&

u FRGS UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL ESCOLA DE ENGENHARIA DEQ.UI

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA

ENGO07053 - TRABALHO DE DIPLOMACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

AVALIACAO ANALITICA DE PROTEINAS E GORDURAS PARA DETECCAO DE
CONSTITUINTES RESIDUAIS DA PELE EM EFLUENTES

CRISTIANA WINTER

Orientador: Prof2 Dra. Mariliz Gutterres

Coorientador: M. Sc. Franck de Souza

Porto Alegre, Julho de 2011



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt et e et e st n et n e e 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt n e 2
2.1 Processamento dO COUMD ........uuiiiiiieeiiiiiiite ettt e s e e e e e e e e e e e e e e e aaas 2
2.1.1 Operagdes de Ribeira...........cooeeiiiiii 2
Baler Sl ... 2
Pré-remMOINO ... 3
Pre-AESCANNE. ... ..t a e 3
REMOINO ...t e et e e e e e e e s et e e e e e e ennes 3
[DT=T o] | F= or= To Y 02 | 1] o RPN 3
DESCAMME € DIVISE0 .....eeeeiiiiiiiit ettt e e e e e e e e 4

[ T=ST=T g Tor=1 F= o 1= o 4
0 o = PP PP PPPPPPPPRRPT 4
T 0T SO 4
2.1.2 CUMTIMENTO .ttt e e e e e e e e e e e e e e e neeeeeeanes 5
2.1.3 Acabamento molhado ou Recurtimento .............coccuiiiiiiiiiiiiie e 5
2,14 ACADAMENTO. ...t a e 5
22 A PEIE ..t e e e e e e e e ee e e e 5
2.2.1 A histologia da PelE........ooeiiieii i 6
B = o1 =1 o o 1 6
2. 2.3 DBIME .. 6
D 3 o 11 o To Lo (=T 4 o o = USSP PPPPRRPRRR 7
2.3 Constituintes da pele ... 7
2.3.1 Proteinas fIDrOS@S .........ueiiiiiiiiiiiiie e 7
B I @ U1 = o = P PPRRPP 8

P2 TR N O - To 1= o o TSP 8
2.3.4 TriaCIHGICEIOIS ....ceeeiiieeee ettt e e e e e e e e e 9
2. 3.5 EIBSHNG ... 10
2.3.6 AMINOACIAOS. ....cceiiiiiiitee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaans 10
2.4 Geracao e tratamento de efluentes ..., 11
2.5 Caracterizagao de residuos em efluentes relacionados a composicéo da pele........... 14
3. MATERIAIS E METODOS .....covuiuiuiiiieineeesesseseseesseseseessesessessssesssessssssssssssessssesssseens 16
3.1 Preparo de SOIUGOES ......cooei oo 16
3.1.1 Preparaca@o dos SUDSIIAtOS ..........eiiiiiiiiiiiiiii e 16
3.1.2 Obtencao de efluentes de remolho e caleiro.............cccoooeiiii 17



B2 BSOS .o 18

3.2.1 Proteina SOIUVEL ..o 18
3.2.2 Carbono Organico Total (TOC).......cuiiiiiiiiiieeee e 19
3.2.3 Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) ... 20
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ottt 21
CONCLUSOES ...ttt ettt et s te s saeaeenens 29
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 30



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Fluxograma de processamento dO COUNOD ........ccoiiiiuuriirieiieeaeeiiiiieeeee e e e e e e ainneeeeee s 2
Figura 2: Camadas presentes em um corte de Pele ........cooviiiiiiiiiiie e 7
Figura 3: Molécula de cistina presente na queratina...............cccooevviiiiiiiiiiiiiciiieeeeeeeeeeeeee 8
Figura 4: Molécula de hidroxiprolina caracteristica do colageno .............cccceeveeiiiiiiiiiiiiienneen, 9
Figura 5: Formula estrutural geral para 0S aminOACIAOS ...........ccovvevviiiiiiii e, 10
Figura 6: Equipamento para preparagéao dos banhos de remolho e caleiro ...............c.ceee.... 17
Figura 7: Construgédo da curva padr@o de PS...........ooiiiiiiiiii e 19
Figura 8: Aparelho para analise de TOC..............oiiiiiii e, 20
Figura 9: (a) Digestor para NTK e (b) Destilador para NTK ..., 20
Figura 10: Analises de TOC para as solugdes preparadas dos substratos .........cccccceeeeeee..e. 22
Figura 11: Analises de TOC para a solugédo de queratina e para os banhos de remolho e
o= 1 =T | o 22
Figura 12: Curva padrao para o teste de Proteina SolUvel .............ooovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 23
Figura 13: Analises de PS para as solugdes preparadas dos substratos........ccccceveevveeveeennee. 25
Figura 14: Analises de PS para a solugéo de queratina e para os banhos de remolho e

071 =1 o 25
Figura 15: % NTK presente nas andlises das amostras e banhos testados...............ccc....... 27



LISTA DE TABELAS

Tabela 1:
Tabela 2:
Tabela 3:
Tabela 4
Tabela 5:
Tabela 6:

Tabela 7:
Tabela 8:

Formulagéo dos testes de remolho € caleiro ..........cooveevvvciiiiiieiieece e, 18
Valores de Carbono Orgénico Total para os substratos analisados....................... 21
Valores de absorbancias obtidas no espectrofotdmetro para Proteina Soluvel.....23
Concentracdes de Proteina Soluvel nos substratos testados...........cccoovvvvvveennnn.... 24
Teores de Proteina Soluvel para os substratos testados (base seca)................... 26
Volumes de acido sulfurico requeridos na titulagado das amostras no ensaio de

................................................................................................................................ 26
Teor de NTK nos substratos preparados e banhos testados.........ccccccccceoeeei. 27
Teor de NTK nas amostras SOldas ..........oooiiiiiiiiiiiie e 28



RESUMO

Em virtude da crescente importancia do couro na economia brasileira e da questao
ambiental sobre os efluentes de curtumes, o trabalho tem como objetivo a construcédo de
parametros de analise dos banhos de remolho e caleiro. Foram escolhidos os substratos de
colageno (e gelatina), queratina e gordura por serem os principais constituintes da pele para
serem analisados. Solugbes desses substratos foram desenvolvidas e comparadas
juntamente com os banhos de remolho e caleiro, por meio de analises de Proteina Soluvel,
Carbono Orgénico Total e Nitrogénio Kjeldahl.

