia, em gramas;

V é o volume da amostra, em mililitros.
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SF=(C-B) X1.000.000

Vv
onde:
SDF representa os solidos dissolvidos fixos, em miligramas por litro;
C é a massa da capsula com o residuo (apds a mufla), em gramas;
B € a massa da capsula com areia, em gramas;

V é o volume da amostra, em mililitros.

SV =ST-SF

onde:
SV representa os solidos volateis, em miligramas por litro;
ST representa os solidos totais, em miligramas por litro;

SF representa os solidos fixos, em miligramas por litro.
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Determinacgao de Proteina Soluvel - Método de Lowry

Fundamento Teoérico

O método de Lowry et al. (1951) é um método colorimétrico para

estimagao quantitativa de proteinas totais.

O principio do método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato
e acido fosfdrico, (reagente Folin-Ciocalteau), que sofre uma redugao quando reage
com proteinas, na presenga do catalisador cobre (ll), e produz um composto com

absorcdo maxima em 750nm.

O mecanismo de redugdo do reagente de Folin-Ciocalteau por proteinas
ocorre diretamente através das cadeias laterais de alguns aminoacidos (tirosina,
triptofano, cisteina, asparagina e histidina), que contribuem com quatro elétrons, ou
através da retirada de dois elétrons de cada unidade tetrapeptidica dos peptideos e
proteinas, que é facilitada pela formagcdao do quelato entre o cobre (ll) e

peptideos/proteinas.

Aplicacoes

A principal vantagem do meétodo de Lowry € a sua alta sensibilidade e, por
isto, tem sido utilizado para a determinac&o da concentragao de proteinas totais em
diversos meios, sendo eles: plasma sanguineo, saliva humana, tecido animal,
plantas, suco biliar, membranas, leite, derivados do leite e produtos alimenticios
(Zaia et al., 1998).

Segundo os mesmos autores, o método de Lowry é recomendado, pois no
estudo comparativo de metodologias 0 mesmo mostrou-se sensivel, com melhor
exatidao, menor consumo de amostra e, dependendo do caso, menos suscetivel a

alguns tipos de interferentes.
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Reagentes e solugoes:

Reagente A: Dissolver 0,5g de sulfato de cobre (CuSO4.5H,0) e 1,0g de
citrato de sodio (citrato de Nasz) em 100ml de agua destilada. Esta € uma solugéo é

estavel e pode ser preparada com antecedéncia.

Reagente B: Dissolver 20,0g de carbonato de sodio (Na,COs3) e 4,0g de
hidroxido de sédio (NaOH) em 1,0L de agua destilada. Solugdo nao estavel, deve

ser preparada na hora da analise.
Reagente C: Misturar 1,0ml do reagente A e 50,0ml do reagente B.

Reagente D: Reagente Folin-Ciocalteus 2N e agua destilada preparados na

proporcéo 1:1. E uma solucéo estavel.

Solucéo padrao de BSA (Bovine Serine Albumine) (0,5mg/ml).

Procedimentos:

Para determinar a concentragao de proteinas da amostra, construir uma curva
padrao de calibragdo com cinco concentragdes diferentes de proteina, BSA - 0; 0,1;
0,2;0,3;0,4; 0,4; 0,5 mg/ml.

Adicionar 2,5ml do reagente C a um tubo de ensaio contendo 500uL de
amostra diluida apropriadamente (contendo até 0,5mg/ml) de proteinas e misturar
bem. A amostra deve ser diluida de forma que sua concentragao fique dentro da
amplitude da curva de calibragcdo. Normalmente, diluicdes de 40 vezes sao

suficientes (50uL de amostra + 1950uL de agua destilada);
Incubar a temperatura ambiente por 5-10 minutos;

Adicionar a seguir 250uL do reagente D, misturar bem e incubar novamente

por 30 minutos;

Ler a absorbancia a 750nm.
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A concentracdo das amostras é determinada pela interpolagao dos valores de

absorbancia na curva padréo.

Obs.: A curva de calibragédo deve ser feita todas as vezes que a metodologia
for utilizada, ja que alguns reagentes ndo sao estaveis e devem ser preparados no

momento da analise.
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Determinacao da atividade lipolitica - Método de Winkler e
Stuckmann 1979

Reagentes e solugoes:

solugao A: Dissolver 30 mg de pNPP em 10 ml de propanol-2 e misturar a

uma solugéo B.

