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Resumo: O presente trabalho tem por objetivo avaliar nos processos de remolho, caleiro e purga a utilizagdo de enzimas
disponiveis comercialmente. Foram desenvolvidos 27 testes visando avaliar a acdo das diversas enzimas em cada uma das
etapas. As enzimas C1 e B2 apresentaram os melhores resultados nos testes de remolho, nos testes de caleiro, destacaram-se
as enzimas C2/C4 e B2/B1, ja na purga a enzima Al apresentou o melhor resultado nas condicdes testadas. A caracterizacao
das enzimas utilizadas mostrou-se necessaria a fim de se conhecerem as condig¢Oes 6timas de utilizagdo.
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1 Introducéo

1.1 A Industria do Processamento de Couros

A indGstriado couro tem papel importante na
economia nacional. Conforme um levantamento feito em
2008 pela Organizacdo das Nagdes Unidas para
Agricultura ¢ Alimentagdo (FAO), o Brasil ¢ segundo
maior produtor e o terceiro exportador de couros do
mundo. Segundo dados de 2008 do Centro das Industrias
de Curtumes do Brasil (CICB), o setor movimentou um
PIB estimado em US$ 3,5 bilhdes, contribuindo com cerca
de 8% para o saldo da balanga comercial brasileira; dispde
de 800 empresas de produgdo e processamento de couro e
gera em torno de 50 mil postos de trabalho. Além disso, o
pais detém o maior rebanho comercial bovino do mundo,
cerca de 180 milhdes de cabecas de gado (SILVEIRA,
2009). O Rio Grande do Sul, por sua vez, contribui com o
maior nimero de estabelecimentos de curtimento (217 em
2006) gerando 15.821 empregos nesse Estado (Guia
Brasileiro do Couro, 2008).

Como o aumento da preocupacdo da populagdo
mundial acerca dos problemas ambientais ocorridos nos
ultimos tempos, governos ¢ entidades ambientais tém
aumentado a fiscalizacdo nas induUstrias no tocante a
poluicao por elas gerada.

Os processos de ribeira e curtimento produzem cerca
de 80 a 90% da poluigdo gerada pelos -curtumes,
destacando-se a geracdo de gases nocivos como sulfeto de

hidrogénio, lodos contendo cal, enxofre e cromo, além da
imensa quantidade de agua utilizada. Segundo RAMIREZ
et al. (2003), curtumes empregam cerca de 30 a 40 litros
de agua para processar 1 kg de pele verde.

Segundo Thanikaivelan et al. (2004) o uso de
processos biotecnoldgicos (como o emprego de enzimas)
pode levar a uma diminui¢@o da carga poluente gerada por
estas industrias.

1.2 Utilizagdo de Enzimas no Processamento de
Couros

A utilizacdo de enzimas no processamento de couros
iniciou-se na etapa de purga com o objetivo de promover
uma profunda e eficiente remog¢ao de gorduras, epiderme e
pélos remanescentes. Historicamente o processo utilizava
pancreas bovino moido, o qual produz tripsina, uma
enzima proteolitica. Contudo, ao longo das ultimas
décadas, a produg@o de enzimas evoluiu, e, atualmente sdo
comercializadas enzimas obtidas a partir de diversas
fontes (fungos, bactérias, plantas e animais).

Enzimas sdo proteinas de agdo catalitica, que
possuem a capacidade de promover ou facilitar a
ocorréncia de determinadas reagdes quimicas, aumentando
a velocidade destas reagoes.

Dentre as enzimas existentes, aquelas que sdo de
interesse para a industria do couro sdo:
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. Proteases, que hidrolisam a fragdo protéica do
sulfato de dermatana (proteoglicano presente
na matriz extracelular), liberando a parte
polissacaridica do mesmo, tornando as fibras
de colageno mais acessiveis a 4gua e
diminuindo a fixagdo do pigmento da capa
basal ao couro, além de atuarem na remogao
de proteinas globulares do sangue;

. Lipases, que atuam nas gorduras da carne e
graxas e 6leos produzidos nas glandulas;

. Queratinases, que hidrolisam a chamada alfa-
queratina do pélo, rompendo as pontes
dissulfeto dessa molécula;

. Elastases, cujo substrato ¢ a elastina
(constituinte da pele e vasos sangiiineos).

