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Resumo: A manufatura de couros envolve uma série de etapas onde € utilizada uma grande variedade de produtos quimicos.
Na etapa de depilacao, a pele € submetida a um drastico tratamento quimico com cal e sulfeto de sddio. O uso de sulfeto de
sodio pode acarretar a geracao de sulfeto de hidrogénio, que € um géas téxico. Atualmente, muitas alternativas estdo sendo
estudadas a fim de substituir este agente de depilacdo. Entre elas, a depilacdo com uso de enzimas e a depilagdo com produtos
quimicos oxidantes. Neste trabalho foi feita uma avaliagdo prévia do uso associado de enzimas e perdxido de hidrogénio na
depilacéo de peles bovinas. Nos experimentos realizados foram utilizadas solu¢fes enziméaticas com 100 e 200 unidades
enzimaticas por grama de pele, e concentracfes de 2% e 5% de perodxido de hidrogénio (H,O,). Houve remocéo de pelos em
ambos os experimentos. Com isto, verifica-se a possibilidade da associacdo de enzimas e produtos quimicos oxidantes na

depilacao, como alternativa a depilagéo convencional.
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1. Introducéo

A depilacdo é uma etapa essencial entre as operagdes
de ribeira, antes do curtimento, em que o pelo, junto com a
epiderme, proteinas e outras substancias ndo colagénicas
sdo removidas da pele. Convencionalmente, isto é
conseguido usando cal e um agente redutor como o sulfeto
de sadio.

O processo de depilacdo é feito para atender os
seguintes objetivos: retirar o pelo ou a Ia da pele, remover
a epiderme, intumescer e separar as fibras e fibrilas do
colagénio. O sistema mais usado e conhecido é o sistema
cal-sulfeto.

O sulfeto de so6dio é empregado para destruir os pelos
e a epiderme, e para que haja um intumescimento da pele e
desdobramento das fibras é empregado o éxido de célcio
(cal) que em agua é convertido a hidroxido como fonte de
alcali, elevando o pH do meio (AQUIM, 2009).

Cal e sulfeto de sddio sdo comumente usados na etapa
de depilacdo devido a sua vantagem econdmica, apesar de
sua natureza altamente poluente.

O sulfeto de sédio € usado como agente de depilacéo.
Isto traz um risco associado com a geracdo de sulfeto de
hidrogénio, que em termos de seguranca apresenta uma
ameaca permanente para os trabalhadores. Um efeito ainda
mais negativo é a geracdo de residuos solidos que contém
sulfeto (MORERA et al., 2008).

Atualmente, como uma alternativa a depilagdo
quimica, a depilagio com base em enzimas usando
proteases, evitando o uso de cal e sulfeto, estd sendo

desenvolvida devido a seus beneficios ambientais
(SIVASUBRAMANIAN et al., 2008).

As vantagens da depilacdo enzimética sdo: acdo
simultanea de depilacéo e purga, a pele é limpa em ambos
os lados, o pelo ndo é destruido, a depilacdo enzimatica
resulta em uma significante reducdo nos parametros de
poluicdo, assim como a toxicidade (WANG et al., 2009).

As desvantagens sdo que 0S Processos enzimaticos
sd0 mais caros do que 0S processos convencionais,
requerem controle cuidadoso e, por causa do efeito sobre a
estrutura dos couros e peles, podem exigir mudangas nas
etapas subsequentes do processo (TAYLOR et al., 1987).

Claramente, a complicacdo do uso de enzimas no
processo de depilacdo é o risco de danificar a valiosa
camada flor se a enzima ndo puder ser controlada de uma
maneira apropriada. Esta é particularmente pertinente se a
qualidade da matéria-prima é ruim e com alguma
degradacdo das proteinas estruturais dentro do substrato
pele. O objetivo principal consiste na remo¢do completa
do pelo da camada flor, incluindo a zona da raiz, sem
modificar as proteinas do colageno da derme.

Estudos fisico-quimicos conclusivos mostram que
couros produzidos por processos enzimaticos sao
equivalentes ou melhores que aqueles obtidos por outros
sistemas. Assim 0 desenvolvimento de processos
enzimaticos oferece um imenso potencial para o modo
“verde” de depilagdo de peles na indUstria coureira, junto
a exceléncia ambiental (SUVASUBRAMANIAN et al.,
2008).

Outra alternativa a depilagdo convencional é a
depilacdo oxidativa. Produtos quimicos oxidantes
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oferecem uma alternativa ao uso de sulfeto de sodio em
uma réapida reacdo de depilacdo (MARMER et al., 2003 ).