De acordo com a analise de Carbono Organico Total, o efluente de caleiro
apresentou um valor aproximadamente 7 vezes maior com relagéo ao remolho, uma vez que
€ no caleiro que ocorre a remogao de proteinas, enquanto no remolho o objetivo € a limpeza
da pele e a liberagdo de proteinas nao é significativa. Na analise de Proteina Soluvel, a
diferenca entre a detecgdo dos banhos foi mais pronunciada, tendo o caleiro um teor de
proteinas 13 vezes maior. Ja para Nitrogénio Total Kjeldahl o valor para o caleiro foi 3 vezes
superior em comparagao com o remolho. Os resultados indicaram que todos os métodos
podem ser utilizados na deteccdo dos constituintes, sendo que alguns possuem

particularidades com relacédo a concentracdo minima.
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1. INTRODUCAO

O setor coureiro apresenta extrema importancia na economia brasileira, tanto pelo
volume de exportagcdes como pela geragdo de empregos. De acordo com o Centro das
Industrias de Curtumes do Brasil (CICB), as exportagdes brasileiras de couros e peles, em
2010, movimentaram US$ 1,74 bilhdes. O balango das vendas externas de couros dos
estados brasileiros reafirma o Rio Grande do Sul com a segunda posicdo como maior
exportador nacional (US$ 463,94 milhdes, 26,6%).

Segundo ABQTIC (2011), no ano de 2009, o setor coureiro-calgadista tinha 773
empresas de produgcado e processamento de couro, gerando em torno de 37 mil postos de
trabalho. O Rio Grande do Sul, por sua vez, contribuiu com o maior nimero de
estabelecimentos de curtimento (221) superando 13 mil empregos no Estado.

O Brasil ocupa posicdo de destaque no setor coureiro, sendo considerado o quinto
maior produtor de couro acabado bovino e o maior exportador mundial de couros bovinos
pesados, possuindo o segundo maior rebanho entre os paises em 2009, de acordo com a
FAO (2010).

Os efluentes provenientes de curtumes possuem elevada carga organica,
especialmente efluentes de operacbes de ribeira, devido aos conteludos de proteinas
degradadas liberados pela pele. Esses banhos residuais podem ter composi¢cdes variadas
de seus constituintes, uma vez que ndo ha um padrao entre os curtumes. Ha variaveis que
influem no processo e nos efluentes gerados, como o perfil do animal (raga, idade),
conservagdo da pele, regido da pele, processo (etapas e formulagdo) e sistemas de
tratamento dos efluentes, sendo, assim, necessario quantificar os materiais liberados em
cada etapa. Este trabalho tem como objetivo facilitar a analise desses banhos com técnicas
de deteccdo desses constituintes a fim de avaliar suas quantidades e proporcgoes,
melhorando a classificacdo e a analise do tipo de desperdicio no processo, uma vez que é
de fundamental importancia o conhecimento dos componentes extraidos da pele para
melhor acompanhamento dos processamentos. Dessa forma, poderiam correlacionar-se
qualitativamente os parametros analiticos dos testes de Proteina Soluvel (PS), Carbono
Organico Total (TOC) e Nitrogénio Total de Kjeldahl (NTK) devido aos materiais eliminados
da pele (proteinas, gorduras) e, ainda, determina-los com relacdo a efluentes de curtume.
Por fim, os resultados obtidos das analises podem contribuir para o desenvolvimento de

novas tecnologias aplicadas ao processamento de couro através de estudos especificos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Processamento do Couro

O processamento do couro consiste em transformar a pele verde ou salgada em
couro. Sua tecnologia de fabricagao requer diversas etapas de processamento, com adigbes
sequenciais de produtos quimicos intercaladas por lavagens e processos mecanicos.
Segundo Aquim (2005), esse processo se divide em quatro fases de trabalho: a ribeira, o

curtimento, o recurtimento e o acabamento, demonstrado na Figura 1.

Pele Pré-

Salgada Bater sal Pré-remolho descame Remolho
Piquel Purga Desencalagem Descame e Degilasﬁo e
Divisdo aleiro
Curtimento Rebaixe Recurtimento Pre- Acabamento
do couro acabamento final

Figura 1: Fluxograma de processamento do couro (as etapas descritas em

retdngulos indicam que o processo ocorre em meio aquoso) Fonte: Souza (2010)

2.1.1 OperagOes de Ribeira

Consistem nas operacbes em meio aquoso que hidratam, limpam, depilam e
preparam a pele para curtir; e em operacdes mecanicas de descarne e de divisdo da pele
nas camadas superior e inferior, denominadas respectivamente de flor e raspa. Apds a
ribeira, a pele apresenta-se limpa e isenta de materiais indesejaveis no produto final. No
entanto, ndo apresenta estabilidade, estando sujeita a degradagcdo e a putrefacdo. Esta

estabilidade é proporcionada no curtimento. As operagdes de ribeira incluem:

Bater sal

Remocéo mecanica do sal colocado para conservar a pele.



Pré-remolho

Lavagem da pele para remocao do excesso de sujeira e sal, facilitando o pré-

descarne (utilizando a pele umida).

Pré-descarne

Remogao parcial da hipoderme (em maquina descarnadeira), visando o

aproveitamento de proteinas e sebo removidos.

Remolho

Consiste no primeiro tratamento, no qual as peles sdo submetidas nos curtumes ao
iniciar o processo de fabricacdao de couro. No remolho, serdo igualadas as diferencas
ocasionadas pela conservacgao, conferindo a pele remolhada o estado de pele fresca. Seu
principal objetivo € a eliminagdo de sujidades e sangue, sendo que, para as peles secas, € a
reposicdo da agua. Além disso, para peles conservadas com sal, € nessa etapa que ocorre
sua remocao (Gutterres, 2010, Heidemann, 1993).

O principal residuo gerado na etapa de remolho trata-se de rejeito liquido, resultante
da quantidade de agua empregada nos processos de pré-remolho, remolho propriamente
dito e nas lavagens, que antecedem e concluem esta etapa. O volume de dgua empregado

nestas etapas corresponde a um valor significativo do volume total utilizado no curtume.

Depilacéo e Caleiro

Ao processo de remocgdo da camada epidérmica e abertura da estrutura fibrosa
denomina-se de depilacéo e caleiro. Os principais objetivos deste processo resumem-se a
retirada do pélo, remogao da epiderme, intumescimento e separacao das fibras e fibrilas da
derme, a eliminagdo mais completa da hipoderme no descarne, agdo sobre as gorduras
naturais da pele remanescentes do remolho, modificacdo das moléculas de colageno,
possibilidade de dividir em tripa e preparacdo da pele para os processos seguintes, em
especial o curtimento. O termo caleiro € empregado particularmente para indicar a acao do
hidroxido de calcio sobre o colageno com a finalidade de potencializar a reatividade deste.
Todavia, a condugao dos dois processos em um mesmo banho resulta em um sinergismo
que maximiza a acéo de abertura das fibras colagenas.

O volume de agua empregado corresponde a um valor significativo do volume total
de agua utilizado no curtume (dgua empregada no processo e agua utilizada na lavagem
final), gerando efluentes com elevadas cargas contaminantes. Os principais contaminantes

sao o Nitrogénio Amoniacal e Sulfeto de Sédio.



Descarne e Divisao

O descarne remove por agdo mecanica (maquina de descarnar) os tecidos adiposo e
subcutaneo visando facilitar a difusdo dos produtos quimicos nas etapas posteriores. A
divisdo separa mecanicamente a pele em duas camadas: flor (camada superior) e raspa
(camada inferior). Devido a natureza do colageno, os residuos de aparas caleadas sao
empregados para a fabricacdo de ossos de cachorros e na industria alimenticia, em

particular a de gelatinas.