Conforme Thanikaivelan et al. (2004), as principais
vantagens da utilizagdo de enzimas na etapa de remolho
sd0: a reidratacdo mais eficiente da pele, melhor abertura
da fibra (maior penetragdo dos reagentes), degradagdo e
dispersdo de gorduras, remogdo de carboidratos e de
proteinas da pele.

No caleiro, a utilizacdo de enzimas ¢é focada na
remo¢ao do pélo. Nesta etapa, o sistema mundialmente
mais utilizado com este propdsito ainda é o cal/sulfeto de
sodio. A grande vantagem da utilizagdo de enzimas na
depilacdo ¢ a conservagdo do pélo, uma vez que o substrato
preferencial da enzima ¢ a a-queratina (presente na
epiderme, raiz do pé€lo e membrana basal).

Gehring et al. (2002) empregaram uma mistura de
enzimas derivadas de bactérias Streptomyces griseus, para
depilar peles bovinas. Os estudos demonstraram que a
temperatura de retracdo, as propriedades fisicas, o
nivelamento, a intensidade do tingimento e a aparéncia
superficial do desenho da pele obtidos foram comparaveis
com o processo convencional.

Atualmente, ndo ha no mercado, enzimas capazes de
realizar a depilagdo sem auxilio de produtos quimicos.
Contudo, pesquisas recentes tém relatado a depilagdo
completa das peles com uso apenas de enzimas com agdo
sobre a queratina (Macedo et al., 2005; Sivasubramanian et
al., 2008).

A purga ¢é etapa de produgdo de couros, onde a
aplicagdo de enzimas foi pioneira. Eram utilizadas enzimas
empiricamente, obtidas a partir do pancreas bovino ou
suino. Atualmente, ja sdo aplicadas enzimas do cultivo de
microorganismos. Durante o processo de purga da pele, as
enzimas podem atuar na remo¢ao de pélos e epiderme
degradados, promover a remoc¢do de proteinas ndo
estruturais e facilitar a remog¢ao de carboidratos.

No desengraxe, a enzima ¢ muito usada em processos
de pele de ovelha e com altos niveis de gordura. Nesta
etapa, sdo necessarias a quebra da membrana protéica onde
estd a gordura, a remoc¢do da gordura e sua emulsificag@o.
As enzimas que devem ser usadas sdo: enzimas
proteoliticas e lipases; O uso de tensoativos combinados

produz um bom efeito sinérgico, junto com as enzimas
nesta etapa (Aquim et al., 2008).

No tingimento, as enzimas possuem fungdo de
abertura/quebra das fibras para recebimento de corantes
com pouca difusdo ou ainda afinidade quimica. As
enzimas também proporcionam o aumento do
esgotamento do banho de tingimento e da penetrabilidade
do corante, bem como intensificagdo da cor (Aquim et al.,
2008).

Swarna et al. (2008) estudaram a influéncia de uma
colagenase bacteriana no tingimento de couros,
concluindo que a exaustdo do banho, a penetragdo do
corante ¢ a intensidade da cor podem ser melhoradas com
a adigdo de 0,1% desta enzima em pH 7 por 60 minutos e
40°C.

Neste trabalho avaliou-se a utilizacdo de algumas
enzimas disponiveis comercialmente nos processos de
remolho, caleiro e purga. Foram desenvolvidos 27 testes
visando avaliar a a¢do enzimatica das diversas enzimas
utilizadas em cada uma das etapas.

2. Materiais e Métodos

A pele utilizada nos testes foi fornecida por um
curtume da regido previamente salgada e descarnada.
Cada um dos testes utilizou aproximadamente 225g de
pele provenientes de diferentes regides do grupao. Foram
analisadas as etapas de remolho, depilacdo/caleiro e purga,
por meio de testes em fuldes de bancada com rotagdo e
temperatura controladas.