Produtos quimicos oxidantes tém sido investigados
como alternativas aos produtos quimicos redutores para
aplicacdo na depilacdo (GEHRING et al., 2003). Embora
os resultados obtidos por este método de depilagdo sejam
satisfatorios, ele causa a destruicdo dos pelos, resultando
na alta contaminagdo do efluente (MARSAL et al., 2002).

A aplicacdo de depilacdo por processos oxidativos
com recuperacdo do pelo permitiria a substituicdo do
sulfeto e a reducdo da carga de poluentes nas aguas
residuais resultantes. Embora, neste caso, seja necessaria a
imunizacdo do pelo (MARSAL et al., 2002).

Estudos recentes revelaram que pH de 12,5 e oferta
de 8% de H,0, sdo necessarios para que as peles sejam
depiladas satisfatoriamente. Acima destas condic@es o pelo
é destruido (MARSAL et al., 2002).

O processo de depilacdo alternativa baseado no uso
de peroxido de hidrogénio permite substituir o uso de
sulfeto. Para avaliar a qualidade do couro final (obtido
através do processo de depilacdo oxidativa), varias
atividades experimentais foram realizadas, tanto em
laboratério quanto em escala industrial. Os resultados
mostraram que 0s couros obtidos sdo compardveis aos
obtidos pelo processo tradicional em termos de
propriedades fisico-mecénicas e técnicas. Além disso, 0
processo provou ser pratico e econdmico de ser
implantado, porque é compativel com as maquinas
existentes j& instaladas na planta (CASTIELLO et al.,
2008).

Tanto o sulfeto de sédio quanto o peroxido de
hidrogénio agem em condigbes altamente alcalinas.
Entretanto, o sulfeto de sddio age como um redutor,
enquanto que o perdxido de hidrogénio atua como um
oxidante, decompondo-se e transformando-se em agua. Os
efluentes gerados sdo, assim, menos poluentes e mais
facilmente reutilizaveis (MORERA et al., 2006). Assim, a
depilacdo oxidativa com uma prévia imunizacgéo do pelo,
ou seja, com recuperacdo do pelo, acarretaria numa
significante reducdo na descarga de poluentes.

Além do perdéxido de hidrogénio, outros produtos
quimicos oxidantes vém sendo estudados como agentes de
depilacdo, como por exemplo, o perdxido de célcio e o
peroxido de magnésio (GEHRING et al., 2003 e 2006).

Em experimentos posteriores serdo testadas enzimas,
produzidas por microorganismos, associadas a produtos
quimicos oxidantes e/ou outros produtos. Serdo utilizadas
enzimas produzidas por colonias da bactéria Bacillus
subtilis, isoladas e selecionadas por DETTMER (2010).
Serdo avaliados os seguintes itens: concentracdo de
enzimas, concentragdo dos produtos quimicos, tempo de
processo, ordem da adic&o dos produtos e pH do meio.

O presente trabalho tem por objetivo fazer uma
investigacdo preliminar do uso associado de enzimas com
um produto quimico oxidante na depilacdo de peles
bovinas. Os experimentos foram realizados com uma
enzima comercial e com pero6xido de hidrogénio (H,05).

Neste trabalho optou-se por trabalhar com H,0,, pois,
conforme observado na revisao bibliogréafica, este € um dos
produtos oxidantes mais testados na depilacdo de peles,
apresentando resultados satisfatérios.

Nestes testes foi avaliada apenas a remogéo de pelos,
de forma visual. Ndo sendo, portanto, realizada nenhuma
andlise nos banhos.

2. Materiais e Métodos

A seguir serd descrita a metodologia aplicada na
realizacdo destes experimentos preliminares, e, uma breve
discussdo do que se pretende aplicar em experimentos
posteriores.

2.1. Materiais

Nestes experimentos, 0s reagentes utilizados para a
depilacdo de peles foram: enzima comercial Buzyme 7703
(Buckmann) e peréxido de hidrogénio (Proton Quimica).
Foram utilizadas peles bovinas salgadas e pré-
descarnadas.

2.2. Atividade proteolitica

Foram preparadas duas solugdes enzimaticas, uma
para cada experimento, onde a atividade proteolitica de
cada solugdo foi determinada pela caracterizacdo
enzimatica com azocaseina.