Desencalagem

Apoés as etapas de remolho, depilagado, caleiro, descarne e divisdo, as peles, agora,
denominadas tripas, devem ter sua alcalinidade reduzida, processo que comecga nha
desencalagem.

Os compostos alcalinos terrosos, como o hidroxido de célcio, encontram-se tanto
depositados, como quimicamente combinados. Entre os principais objetivos da etapa estdo
a reducao ou a completa remogao do cation calcio, eliminagao dos anions sulfeto e sulfidrato
residuais, retirada dos restos de materiais resultantes da degradacao do sistema epidérmico
e reducado do pH fortemente alcalino até um pH de fraca alcalinidade, com o intuito de
favorecer a atuacdo das purgas pancreaticas, revertendo o inchamento promovido pela

adicao de cal no caleiro.

Purga

A purga é um processo de natureza enzimatica para a limpeza profunda da estrutura
fibrosa. A etapa visa a eliminacdo de materiais queratinosos superficiais degradados,
eliminagdo de restos de pigmentos, gorduras, glandulas sudoriparas e sebaceas,
afrouxamento e eliminagao de restos de pélo, remo¢ao do material interfibrilar (agdo sobre a
reticulina) e desidratagcao da tripa, dentre outros.

Este tratamento é realizado no banho da desencalagem. A contribui¢do da etapa de

purga a poluigao total de um curtume ¢é através de rejeitos liquidos.

Piquel

Denomina-se piquel o processo salino e acido ao qual sdo submetidas as tripas apo6s
a desencalagem e a purga. Antecedendo ao curtimento, este processo pode ser empregado,
também, como um método de conservacgao.

Entre os objetivos da etapa estdo a redugéo da reatividade do grupo carboxilico da
cadeia lateral do colageno, com o intuito de favorecer a difusdo do curtente para o interior da
pele ou tripa, através da redugao do pH fracamente alcalino até um pH acido e a reducgéo ou
a completa remocdo do cation calcio que foi realizada, sobretudo, nas etapas de

desencalagem e purga. A consequéncia do piquel consiste no desintumescimento da tripa.



2.1.2 Curtimento

O curtimento promove a estabilizagao irreversivel da pele, originalmente suscetivel a
putrefacdo, transformando-a em couro. Dentre seus objetivos, estdo o aumento da
resisténcia ao ataque de microrganismos e enzimas, aumento da estabilidade hidrotérmica,
diminui¢cdo da capacidade de inchamento do colageno e possibilidade de empregar a pele
adequadamente para as mais diversas finalidades como artigos de vestuario, calgados e

estofamento (Aquim, 2004).
2.1.3 Acabamento molhado ou Recurtimento

As caracteristicas finais do couro sdo definidas nessa etapa. Apds o curtimento até a
sua transformacdo em couro acabado, deve passar por diversos processos, tais como a
neutralizagao (ajuste de pH e diminuicdo de carga catibnica), recurtimento (sdo definidas
caracteristicas fisico-mecanicas como maciez, elasticidade, tamanho do poro, toque,
enchimento), tingimento (cor e melhoria do aspecto do couro) e engraxe (influi
acentuadamente em caracteristicas tais como resisténcia a tragao, flexibilidade, maciez,

toque, impermeabilidade, entre outros).
2.1.4 Acabamento

As finalidades do acabamento sdo manter, ou melhorar, o aspecto do couro e
atender as especificagdes do produto final (como cor, resisténcias fisico-mecanica, fisico-
quimica e microbiolégica, maciez e toque do artigo, por exemplo). A finalidade primeira do
acabamento é a de melhorar o aspecto e servir ao mesmo tempo de protegéo para o couro,
evidenciando principalmente as propriedades exigidas pelo cliente no produto final.

Esta etapa é constituida de aplicagdes de tinta de fundo e cobertura e das
prensagens intermediaria e final. Apds esta etapa o couro acabado é recortado, medido e

segue para a expedicéo.

2.2 A Pele

A pele ou tegumento € uma membrana de tripla camada, resistente e elastica, que
recobre toda a superficie corporal e apresenta grande variagao de espessura em toda a sua
extensao de 1 a 4 mm, conforme as exigéncias de suas fungdes biolégicas. Dentre algumas
funcbes estdo a de manter a integridade corporal protegendo o corpo contra a agéo
patogénica de microrganismos, absorver e excretar liquidos, regular a temperatura corporal,

absorver raios ultravioletas, controlar o fluxo sanguineo, proteger contra choques



mecanicos, servir como reserva de nutrientes, além de ter fungbes sensoriais (calor, frio,
pressdo, dor e tato). A pele reflete muitas caracteristicas importantes e especificas do
animal como idade, sexo, alimentacdo, meio ambiente e estado de saude, de acordo com
Gutterres (2010) e Heidemann (1993).

2.2.1 A histologia da pele

Basicamente, sao trés as camadas formadoras da pele, as quais possuem funcao e
constituicdo quimica propria. A camada superior € conhecida como epiderme, a camada

intermediaria € a derme e a camada inferior € a hipoderme.

2.2.2 Epiderme

Representando 1% da espessura total da pele, a epiderme é uma camada
estratificada e escamosa, sendo constituida principalmente por queratina e caracterizada
pela auséncia de matriz extracelular e de vasos sangliineos. Os anexos cutineos (pélos,
foliculo piloso, glandulas sebaceas e sudoriparas) também estao presentes na epiderme dos
mamiferos, estendendo-se até a derme (Heidemann, 1993). E constituida das seguintes
camadas: camada cornea, camada granular e camada mucosa de Malpighi (camada basal)
(Gutterres, 2010).

A camada de Malpighi forma a camada mais profunda da epiderme, sendo
constituida por células vivas de aspecto gelatinoso que sdo facilmente atacadas por
bactérias de putrefagcdo, enzimas e alcalis. Sendo essa camada responsavel pela fixacdo da
epiderme na derme, € a partir dela que séo originadas todas as produc¢des epidérmicas e 0s
graos de melanina. A camada granular possui desenvolvimento variavel, de acordo com a
espécie de mamifero e a regido da pele, ocorrendo, a partir desta, a degeneracdo de
nucleos. Ja a camada cornea é a mais externa, desprendendo-se em forma de finas laminas
ou crostas devido a secagem das células, ocorrendo perda de estruturas nucleares e

formagao de escamas (Gutterres, 2010).

2.2.3 Derme

A derme é um tecido conjuntivo que compreende 85% da espessura da pele e que
sustenta a epiderme, sendo separada desta pela membrana hialina. E constituida por
elementos fibrilares, como o colageno e a elastina e outros elementos da matriz extracelular,
como proteinas estruturais, glicosaminoglicanos, ions e agua de solvatacdo. A derme é
subdividida em duas camadas: a camada papilar em contato com a epiderme, formada por
fibras finas e empacotamento compacto, e a camada reticular, constituida por tecido

conjuntivo denso n&do modelado, onde predominam as fibras colagenas (Heidemann, 1993).