Uma caracterizagdo prévia da pele foi feita com o
intuito de quantificar a eficiéncia de remog¢ao de proteinas
e lipideos pelas enzimas em cada um dos processos
testados. Para isso foram feitas analises de nitrogénio em
peles (segundo a norma ASTM D 2868/2007), matéria
volatil (NBR 8290/1983 da ABNT) e teor de substancias
extraiveis com diclorometano (NBR 11030/1997 da
ABNT).

As oito enzimas utilizadas nos testes foram
fornecidas por 3 empresas. A empresa A forneceu uma
enzima de purga (Al). A empresa B forneceu uma lipase
(B1), uma protease (B2) e uma enzima de purga (B3). A
empresa C forneceu uma enzima de remolho (Cl), uma
enzima de caleiro (C2), uma enzima de purga (C3) e uma
lipase (C4). Os percentuais de enzima aplicados nos testes
foram sugeridos pelos fabricantes. Todas as enzimas, bem
como os demais reagentes utilizados nos testes e analises
encontram-se disponiveis no mercado.

2.1 - Remolho

Os testes de remolho foram processados em fuldes de
bancada a temperatura de 28°C e agitagdo de 20 rpm. A
quantidade de aditivos foi calculada sobre a massa de pele
processada.

Utilizaram-se 12 formulagdes diferentes, onde foram
variados o tempo de processamento, tipo de enzima e
concentragdo. Em todos os testes foram adicionados 200%
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de agua e 0,3% de carbonato de sodio, além dos demais
insumos descritos na tabela 1 abaixo.

Os processos também se diferenciaram com respeito
ao tipo de tensoativo empregado. Os processos puramente
quimicos (testes 1, 2 e 3) empregam o tenso-ativo T1 com
o percentual indicado pelo fabricante. Ja os processos
auxiliados por enzimas (teste 4 a 12) utilizam tensoativo
T2 (indicado para este tipo de processo), também na
proporgcéo indicada pelo fabricante.

Com a finalidade de quantificar os resultados dos
testes de remolho, foram feitas analises de teor de cloretos
em banhos (de acordo com a NBR 13337/1995 da ABNT),
solidos dissolvidos totais fixos e volateis (NBR
14550/2000 da ABNT), nitrogénio total de Kjeldahl
(ASTM D2868/2007), teor de matéria volatii (NBR
8290/1983 da ABNT) e analise de substancias extraiveis
com diclorometano (NBR 11030/1997 da ABNT).

Tabela 1. Descri¢do dos insumos, tempos de processamento e
percentuais massicos de aplicagdo de insumos nos testes de

remolho.
Tempos de perc-[eirr])t(zj ; de Tipo e_percentual de
processo . aplicados tensoativo empregados
Teste 1 1 hora 0% T1-0,15%
Teste 2 2 horas 0% T1-0,15%
Teste 3 4 horas 0% T1-0,15%
Tested | lhom v T2-0,02%
Teste 5 2 horas gé i 8:8;22 T2-0,02%
Teste 6 4 horas g; i 8:8%2 T2-0,02%
Teste 7 1 hora C1-0,3% T2 -0,02%
Teste 8 2 horas C1-0,3% T2 -0,02%
Teste 9 4 horas C1-0,3% T2 -0,02%
Teste 10 4 horas C1-0,6% T2 -0,02%
Teste 11 4 horas B2-0,07% T2 -0,02%
Teste 12 4 horas B1 - 0,03% T2 -0,02%

2.2 — Caleiro

Nesta etapa verificou-se a influéncia da quantidade e
do tipo de enzima no processo de depilagdo 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 rotacdo foram mantidas em 28°C e 20 RPM,
respectivamente. As 12 horas seguintes de processamento
utilizaram rotagdo de 10 rpm e a temperatura citada
anteriormente.

Avaliaram-se as quantidades de carbono organico
total presentes nos banhos ao final de cada processo. Para
realizacdo destas analises foi utilizado o Total Organic
Carbon Analyzer TOC — V CSH (Shimadzu).

A tabela 2 a seguir indica as formulagdes utilizadas
nos testes de caleiro.

Tabela 2. Formulagao utilizada nos testes de caleiro.