A determinacdo da atividade proteolitica das
solucdes foi baseada em GOINGO et al. (2007) apud
DETTMER (2010). Foram preparadas duas solugdes
enzimaticas, uma com 2 mg de enzima comercial/mL de
agua destilada, para o primeiro experimento, e outra com
4 mg de enzima comercial/mL de agua destilada, para o
segundo experimento. A mistura de reagdo continha
100pL de subtrato (azocaseina 10 mg/mL), 100uL de
tampdo e 100pL de solugdo enzimdtica. As amostras
foram incubadas por 30 minutos a 37°C e a reacdo foi
interrompida adicionando-se 500uL de solugdo de TCA
(&cido tricloroacético) 10%. Apos centrifugacdo a 10.000g
por 5 minutos, 800uL do sobrenadante foram adicionados
a 200pL de solucdo de NaOH 1,8N. A leitura da amostra
foi realizada em espectrofotdmetro UV-visivel da Varian,
modelo Cary 1E, no comprimento de onda de 420nm.
Uma unidade enzimatica é definida como a quantidade de
enzima necessaria para aumentar a absorbancia em 0,01 a
420nm nas condicGes de tempo e temperatura do teste. O
“branco” € realizado adicionando-se as mesmas
quantidades de tampdo e substrato ao TCA. As anélises
foram feitas em triplicata. Os resultados obtidos
encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Resultado da andlise de atividade proteolitica
Concentracéo da solucéo
(mg de enzima/mL de H,O

Atividade proteolitica

destilada) (U/mL)
2 73,42
4 97,08

A quantidade de solucdo a ser adicionada em cada
fuldo de teste foi calculada de acordo com a equagdo
abaixo:

u.e.x gramas de pele

" atividade proteolitica

Onde:
V = volume de solucdo enzimética a ser adicionado
no fuldo (mL)



X OKTOBERFARUM — PPGEQR 3

WWW.ENQ.UFRGS.BR/OKTOBERFORUM

ue. = unidades enzimaticas/grama de pele
(concentracéo desejada)

Foram utilizadas: solucdo de 100 unidades
enziméticas/grama de pele, no primeiro experimento, e
solucdo de 200 unidades enzimaticas/grama de pele, no
segundo experimento.

2.3. Cultivo de microorganismos

Nos proximos experimentos serdo testadas enzimas
proteoliticas produzidas pela bactéria Bacillus subtilis.
Serdo utilizadas duas coldnias, chamadas BLBc 11 e BLBc
17, isoladas e selecionadas por DETTMER (2010). O meio
utilizado para selecdo das bactérias com atividade
proteolitica foi LB + leite (1%).

O meio de cultivo destes microorganismos €
composto por sais que tamponam o meio, fontes de
vitaminas (extrato de levedura) e fonte de nitrogénio e
carbono (farelo de soja).

As enzimas produzidas serdo utilizadas na depilacéo
de peles bovinas em associagdo com produtos quimicos
oxidantes e/outros produtos, como por exemplo, hidréxido
de célcio para imunizacéao dos pelos.

2.4. Procedimento experimental

O procedimento experimental seguido para a
realizacdo destes testes preliminares esta descrito abaixo.

As peles foram cortadas em pedagos de
aproximadamente 100 g (peso seco — peles salgadas). Em
cada fuldo foram colocados dois pedacos de pele. Os testes
foram realizados no Sistema de ful6es, modelo OXY - 62
da Oxylab, ilustrado na figura 1.

Figura 1. Sistema de fulBes utilizado nos experimentos.

Foram realizados dois experimentos de depilagéo,
conduzidos conforme a formulagdo descrita nas tabelas 1 e
2, apos as peles terem sido remolhadas.

Na primeira formulagcdo, a etapa enzimética foi
realizada com solugdo 100 unidades enzimaticas por grama
de pele. A etapa quimica foi realizada com duas
concentracdes diferentes de peréxido de hidrogénio: 5 e
2%.

Na segunda formulacdo a etapa enziméatica foi
realizada com solugdo 200 unidades enzimaticas por grama
de pele, e a etapa quimica nas mesmas condi¢cdes do
primeiro experimento.

Em ambos os experimentos foram adicionados 4% de

hidroxido de sodio, a fim de alcalinizar o meio para a
etapa quimica.