2. Solucéao B: Dissolver 400mg de triton 100-x e 100mg de goma arabica em
90 ml de uma solugao de tris- HCL 50 mM e Ph 8,0.

Substrato de pNPP: Misturar as solugbes de A e b( instavel).

Solugédo de Tris-HCL 50 mM: Dissolver 6,057 g de Tris em 1,0 | de agua

destilada, levar esta solugdo a pH 8,0 com uma solucéo de HCL 1M.

Procedimentos:
Colocar 0,15 ml de extrato enzimatico em eppendorfs de 2,0 ml;

Fazer um branco para cada amostra, a enzima deve ser termicamente
inativada (100° C, 30 min);

Adicionar 1,35 ml do substrato de pNPP em todas as amostras, inclusive

brancos, e misturar;
Incubar a temperatura de 37°C por 15 minutos;
Centrifugar a 12000 rpm, por 10 min, a aproximadamente 10°C;
ler a absorbéancia a 410 nm.

Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 C’mol de pNPP por minuto.

Obs: Se for necessario diluir o extrato enzimatico usar tris- HCL.
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Para obter a atividade lipolitica € necessario multiplicar a absorbancia por
0,0504. Esse valor de 0,0504 foi obtido através da Lei de Beer, onde ja foi calculado
o valor do coeficiente de absortividade molar e corrigido para os volumes de
substrato e enzima usados no protocolo. O valor encontrado esta em U/ml. Para
determinar a atividade especifica basta dividir a atividade lipolitica volumétrica pela

biomassa.
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Enzymatic Assay of COLLAGENASE using
N-(3-[2-FURYL]JACRYLOYL)-LEU-GLY-PRO-ALA (FALGPA)

as the Substrate

PRINCIPLE:

FALGPA Collagenase> FAL + Gly-Pro-Ala
Abbreviations used:

FALGPA = N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala

FAL = N-(3-[2-Furyl]JAcryloyl)-Leu

CONDITIONS: T = 25°C, pH 7.5, A345nm

1, Light path =1 cm

METHOD: Continuous Spectrophotometric Rate Determination

REAGENTS:

50 mM Tricine Buffer with 10 mM Calcium Chloride and 400 mM Sodium
Chloride, pH 7.5 at 25°C (Prepare 500 ml in deionized water using Tricine, Sigma
Prod. No. T-0377, Calcium Chloride, Dihydrate, Sigma Prod. No. C-3881, and
Sodium Chloride, Sigma Prod. No. S-9625. Adjust to pH 7.5 at 25°C with 1 M
NaOH.).

10 mM N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala Solution (FALGPA) (Prepare
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50 ml in Reagent A using N-(3-[2-Furyl]Acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala, Sigma Prod. No.
F-5135. Approximately 30 minutes of stirring is required for this product to dissolve
completely. Adjust to pH 7.5 at 25°C with either 1 M NaOH or 1 M HCI.).

Collagenase Enzyme Solution (Immediately before use, prepare a solution

containing 2 units/ml of Collagenase in cold deionized water.)

PROCEDURE:

Pipette (in milliliters) the following reagents into suitable cuvettes:

Test Blank
Reagent B (FALGPA) 2.90 2.90
Deionized Water ~ emeee- 0.10

Mix by inversion and equilibrate to 25°C. Monitor the A345nm until constant,

using a suitably the rmostatted spectrophotometer. Then add:

Test Blank

Reagent C (Enzyme Solution) 010 = emm-

Immediately mix by inversion and record the decrease in A345nm for
approximately 5 minutes. Obtain the DA345nm/minute by using the maximum linear
rate for both the Test and Blank.

CALCULATION:
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(DA345nm/min Test - DA345nm/min Blank)(3)(df)

Units/ml enzyme =

(AAuz/MiIn Test - Al /min Blank)({3)(df)
Units/ml enzyme =

(0.53) (0.1)

3 = Total volume (in milliliters) of assay

df = Dilution factor

0.53 = Millimolar extinction coefficient of FALGPA at 345 nm*
0.1 = Volume (in milliliters) of enzyme used

units/ml enzyme

Units/mg solid =
mg solid/ml enzyme

units/ml enzyme

Units/mg protein =
mg protein/ml enzyme

UNIT DEFINITION:

One unit hydrolyzes 1.0 mmole of furylacryloyl-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA, F-

5135) per minute at 25°C at pH 7.5 in the presence of calcium ions.

REFERENCE:

Van Wart, H.E., and Steinbrink, D. R. (1981) Analytical Biochemistry 113, 356-
365
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