) Sulfeto Tipo de Tipo de
Agua Cal de tensoativo - enzima -
sodio  percentual percentual

Teste 1 | 200% 4%  2,5% T1-0,1% 0%
Teste2 | 90%  2,60% 1% T1-0,1% 0%
Teste3 [ 90% 2,60% 1% T2-0,1% gﬁ ) ;)’0%’;:%’
Teste4d | 90%  2,60% 1% T2-0,1% gi ) 6’0%’;:%
Teste5 | 90%  2,60% 1% T2-0,1% %12_%’(;40?
Teste6 | 0% 260% 1% T2-00% (O

2.3 -Purga

A etapa de purga foi realizada sem a divisdo da pele,
o que tornou a desencalagem menos eficiente em termos
de tempo. O processo de desencalagem das peles foi
realizado em duas etapas, sendo que na primeira etapa este
processo utilizou agua (400%), sulfato de amonio (0,3%) e
tensoativo (0,02%). A segunda etapa de desencalagem
ocorreu paralelamente a purga, onde foi adicionado agua
(270%), sulfato de amonio (0,3%), tensoativo (0,18%),
auxiliar de desencalagem (1,2%) e enzima (0,06%). Este
processo foi comum a todos os testes de purga realizados.

Na purga, foram utilizadas 9 formulagdes distintas,
extrapolando o tempo de processo e também a enzima
utilizada. Nesta etapa utilizou-se temperatura de 36°C e
rotagdo de 20 rpm. A descri¢do dos testes encontra-se na
tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Descri¢do dos insumos, tempos de processamento e
percentuais massicos de aplicacdo nos testes de purga.

Tipo de enzima Tempo de processo
- Percentual
Teste 1 Al-0,06% 30 minutos
Teste 2 Al -0,06% 3 horas
Teste 3 Al-0,06% 6 horas
Teste 4 B3 -0,06% 30 minutos
Teste 5 B3 -0,06% 3 horas
Teste 6 B3 -0,06% 6 horas
Teste 7 C3-0,06% 30 minutos
Teste 8 C3-0,06% 3 horas
Teste 9 C3-0,06% 6 horas

Com a finalidade de analisar os resultados destes
testes, foram feitas analises para a determinacéo do teor de
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nitrogénio amoniacal nos banhos de acordo com uma
modificagdo no método de Nitrogénio total de Kjeldahl
(ASTM D2868/2007), onde a etapa de digestdo da amostra
foi suprimida, restando apenas a destilagdo e titulacdo,
conforme a metodologia citada.

Além das analises de nitrogénio amoniacal, o teor de
carbono organico total também foi verificado utilizado o
Total Organic Carbon Analyzer TOC - V CSH
(Shimadzu).

3. Resultados e Discussdes

Ao total, foram feitos 27 testes (12 de remolho, 6 de
caleiro e 9 de purga). Estes testes foram analisados de
acordo com os ensaios citados anteriormente, cujos
resultados médios (cada ensaio foi realizado em triplicata)
sdo apresentados abaixo.

Inicialmente, apresenta-se o resultado para os ensaios
de caracterizagdo da pele, feitos com o objetivo de
demonstrar os percentuais de gordura, nitrogénio ¢ agua
presentes na pele salgada, antes do inicio do
processamento, com o intuito de posteriormente avaliar a
remog¢ao dos mesmos ao longo de cada etapa.

A tabela 4 apresenta os valores médios para os
ensaios (realizados em triplicata) com seus respectivos
desvios padrao.

Tabela 4. Resultados dos ensaios de nitrogénio, matéria volatil e
substancias extraiveis com diclorometano para a pele utilizada

Percentual massico Valor Médio Desvio Padréo
Gorduras 1,384 0,1357
Nitrogénio 7,721 0,431
Matéria Volatil 46,328 0,231

Na seqiiéncia serdo apresentados os resultados dos
ensaios obtidos para os testes de remolho. Estes ensaios
analisaram a concentragdo de cloretos, solidos dissolvidos
e nitrogénio presentes no banho, bem como o percentual de
agua e gorduras remanescente presentes na pele. O
objetivo destes ensaios ¢ observar a abertura das fibras
colagénicas, que pode ser medida indiretamente por meio
dos fatores citados anteriormente.