E na derme que se localizam os vasos sanguineos que nutrem a epiderme, vasos linfaticos

e também os nervos e os 6rgaos sensoriais a eles associados. (Montagna, 1962).

2.2.4 Hipoderme

A hipoderme é um tecido conjuntivo frouxo e adiposo localizado abaixo da derme e
acima dos musculos, constituindo 14% da espessura total da pele. 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 protecdo contra choques mecanicos e traumas externos, além de atuar como
reservatorio energético. Esse tecido subcutaneo é constituido por fibras largas dispostas
paralelamente a superficie da pele. Entre estas se encontram células graxas, vasos
sanguineos grossos e nervos (Gutterres, 2010). Abaixo, a Figura 2 ilustra as camadas que

compdem a pele.

Glandula
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1’ i .' = f U £ do pélo
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Figura 2: Camadas presentes em um corte de pele Fonte: Wikipédia (2011)

2.3 Constituintes da pele

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

hipoderme.

2.3.1 Proteinas fibrosas

De acordo com Voet et al. (2006), as proteinas fibrosas sao moléculas bastante
alongadas que podem ser encontradas nos tenddes e ossos, e funcionam como materiais
estruturais que possuem fungdes protetoras, conectivas ou de sustentagdo nos organismos

vivos. Destacam-se a queratina e o colageno.



2.3.2 Queratina

A queratina € uma proteina mecanicamente resistente e quimicamente nao-reativa
que ocorre em todos os vertebrados superiores. E o principal componente da rigida camada
externa da epiderme, constituindo mais de 85% das proteinas celulares, e apéndices, como
cabelos, chifres, unhas e penas. Segundo Voet et al. (2006), classificam-se as queratinas
como a-queratinas, as quais ocorrem em mamiferos, e as B-queratinas que ocorrem em
aves e répteis.

As a-queratinas podem ser subdivididas em “soft”, 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). 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. Conforme a Figura 3,
este elemento quimico esta presente na cisteina e cistina (dipeptideo resultante da unido de
dois aminodcidos cisteinas), sendo responsavel pela formacao 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 estdo presentes na queratina auxiliando a

estabilidade estrutural da proteina (Magin et al., 2007).
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Figura 3: Molécula de cistina presente na queratina Fonte: Wikipédia (2011)

2.3.3 Colageno

O termo colageno denota uma familia de proteinas insoluveis fibrosas encontradas
em todos os animais multicelulares. Devido as fibras fortemente tensionadas, o colageno é o
componente com maior capacidade para suportar o estresse dos tecidos conjuntivos, entre
eles os ossos, dentes, tenddes, pele, musculos, vasos sanguineos e olhos, correspondendo
a aproximadamente 25% em massa de todas as proteinas existentes nos mamiferos (Voet
et al., 2006).

A proteina classificada como colageno tem como principais caracteristicas sua

conformacdo em hélice tripla (formada a partir de trés cadeias polipeptidicas) e seu



conteudo de aminoacidos, onde a quantidade de residuos de hidroxiprolina presentes é
muito superior a quantidade encontrada nas outras proteinas existentes na natureza,
conferindo estabilidade ao colageno (Reich, 2007). A Figura 4 representa a molécula de

hidroxiprolina.
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Figura 4: Molécula de hidroxiprolina caracteristica do colageno Fonte: Wikipédia (2011)

A estrutura primaria destas proteinas € determinada pela sequiéncia dos residuos de
aminoacidos na cadeia polipeptidica (a-peptideos) e responsavel pela formagdo dos
diversos tipos de colageno - mais de 20 tipos segundo Voet et al. (2006). O tripleto mais
comum em colagenos corresponde a seqiéncia de aminoacidos GLI-X-Y, onde GLI
representa a glicina, X é frequentemente prolina e Y varia como hidroxiprolina ou
hidroxilisina (Voet et al., 2006; Heidemann, 1993). O conteudo de aminoacidos é uma
caracteristica particular de cada tipo de colageno e varia com a localizagdo e funcao de
cada um deles.

Os diferentes tipos de colagenos encontrados sdo fungdo da polimerizacdo de
aminoacidos em a-cadeias e, posteriormente, da juncado destas cadeias na formacéo da
molécula de tropocolageno (hélice tripla) ou na combinacdo de dominios nao-helicoidais

com dominios em hélice tripla.

2.3.4 Triacilglicerois

Correspondem a um tipo de lipidios existentes, sendo formados por uma molécula de
glicerol (alcool) ligada a trés moléculas de acidos graxos (acidos carboxilicos de cadeias
longas). Classificados de acordo com o estado fisico em que se encontram, os Oleos e
gorduras s&o misturas complexas de triglicerideos, cuja composi¢ao dos acidos graxos varia
de acordo com o organismo que o produz. Sua fungéo principal é a estocagem de energia
(Voet et al., 2006).



2.3.5 Elastina

Constitui entre 2 e 3% do total da proteina encontrada na pele de bovinos adultos,
sendo, entretanto, encontrada em maiores propor¢gbes em vasos sangulineos, tenddes,
ligamentos e na camada papilar da pele (Heidemann, 1993).

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

A molécula de elastina é 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, 1993).

2.3.6 Aminoéacidos

Os aminoacidos correspondem as unidades monoméricas das proteinas, os quais
apresentam uma estrutura bastante simples, conforme demonstra a Figura 5, 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
combinagbes dos vinte tipos de aminoacidos padrboes geram as diversas proteinas
existentes (Voet et al., 2006).

Figura 5: Formula estrutural geral para os aminoacidos Fonte: Voet et al. (2006)

Além dos vinte aminoacidos considerados tipo “padrdes”, existem outros tipos
chamados “ndo padrbes”, que, muitas vezes, desempenham importante papel como
constituintes de proteinas e polipeptideos biologicamente ativos, embora estejam em menor
ocorréncia. Esses residuos “nao-padroes” resultam de modificagbes quimicas especificas de
residuos de aminoacidos em proteinas preexistentes.

Segundo Voet et al. (2006), classificam-se os aminoacidos em trés principais grupos,
de acordo com o radical R. Os aminoacidos apolares apresentam caracteristica de
hidrofobia; aminoacidos polares neutros possuem radicais com tendéncia a formar pontes
de hidrogénio e aminoacidos polares com carga tém caracteristicas hidrofilicas.

De acordo com o numero de unidades de aminoacidos, € possivel classificar estes

polimeros em dipeptideos (duas unidades), tripeptideos (trés unidades), oligopeptideos
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(menos de 20 unidades) e polipeptideos (mais de 20 unidades). As proteinas sdo moléculas

que contém uma ou mais cadeias de polipeptideos.