Tabela 2. Formulagdo utilizada no primeiro experimento

Etapas Formulagao Tempo
100 unidades
Depilacéo enzimética enzimaticas/g de 2 horas
pele
Esgotamento do banho
Depilacéo quimica 100% H,0
4% NaOH 10 minutos

Fuldo 1: 5% H,0,
Fuldo 2: 2% H,0, 2 horas

Esgotamento do banho

Tabela 3. Formulag&o utilizada no segundo experimento

Etapas Formulagéo Tempo

A . 200 unidades
Depilacéo enzimética S 2 horas
enzimaticas/g de pele

Esgotamento do banho

Depilacéo quimica 100% H,0
4% NaOH 10 minutos
Fuldo 1: 5% H,0,
Fuldo 2: 2% H,0, 2 horas

Esgotamento do banho

A seguir, as peles foram avaliadas visualmente
quanto a remocéo de pelos.

Nos proximos trabalhos, a depilacdo sera
analiticamente avaliada pelo emprego de métodos de
determinacdo de proteinas: hidroxiprolina, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e NTK (Nitrogénio Total Kjeldahl).

A andlise de Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) tem
por objetivo quantificar a matéria organica removida das
peles. O nitrogénio amoniacal refere-se ao nitrogénio ja na
forma de aménia livre na amostra. O nitrogénio total
Kjeldahl representa a soma do nitrogénio amoniacal com o
nitrogénio orgénico (BAUR et al., 2011).

Hidroxiprolina é um componente importante
da proteina coladgeno. Esse amino4cido é caracteristico do
colageno, sendo pouco encontrado em outras proteinas.
Por esta razdo, o conteddo de hidroxiprolina tem sido
utilizado como um indicador para a determinacdo de
colageno. O método é utilizado para a determinacdo da
hidroxiprolina na pele e produtos contendo colageno.

Proteinas extracelulares ligadas a
glicosaminoglicanos (estruturas que possuem um dos
acucares aminados e normalmente sulfatados) formam os
proteglicanos.

Glicosaminoglicanos, também denominadas
mucopolissacarideos, sdo carboidratos lineares de peso
molecular elevado, formados pela polimerizacdo do éacido
urénico e hexosamina (glicosamina ou galactosamina). A
estimativa de glicosaminoglicanos é feita através do
ensaio da modificagdo do azul de dimetilmetileno
(MADHAN et al., 2010).

Além dos métodos de determinacdo de proteinas
serdo realizados testes de arranque de pelo, microscopia
Gtica e microscopia eletronica de varredura (MEV).
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3. Resultados e Discussoes

Estes experimentos preliminares foram realizados a
fim de verificar a viabilidade do trabalho proposto. Assim
sendo, avaliou-se apenas a remocao dos pelos, ndo sendo
realizadas analises nos banhos.

Ao final de cada etapa da depilacdo (enzimatica e
quimica), as peles foram visualmente avaliadas.

Em ambos os experimentos, apds a depilacdo
enzimatica, os pelos ainda ndo haviam se desprendido, mas
poderiam ser removidos mecanicamente, o que indica 0
ataque enzimatico.

Ao final da etapa quimica, as peles foram novamente
avaliadas. Os resultados encontram-se na tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos ap6s a etapa de depilagdo quimica

Experimento Formulagao Resultados

Fuldo 1: 5% H,0, | Remocdo total dos

Experimentol | Euiao 2: 206 H,0, pelos

Fulédo 1: 5% H,0, Remocao parcial
Fuldo 2: 2% H,0, dos pelos

Experimento 2

Verificou-se que, em ambos 0s experimentos, houve
remocdo dos pelos, sendo que no experimento 1
observou-se os melhores resultados.

A figura 2 apresenta a pele em seu estado inicial. A
partir da qual os resultados foram visualmente avaliados.

Figura 2. Amostra de pele em seu estado inicial.

As figuras 3 e 4 referem-se ao resultado visual do
primeiro experimento.

Figura 3. Amostra ao final do primeiro experimento com
5% de H,0,.

Figura 4. Amostra ao final do primeiro experimento com
2% de H,0,.

No primeiro experimento as peles ficaram levemente
amareladas, sendo que no teste realizado com 2% de
H,0,, a coloragdo foi mais intensa.

As figuras 5 e 6 referem-se ao resultado visual do
segundo experimento.

Figura 5. Amostra ao final do segundo experimento
utilizando 5% de H,0,.
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Figura 6. Amostra ao final do segundo experimento com
2% de H,0,.

No segundo experimento também foi percebido um
leve amarelamento nas peles, sendo que no teste realizado
com 2% de H,0,, praticamente ndo houve alteracao de cor.

4, Concluséo

Nestes experimentos prévios, verificou-se que a
utilizacdo de enzimas e perdxido de hidrogénio mostrou-se
eficiente na depilacdo de peles bovinas.