A Figura 1 apresenta o grafico do ensaio para a
determinag@o de cloretos nos banhos. O grafico apresenta
os valores médios de concentragdo de cloretos, onde ¢
possivel perceber que o maior resultado (66,07 g/1) foi
obtido no ensaio do teste 10 (0,6% w/w da enzima C1 em 4
horas de processamento) e o menor (52,3 g/l) para o teste 1
(quimico em 1 hora de processamento).

Fica claro nestes casos que o tempo ¢ a variavel de
maior importancia na remocgao de cloretos. Devido a baixa
penetragdo do sal na pele, o uso de enzimas e sua
conseqiiente abertura de fibras, ndo se faz necessario.

O resultado para a analise de solidos dissolvidos ¢
apresentado na Figura 2. Este grafico mostra a média da
concentragdo de solidos fixos, volateis e totais obtidas
para os testes de remolho.
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Figura 1. Concentragéo de cloretos (g/1) obtida para os banhos
de remolho.

A maior diferenga proporcional entre o menor e o
maior valor foi obtida para os solidos dissolvidos volateis
(35%), seguido pelos solidos dissolvidos totais (25%) e
solidos dissolvidos fixos (24%), entre os testes 2 e 10.

A enzima utilizada no teste 10 (enzima C1-0,6%)
demonstrou melhores resulltados neste tipo de ensaio.
Percebe-se neste ensaio que a concentracdo de solidos
dissolvidos volateis ¢ superior as demais. Uma vez
relacionada a quantidade de sélidos volateis a matéria
organica, conclui-se que a agdo da enzima foi maior neste
caso.
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Figura 2. Concentragdo de solidos dissolvidos totais, fixos e
volateis obtidos para os banhos dos testes de remolho.

O ensaio para determina¢do de nitrogénio total,
segundo o método de Kjeldahl, foi o menos confiavel
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dentre os ensaios realizados devido a elevada discrepancia
entre as triplicatas. Para estes ensaios o desvio padrdo foi
considerado alto (alcangando, em alguns casos 58% do
valor da média). No entanto, os resultados sdo
apresentados na Figura 3, a seguir.
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Figura 3. Concentragdo de nitrogénio total, segundo método de
Kjeldahl para os banhos de remolho.

Estes resultados ndo condizem com o que era
esperado, uma vez que a concentragdo de nitrogénio nos
banhos de remolho foi muito maior para o processo
quimico que para 0s processos co-enzimaticos. Apenas o
teste 10 apresentou valores superiores aos obtidos pelos
testes quimicos.

A determinagdo de matéria volatil é apresentada no
grafico da Figura 4. Uma vez que este ensaio ocorre a
temperatura de 100°C, a matéria que é evaporada a esta
temperatura ¢ agua, logo este ensaio relaciona a quantidade
de agua absorvida pela pele. Neste grafico, destaca-se a
acdo da enzima Cl, que é em torno de 3%, superior as
demais. Levando a pele a absorver em torno de 24% (teste
9) de agua, considerando-se o percentual de dgua existente
na pele salgada (de acordo com a tabela 4).

A determinacdo de gorduras foi realizada por meio do
ensaio que determina a quantidade de substancia extraiveis
com diclorometano. Neste caso, altos percentuais de
gordura na pele significam baixa remog¢ao de gordura pelas
enzimas. A Figura 5 apresenta o grafico gerado nestes
ensaios para os testes de remolho.

Na etapa de caleiro, o inico ensaio apresentado para
os testes sera o de determinagdo de carbono orgénico total
(TOC). Uma vez que, testes preliminares indicaram falta
de confiabilidade nos resultados obtidos pelos ensaios de
nitrogénio NTK e que as andlises em Microscopio
Eletronico de Varredura ndo foram concluidas para todas
as amostras.