2.4 Geragéo e tratamento de efluentes

Os curtumes sao industrias que empregam grandes quantidades de agua, uma vez
que a maioria dos seus processos ocorre em meio aquoso, além de produtos téxicos como
cromo e sulfeto e geram altas cargas de DBOs e DQO. Conseqlientemente, geram uma
grande quantidade de efluentes liquidos que devem ser tratados, pois esses tém altas
concentracbes de contaminantes, exigindo investimentos e custos operacionais
significativos em seu tratamento, visando enquadra-los nos padrées de emisséo exigidos
pela legislacdo ambiental.

Os curtumes possuem estacdes de tratamentos de efluentes (ETES), as quais
consistem em tratamento preliminar, primario (ou fisico quimico) e secundario (ou biolégico),
descritos brevemente a seguir:

O tratamento preliminar objetiva reduzir o teor de sélidos e gordura, seguindo-se,
assim, as etapas de gradeamento (separagdo de materiais grosseiros do efluente),
homogeneizagao (equalizagdo das vazdes e cargas dos efluentes) e tanque de remocgao de
Oleos e graxas (remogao de material separavel por flotagdo evitando sobrecarga no
tratamento e entupimento das tubulagbes e sistema de bombeamento).

O tratamento primario € composto das seguintes etapas: (a) neutralizacao: através
do ajuste de pH, tem-se melhores condigcbes de floculagao e posterior decantagao; (b)
coagulacdo: processo quimico de desestabilizacdo das particulas coloidais ou em
suspensado mediante adigdo de produtos quimicos, como sulfato de aluminio ou cloreto
férrico, que interagem com os solidos através do desenvolvimento de cargas de superficie
nas particulas solidas propiciando a formagéao de flocos; (c) floculagao: etapa complementar
a coagulagdo, que promove o crescimento dos flocos e acelera a sedimentagdo das
particulas destes. Usam-se produtos quimicos tipicamente organicos como polimeros
sintéticos que possuem longas cadeias capazes de unir as particulas por meio de ligagbes
quimicas facilitando a sua aglutinagdo e transformando-as em grandes flocos; (d)
decantagao primaria: objetiva remover o material sélido floculado presente no efluente que
sedimenta pela a¢ao da gravidade. Assim, apés a floculagao, o efluente passa por gravidade
para o sistema de decantacdo, cuja finalidade é a separagdo da parte do clarificado
(sobrenadante) do decantavel (lodo).

O tratamento secundario é responsavel pela remogdo de matéria organica
biodegradavel, principalmente coloidal e alguns nutrientes. O tratamento € composto de: (a)

Tanque de aeragdo: os curtumes empregam, na maior parte das vezes, sistema aerébio que
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funciona como um reator biolégico, e o sistema mais utilizado emprega lodo ativado de
crescimento de biomassa em leito suspenso; (b) Decantagdo secundaria: objetiva remover
lodo bioldgico formado por sedimentagdo (do tipo impedida em altas concentragbes de
soélidos). Parte do lodo é bombeada novamente para o tanque de lodo ativado e o excesso
encaminhado a centrifuga. A parte liquida ou sobrenadante é geralmente enviada ao corpo
receptor ou, ainda, poderia seguir para tratamento terciario. Esse tipo de processo depende
de alguns fatores, tais como pH, temperatura, relagéo alimento (DBO.dia™')/microrganismo
(biomassa) e a concentragédo de oxigénio dissolvido.

O tratamento terciario ndo é muito comum, porém existem estudos referentes a
praticas complementares de tratamento de efluentes visando a remoc¢do de poluentes
especificos que eventualmente ndo atingiram os padrdes de emissdo do efluente e/ou o
aumento da eficiéncia dos processos utilizados no tratamento. Alguns exemplos de
processos usados sao remocg¢ao de nitrogénio em reatores biolodgicos, aplicagdo de
processos de separagdo por membranas para remogao de salinidade (especificamente
cloretos) e utilizagdo de processos oxidativos avangados na remogao de compostos toxicos
e processos de adsorgdo de contaminantes. Atualmente, o tratamento biolégico para
remog¢ao de nutrientes ja € uma realidade nos curtumes do RS.

Reciclos de banho de caleiro s&o largamente praticados nos curtumes do Brasil,
sendo que, quando ha necessidade de descarte deste lodo, ele tem destinacdo em solo
agricola. A precipitacao de cromo de banhos de curtimento é realizada em alguns casos.

Na maioria dos casos, 0s seguintes parametros sao analisados nas aguas residuais
das etapas do processo: cloretos, sulfetos, cromo, sélidos totais, NTK (nitrogénio total de
Kjeldahl), DBOs (demanda bioquimica de oxigénio) e DQO (demanda quimica de oxigénio).
Os efluentes de curtumes possuem contaminantes que requerem atencao e cuidados como
cloretos, cromo, sulfetos e calcio, além de apresentarem um valor de DBOs alto; sendo no
efluente de remolho o maior problema o sal, na depilagao o sulfeto e no curtimento o cromo.

Segundo Aquim (2005), foi constatado que as quantidades de agua empregadas nos
curtumes sdo muito elevadas, e, muitas vezes, superiores ao necessario, além de se
utilizarem, para a maioria dos processos, aguas limpas oriundas de pogos cartesianos,
acudes ou rios. Raghava et al. (2003) afirmam que a industria coureira requer de 30 a 40 L
de agua por kg de pele processada, sendo que 35% sdo consumidos nas lavagens e 57%
nas etapas de curtimento e recurtimento. Ainda, Ramirez et al. (2003) concluiram o uso, em
média, de 40 a 75 % de excesso de produtos quimicos em processos tradicionais, ou seja,
processos que nao empregam nenhuma tecnologia para minimizar o consumo de agua e
produtos quimicos. De acordo com Gutterres et al. (2010), pressionadas pela rigidez da
legislacdo ambiental e pela necessidade de adaptagao ao mundo globalizado, as industrias

tém investido no reuso de agua em seus processos produtivos, sendo uma maneira de
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reduzir custos, aumentar a produtividade e minimizar os impactos ambientais. Ainda, pelo
experimento realizado, Gutterres et al. (2010) concluiram que o reuso da agua foi
responsavel pela diminuicdo de 27% do consumo de agua requerido nas etapas que
compreendem a ribeira.

Além dos elevados volumes de agua, ha o problema com a alta concentragcédo de
poluentes na agua residual. A vazao de efluente descartada por essas empresas varia de
300 a 2000 m?®dia com cargas de até 141 t/ano de DQO, segundo a Fundagéo Estadual de
Protecdo Ambiental - FEPAM (2001).

O volume da agua residual de remolho é elevado, com pH levemente basico,
dependendo dos auxiliares empregados e da presenga de gorduras, sangue, proteinas
soluveis, tensoativos, cloreto de sédio ou outros conservantes, conforme a pele em
processo. Segundo Font (1985), na depilagédo e caleiro, o volume de agua residual é menor
que no remolho, mas sua contaminacao é tao elevada que, em alguns casos, chega a ser
responsavel por mais de 50% do efluente total do curtume. Esta agua é caracterizada por
alta alcalinidade, pH de 12-14, elevados conteudos de pélos e proteinas, basicamente
queratina, cal, sulfetos, assim como pequenas quantidades de graxas.