Os resultados deste trabalho mostraram que é possivel
a associacdo de enzimas e perdxido de hidrogénio na
depilacdo de peles.

Para a elaboracdo da dissertacdo de mestrado sera
feito um planejamento experimental e serdo realizados
estudos mais detalhados e aprofundados, como por
exemplo, a analise dos banhos.

5. Referéncias

AQUIM, P. M. Gestdo em Curtumes: Uso Integrado e
Eficiente da Agua. Tese de Doutorado, UFRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil, 20009.

BAUR, L.; GUTTERRES, M.; BORDIGNON, S. R.
Estudo e ldentificacdo de Nitrogénio de Efluentes de
Curtume. In: ENCONTRO NACIONAL DOS QUiMICOS
E TECNICOS DA INDUSTRIA DO COURO, 19., 2011,
Franca, Anais.

CASTIELLO, D.; PUCCINI, M.; SEGGIANI, M;
VITOLO, S.; ZAMMORI, F. Life cycle assessment,
(LCA) of the oxidative unhairing process by hydrogen
peroxide, Journal of the American Leather Chemists
Association, 103, 1-6, 2008.

DETTMER, A. Biotecnologia Aplicada Ao Setor Coureiro.
Exame de Qualificacdo ao Doutorado, UFRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil, 2010.

GEHRING, A. G.; BAILEY, D. G.; DIMAIO, G. L;
DUDLEY, R. L.; MARMER, W. N.; MAZENKO, C. E.
Rapid oxidative unharing with alkaline calcium peroxide.
Journal of the American Leather Chemists Association, 98,
216-223, 2003.

GEHRING, A. G.; DUDLEY, R. L.; MAZENKO, C. E;
MARMER, W. N. Rapid oxidative unharing with
magnesium peroxide and potassium peroxymonosulfate.
Journal of the American Leather Chemists Association,
101, 324-329, 2006.

GOINGO, J. L.; LUCAS, F.S.; CASARIN, F.; HEEB, P;
BRANDELLI, A. Keratinolytic proteases of Bacilus
species isolated from the Amazon basin showing
remarkable de-hairing activity. World J Microbiol.
Biotechnol., 23, 375-382, 2007.

MADHAN, B.; DINESHKUMAR, M.; RAO, J.R.; NAIR,
B.U. Studies on the removal of inter-fibrillary materials
part I: removal of protein, proteoglycan and
glycosoaminoglycans from conventional beamhouse
process. Journal of the American Leather Chemists
Association, 105, 145-149, 2010.

MARMER, W. N.; DUDLEY, R. L.; GEHRING, A. G.
Rapid oxidative unhairing with alkaline hydrogen
peroxide. Journal of the American Leather Chemists
Association, 98, 351-358, 2003.

MARSAL, A.; COT, J; BARTOLI, E.; BOSCH, T.;
MANICH, A. Oxidising unharing process with hair
recovery. Journal of the Society of Leather Technologists
and Chemists, 86, 30-33, 2002.

MORERA, J. M.; BACARDIT, A;; O, LLUIS.; BATOLI,
E.; BORRAS, M. D. Minimization of the environmental
impact in the unhairing of bovine hides. Chemosphere, 72,
1681-1686, 2008.

MORERA, J. M.; BARTOLI, E.; BORRAS, M.D;
BANASZK., S. Oxidative unhairing of leathers: influence
of several parameters and envoronmental improvments.
Journal of the American Leather Chemists Association,
101, 347-354, 2006.

REVISTA DO COURO, Esclarecendo o Processo de
Depilacao, 146, 49-51, 2001.

SIVASUBRAMANIAN, S.; MANOHAR, B. M,
PUVANAKRISHNAN, R. Mechanism of enzymatic
dehairing of skins using a bacterial alkaline protease.
Chemosphere, 70, 1025-1034, 2008.

SIVASUBRAMANIAM, B.; MANOHAR, B. M,;
RAJARAM, A.; PUVANAKRISHNAN, R. Ecofriendly
lime and sulfite free enzymatic dehairing of skins and
hides using a bacterial alkaline protease. Chemosphere,
70, 1015-1024, 2008.

TAYLOR, M.M.; BAILEY, D. G.; FEAIRHELLER, S. H.
A review of the uses of enzymes in the tannery. Journal of
the American Leather Chemists Association, 82, 153-165,
1987.

WANG, R.; MIN, C.; , HAIMING, C.; LI Z. Enzyme
unhairing — an eco-friendly biotechnological process.
Journal of the Society of Leather Technologists and
Chemists, 93, 51-55, 2009.