A Figura 6 a seguir, apresenta o grafico que aponta as
concentragdes de carbono organico nos banhos dos testes
de caleiro. Vale salientar que estes ensaios foram feitos
apenas sobre a parte liquida da amostra. A analise dos

solidos, embora importante, ndo foi concluida até o
momento.
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Figura 4. Percentual de matéria volatil sobre o peso da pele para

os banhos de remolho.
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Figura 5. Percentual de substincias extraiveis em diclorometano
(sobre o peso da pele) nos testes de remolho.
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Avaliando-se o grafico da figura 5, percebe-se que o
melhor resultado foi obtido pelo processo 11, que
curiosamente utiliza apenas uma protease. E bem provavel,
que para os testes 2, 5 e 8 houve uma inibi¢do competitiva
entre as enzimas ¢ o substrato, o que pode ser comprovado
pela utilizagdo em separado destas enzimas (testes 11 e
12).

No caso do grafico mostrado na figura 6, os testes 4 e
5 apresentaram os maiores percentuais de carbono orgéanico
no banho, o que indica uma maior a¢do enzimatica sobre a
pele. Percebe-se também nesta analise, que a adicao do
dobro de enzimas ndo leva necessariamente a maiores
valores de TOC (testes 5 ¢ 6) .

Na etapa de purga foram realizados ensaios para a
determinag@o de nitrogénio amoniacal e carbono orgéanico
total (TOC). Os resultados obtidos para estes testes podem
ser observados nas Figuras 7 ¢ 8, respectivamente.

700 +

600 -
500 -
400 -
300 A
200 A
100

0 -

f,)‘<\ AN

Carbono Orgénico Total (mg/L)

A\ A\ QN

> © W . .

L 6,%3' 0},30‘0 oo
.C

xe3‘61 *©

&« . «®
AT T T 0
(NS o @? P>
,@s’\ xe° L2

o
. xe xe
)@,;@} ° ©°

Testes

Figura 7. Concentra¢do de carbono orgénico total presente nos
banhos de purga
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Figura 8. Concentracéo de nitrogénio amoniacal presente nos
banhos de purga.

Os ensaios de TOC apresentaram um aumento
continuo, com relagdo ao tempo de processamento (fig. 7).
Nestes testes percebe-se a agdo superior da enzima Al, que
em 30 minutos de processamento apresentou percentual de

remog¢ao para o banho préximo aos obtidos pelas enzimas
B3 ¢ C3 em trés horas de processamento.

Neste caso, também ndo foram avaliados, com
relagdo ao percentual de TOC os lodos (parte sélida)
gerados em cada teste.

O ensaio para determinacdo de nitrogénio amoniacal
(fig. 8) apresentou comportamento inesperado. Para as
enzimas B3 e C3, a concentragdo de nitrogénio amoniacal
praticamente manteve-se constante ao longo do tempo. Ja
para a enzima Al, além da maior concentragdo obtida em
todos os tempos, houve um decréscimo acentuado com
relacdo ao tempo.

4. Concluséo

A utilizacdo de enzimas no processamento de couros
ainda possui inumeros fatores que devem ser estudados.

Para o LACOURO, este trabalho é um estudo
preliminar, no qual o objetivo principal é a aquisi¢do de
know-how dos processos biotecnologicos, visando a
producdo de enzimas mais especificas para aplicagdo em
couro.

Atualmente, estd em andamento a etapa posterior do
trabalho: a caracterizagdo das enzimas comercialmente
disponiveis, com a finalidade de descobrir o pH,
temperatura e percentual de aplica¢do 6timos, bem como o
substrato preferencial e as substancias inibidoras.

Com base nos dados apresentados, para o processo
de remolho, as enzimas C1 em concentragdo 0,6% e B2
0,07%, testes 10 e 11 de remolho, seriam as mais
indicadas. Ja no caleiro, os testes 4 ¢ 5 apresentaram
resultados semelhantes, podendo ser escolhidos como
melhores. Na etapa de purga o destaque foi para a enzima
Al.

No entanto, apenas ap0s a caracterizagdo enzimatica
sera possivel confirmar estas afirmagdes, visto que estes
processos podem ter sido desenvolvidos longe da
condi¢do ideal, podendo desenvolver um comportamento
totalmente diferente na situacao de idealidade.
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