Rao et al. (2003) apresentam no artigo o0s seguintes consumos de agua para
processar uma tonelada de peles: remolho = 9-12 m?3, caleiro = 4-6 m?, desencalagem 1,5-2
m?3, piquel = 1-1,5 m?3, curtimento ao cromo = 1-2 m?, ou seja, um consumo total de 16,5 -
23,5 m® nestas etapas.

Além da questdo da elevada carga organica, problemas ambientais podem ser
causados pela descarga de efluentes com alto nivel de nitrogénio, causando a eutrofizagao
dos cursos de aguas naturais (Gutterres et al., 2011). Eutrofizacao é a fertilizacdo da agua,
que ocorre com o depdsito de amostras excessivas de nutrientes. Nesse caso, o alimento
nao consumido pelos peixes alimenta as algas e o crescimento dos microrganismos, que
consomem oxigénio na agua, resultando em coloragéo escura e cheiro ruim, provocando a
morte da vida pela falta de oxigénio.

A reducdo de nitrogénio nos efluentes de curtumes nem sempre atinge os
parametros de descarte exigidos pelo 6rgdo ambiental do Estado, sendo este parametro
atendido em alguns casos pela eficiéncia total de remogéo. O primeiro passo do processo é
a remogdo de sangue, carne e sujidades (substancias ricas em proteinas), sendo o
nitrogénio também liberado das proteinas. As proteinas mais importantes, consideradas

como fontes de nitrogénio sdo o colageno, a queratina, a albumina e a globulina.
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2.5 Caracterizacdo de residuos em efluentes relacionados a
composicao da pele

Herfeld (1990) apresentou a seguinte composi¢cdo para a pele salgada: 25%
substancia dérmica, 17% cinzas, 40% agua, 8% pélos e 10% restos de peles. Gutterres
(2008) afirma que a composigcéo aproximada de uma pele fresca € a seguinte: 60-64% de
agua, 33% de proteinas, 2-6% de gorduras, 0,5% de substancias minerais e 0,5% de outras
substancias. Do total de proteinas da pele, aproximadamente 94-95% & colageno, 1%
elastina, 1-2% queratina e o resto sao proteinas nao fibrosas.

O estudo de parametros dos banhos residuais € importante para analisar as
possibilidades do tratamento distribuido de efluentes, evitando o tratamento fim de tubo, em
que todos os efluentes sao misturados. Dessa forma, o tratamento pode ser mais especifico
para o contaminante em questdo. O conhecimento do efluente de cada banho proporciona
parametros de avaliagdo das possibilidades de reuso e reciclo, objetivando cada vez mais
um tratamento distribuido e melhoria continua de processo. O conhecimento da quantidade
de poluentes gerados em cada etapa ajuda a estabelecer melhorias, minimizando o
consumo de agua e produtos quimicos, assim como a carga e volume de efluente a ser
tratado.

Trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Estudos em Couro e
Meio Ambiente (LACOURO) tém avaliado os efluentes de curtumes e sua composi¢cao para
um tratamento mais adequado. Souza et al. (2010) estudaram o uso de enzimas nos
processo de remolho, caleiro e purga, utilizando os parametros de Carbono Organico Total e
Proteina Soluvel para mensurar a acdo das enzimas, revelando que seu uso é mais efetivo
que processos quimicos. Gutterres et al. (2011) estudaram a contaminacdo de banhos
residuais de remolho e caleiro por nitrogénio, carbono organico e proteina, sendo observada
uma relacdo entre os conteudos de nitrogénio liberado e carbono e proteina soluvel nos
banhos de remolho e caleiro. Na mesma linha, Baur et al. (2008) estudaram e identificaram
o nitrogénio nos efluentes, avaliando os fatores que contribuem para os seus altos teores e
buscando possiveis solucbes e maneiras de tratar esses efluentes liquidos. Os autores
concluiram que a maior parte do nitrogénio presente nos efluentes de curtume é, realmente,
proveniente das peles, sendo consideravelmente menor a quantidade proveniente dos
produtos quimicos utilizados nas etapas do processamento do couro. Lehmann et al. (1995)
quantificaram prejuizos por conservacao deficiente da matéria-prima pele detectados pelo
teor de nitrogénio. Aquim et al (2010) avaliaram o uso da agua no processamento de peles
em couros, investigando o impacto ambiental, a demanda de agua e concentragdes de
produtos quimicos nos efluentes de ribeira, curtimento e recurtimento dos processos

industriais. Os autores inferiram que a situagcao do uso da agua é de regular a boa, apesar
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de muitas atitudes ndo serem implementadas. Ainda, o consumo avaliado no processo de
curtimento foi de 10 a 25 L de agua/ kg de pele, sendo um valor razoavel, mas que ainda
deve ser reduzido para melhor performance dos processos. Gutterres et al. (2008)
analisaram o reuso de agua em algumas etapas do processo com o objetivo de minimizar as
perdas. Foram analisados os parametros de pH, condutividade, turbidez, calcio, sélidos
totais, sodlidos fixos e sélidos volateis. De acordo com os autores, o reuso da agua foi
responsavel pela diminuicdo de 27% do consumo de agua requerido nas etapas que
compreendem a ribeira.

Lacerda e Silva (1996) desenvolveram um método cientifico que possibilita ao
curtidor avaliar e pré-direcionar a matéria - prima para o uso mais apropriado, garantindo a
qualidade do produto final através da medida de nitrogénio da pele. Os autores afirmam que
o periodo de até quatro horas é o maximo admissivel para aplicagdo de um método de
conservacao sem acentuado ataque bacteriano. Com relagdo a presenca de material, sua
caracterizagao e possibilidades de reuso, Karthikeyan et al. (2011) estudaram a combinacgao
queratina-silica, com a queratina oriunda das penas de galinha, para substituicdo da
queratina hidrolisada por soluvel em agua em processos de recurtimento, visto que essa nao
possui potencial antimicrobiano. Madhan et al. (2010) estudaram a remog¢ao de material
interfibrilar - remocao de proteinas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos - em banhos de
ribeira convencionais utilizando o método de Lowry. O trabalho teve como objetivo a
quantificagdo dos processos de ribeira, o que melhora o controle dos parametros. Foi
observado que do processo de ribeira convencional, aproximadamente 3,2% sao proteinas,
1,2% proteoglicanos e 0,04% glicosaminoglicanos (baseado no peso de pele umida
salgada). Por fim, Sato (2008) estudou as florescéncias geradas na superficie do couro
advindas da presenca de gorduras sélidas a temperatura ambiente, como céras, compostos
siliconados, etc. Essas gorduras séo divididas em dois grupos: gorduras de alto ponto de
fusdo que se encontram na composicdo dos engraxantes empregados na fabricagdo do

couro e a gordura natural propria do animal.
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3. MATERIAIS E METODOS

A etapa experimental do presente trabalho foi realizada no Laboratério de Estudos
em Couro e Meio Ambiente (LACOURO) do Departamento de Engenharia Quimica
(DEQUI).

A partir da pesquisa dos principais constituintes da pele nos banhos (proteinas e
gorduras), selecionaram-se substratos representativos e métodos adequados para suas
analises. Foram escolhidos a Determinagdo de Proteina Soluvel, a partir do Método de
Lowry (PS); a Analise de Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) e a Analise de Carbono Organico
Total (Total Organic Carbon - TOC). Com a obtencao de banhos - padrdao com as proteinas
dissolvidas separadamente em solucgdes (dispersdes ou emulsdes) de colageno hidrolisado
e em po6 (empresa alema Protein Trading), gelatina em p6 (adquirida em comércio local),
queratina hidrolisada (extraida de acordo com o método de Tanabe et al. (2001)), gordura
da pele (sebo - adquirido em comércio local), além de banhos de curtume (remolho e caleiro
preparados no laboratério), realizaram-se as analises quantitativas de TOC, NTK e PS.
Esses substratos (queratina, colageno em po6, gelatina e gordura) foram preparados para
verificar suas contribuicoes residuais em efluentes de remolho e caleiro, os quais possuem
uma mistura desses componentes em proporgoes variaveis.

De acordo com os valores obtidos, verificou-se sua confiabilidade e quantificagéo.
Também foi testada a técnica para extragao de queratina, a qual podera ter aproveitamento

para uso especifico.

3.1 Preparo de solucgdes

3.1.1 Preparacéao dos substratos

As dispersdes (coloidais para proteinas e emulsdes para gorduras) foram preparadas
nas seguintes concentragdes:

Colageno: 0,4mg/mL.

Gelatina: 0,4 mg/mL.

Gordura: 0,4 mg/mL com adicéo de surfactante 0,2%.

Como o método de PS sugeria uma concentracdo de amostra de 0 a 0,5 mg/mL,
escolheu-se uma concentragido intermediaria proxima do limite superior para facilitar a

deteccao dos constituintes nos substratos.

Queratina:

Segundo o método de extracdo de queratina, baseado no estudo de Tanabe et al.
(2001), misturaram-se 11,20 g pélos + 250 mL solu¢ao (8M uréia; 0,26M SDS; 1,66M 2-

mercaptoetanol; 0,2M trishidroximetil-aminometano).
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Cada um dos reagentes possui uma finalidade especifica: Dodecil Sulfato de Sédio
(SDS) diminui a tensao superficial, mercaptoetanol quebra a cistina (responsavel pelas
pontes dissulfeto), trishidroximetil-aminometano é solugéo tampao para pH~9 e uréia quebra
ponte dissulfeto.

Os pélos foram retirados de uma pele bovina (30,45 g) e seu preparo para a extragao
de queratina foi feito utilizando o extrator de gordura tipo Soxhlet e diclorometano como
solvente — NBR11030. Os pélos foram colocados na estufa, permanecendo por 1 dia na
temperatura de 103°C, e deixados no dessecador at¢é o momento da analise. Apds a
extracao, restaram 11,20 g de pélo.

A solugédo permaneceu por 12 horas com agitagao e aquecimento de 50°C, sendo
fitrada e utilizada como substrato de queratina para o fim proposto nesta pesquisa. A
solucdo de extragcdo da queratina foi utilizada como branco nos ensaios de TOC e NTK,
visto que como esta solugdo n&o foi preparada apenas com agua, mas também foram
utilizados outros produtos quimicos, estes poderiam influenciar nas analises de

caracterizagao.

3.1.2 Obtencéo de efluentes de remolho e caleiro

Os efluentes obtidos para as andlises foram gerados em laboratério a partir de
processamento de remolho e caleiro de um pedaco de pele bovina de 144,18 g em fulao de
bancada (Figura 6), de acordo com as adigbes descritas na Tabela 1, sendo coletados ao

final de cada etapa.

Figura 6: Equipamento para preparacédo dos banhos de remolho e caleiro
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Tabela 1: Formulagao dos testes de remolho e caleiro

Tipo de processo Descricdo do produto Expre;so em  Expressoem Tempo de
() g processamento
Agua 200 288,36
Remolho: Carbonato de sodio 0,3 0,43254 4h
Eusapon L-DE 0.15 0.21627
(tensoativo)
Agua 50,00% 72,09
Cal 1,00% 1,4418 1h
Molescal L-ND 0,60% 0,86508
Eusapon L-DE 0,08% 0,115344
Sulfeto de sodio 1,00% 1,4418 45 min
) Cal 0,50% 0,7209
Caleiro
Sulfeto de soddio 1,50% 2,1627 1h
Cal 0,50% 0,7209
Cal 2,00% 2,8836
Eusapon (L-DE) 0,02% 0,028836 12 h
Agua 100,00% 144,18
3.2 Ensaios

3.2.1 Proteina Soluvel

Seguindo a norma de Determinacao de Proteina Sollvel — Método de Lowry (1951),

foram preparados os reagentes e solugdes necessarios para analises das amostras. A partir

da solucéo padrao de BSA (Bovine Serine Albumine) - 0,5 mg/mL, construiu-se uma curva

padrdo de calibragao com concentragcbes diferentes de proteina (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5

mg/mL), conforme Figura 7.
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Figura 7: Construgédo da curva padrao de PS

Com a adicao de alguns dos reagentes as amostras, obtinham-se solugdes, as quais
tinham suas absorbancias lidas a 750 nm no espectrofotdbmetro (Cary 1E da marca Varian).
A concentracdo das amostras foi determinada pela interpolagdo dos valores de absorbéancia
na curva padrdo, através da conversao das leituras de absorbancia em concentragdo de
proteina (mg/mL). Para PS, as amostras de gelatina, colageno e gordura possuiam uma
concentracao de 0,4 mg/mL. Ja a queratina extraida foi diluida 80X e os banhos de remolho

e caleiro 40X.

3.2.2 Carbono Orgéanico Total (TOC)

As analises de TOC foram realizadas na Central Analitica do Departamento de
Engenharia Quimica, no Analisador de Carbono Orgénico Total, marca Shimadzu, modelo V
CSH (Figura 8). O equipamento de analise de TOC mede os valores de carbono total e
carbono inorgéanico, sendo a sua diferenca referente ao valor de carbono organico. O
método proposto pelo fabricante do equipamento e usado para as analises foi o TC ALTA
1000 ppm, indicado para amostras com grande concentracdo de carbono, sendo o desvio
padrao das amostras de no maximo 2%, erro determinado pelo operador do equipamento.

Para esse teste, foram colocados 20mL de cada amostra em tubos Falcon, além do
branco da queratina. As amostras de colageno, gelatina e gordura possuiam a concentragao
de 0,4mg/mL. A solugédo de queratina e efluentes de remolho e caleiro, que nao possuiam
concentragdes conhecidas, foram diluidas 40X. O branco da queratina nao foi diluido, o

catalisador do equipamento foi danificado e a leitura deste ponto foi comprometida.
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Figura 8: Aparelho para andlise de TOC

3.2.3 Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK)

O procedimento € dividido em trés partes principais: digestao, destilagéo e titulacao.
As amostras e alguns reagentes sao adicionados a frascos de Kjeldahl e s&o digeridas no
aparelho digestor (Figura 9a), DK 20 da marca Velp Scientifica, por aproximadamente trés
horas, passando por rampas de aquecimento: 30 minutos em 150 °C, 30 minutos em 200°C,
30 minutos em 300°C e 1 hora em 350°C. O material digerido é colocado no destilador (UDK
129 — Velp Scientifica) (Figura 9b) e o destilado obtido € titulado com acido sulfurico. A
analise de N, seguiu a norma ASTM — D2868/07.

Em virtude dos altos teores de matéria organica presentes nos banhos de queratina
e caleiro, fizeram-se necessarias suas diluigdes, sendo 40X para a queratina e 5X para o

caleiro. O branco da queratina foi diluido 40X. Os outros substratos ndo foram diluidos.

Figura 9: (a) Digesto para NTK (b) Destilador para NTK
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apods a aplicagado das metodologias escolhidas, obtiveram-se dados para cada uma
das analises de Proteina Soluvel, Carbono Orgénico Total e Nitrogénio Kjeldahl.

Foram consideradas as diluicdes de alguns dos substratos, como queratina (40X),
remolho (40X) e caleiro (40X), sendo os valores de TOC obtidos para essas solugoes
multiplicados por seus fatores de diluicdo respectivos, conforme Tabela 2. As analises de
TOC requerem apenas uma estimativa média do teor de matéria organica encontrado na

amostra para adequar o método da curva de calibragao utilizada pelo equipamento.

Tabela 2: Valores de Carbono Orgénico Total para os substratos analisados

Amostra TOC (mg/L)
Remolho 1238,4
Caleiro 9352,0
Gelatina 137,5
Colageno 71,7
Gordura 734,1
Queratina 99080,0

Devido a diferenca de escala dos valores de TOC para os testes, sua analise ¢é feita
de forma separada para os substratos para mais facil compreensao quantitativa do material
detectado. Na Figura 10, tém-se as analises de TOC para as solugdes de colageno, gelatina
e gordura, enquanto que na Figura 11 estdo as solugbes de queratina, remolho e caleiro.
Observa-se na Figura 10 que o teor de carbono organico para a gordura ¢é
consideravelmente mais elevado que para a gelatina e colageno, uma vez que esses
substratos sdo compostos de proteinas e a gordura € uma molécula composta basicamente
de carbono e hidrogénio. Como a gelatina € composta pelas moléculas soluveis de
colageno, era esperado que ambas tivessem o mesmo comportamento com relagdo a essa
analise, o que pode ser visualizado na Figura10. Na Figura 11, o valor de caleiro é maior
porque ocorre uma remogao mais eficiente de queratina, coladgeno, entre outras proteinas,
enquanto no remolho a extracdo de queratina ndo ocorre e das outras proteinas nao ocorre
de forma tdo pronunciada. Isso esta de acordo com o valor observado para a solugao de

queratina, que possui a maior leitura de TOC.
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Figura 10: Analises de TOC para as solugdes preparadas dos substratos
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Figura11: Anadlises de TOC para a solugao de queratina e para os banhos de

remolho e caleiro

Para os testes de Proteina Soluvel foram feitas as médias das absorbancias obtidas
no espectrofotdbmetro. A curva obtida (Figura 12), juntamente com a sua equagéo da reta

(Equagéo 1), encontram-se abaixo.
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Figura 12: Curva padrao para o teste de Proteina Soluvel

Conc. de Proteina SolGvel (%) = 0,652 X Absorbancia (750 nm) — 0,040

0,4

0,8

(Equacao 1)

A equacdao 1 foi utilizada para a conversdo das leituras de absorbancias,

apresentadas na Tabela 3, em concentragao de proteina soluvel para cada um dos testes. A

Tabela 4 contém os valores de concentragao obtidos, assim como as médias, desvio padrao

e diluigdes consideradas para cada série de leituras realizadas.

Tabela 3: Valores de absorbancias obtidas no espectrofotdbmetro para Proteina Soluvel

Absorbancias

3 750nm Leitural Leitura2 Leitura3
Colageno 0,2484 0,2507 0,2552
Queratina 0,315 0,3148 0,3361
Gelatina 0,2977 0,31 0,3129
Gordura 0,3364 0,272 0,2807
Remolho 0,1609 0,1618 0,1557
Caleiro 1,2638 1,3393 1,2979
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Tabela 4: Concentracbes de Proteina Soluvel nos substratos testados

Concentracdo PS (mg/mL)

Substrato .
1 2 3 Méedia Esdssléllg calcpu?ado

Colageno 0,122 0,123 0,126 0,124 0,023 0,124
Queratina 0,165 0,165 0,179 0,170 0,638 13,593
Gelatina 0,154 0,162 0,164 0,160 0,005 0,160
Gordura 0,179 0,137 0,143 0,153 0,023 0,153
Remolho 0,065 0,065 0,061 0,064 0,086 2,559
Caleiro 0,784 0,833 0,806 0,808 0,986 32,313

Assim como para o TOC, em virtude da diferenca de escala dos resultados obtidos
para PS, os valores sao mostrados separadamente. Na Figura 13, tém-se as amostras de
colageno, gelatina e gordura, ao passo que na Figura 14, apresentam-se os substratos de
queratina, remolho e caleiro. Coincidentemente, os graficos separaram-se naqueles que
possuiam concentracdo conhecida (0,4 mg/mL) e ndo conhecida, demonstrando que as
concentragdes desses banhos sdo maiores que 0,4 mg/mL. Pela andlise, o banho de caleiro
€ 0 que apresenta maior concentracdo de PS, sendo que dos substratos é a queratina que
mais influencia estas concentragdes elevadas. Salienta-se que pelo fato das concentracdes
das amostras serem muito pequenas, é possivel que a aliquota analisada ndo contivesse a
amostra representativa esperada, o que, por sua vez, acabou interferindo nos resultados e
revelando concentragdes menores que as reais, conforme comparagcdao com estudos de
Souza (2010). Pode haver, ainda, alguma limitacdo no método de Lowry, pois este ensaio
pode apresentar alguma restricido com relagdo ao tipo de proteina detectada. O método de
Lowry, ou método do folin-fenol, € o método mais utilizado pelos pesquisadores, devido a
sua simplicidade, precisao e sensibilidade. Entretanto, pode apresentar resultados diferentes
para diferentes proteinas, além do método fornecer valores mais elevados de proteinas
quando compostos interferentes estiverem presentes (Pontes et al. 2002). Esperar-se-ia que
as amostras de colageno e gelatina (Figura 13) apresentassem a mesma concentragao de
proteinas, visto que a gelatina é composta pelas moléculas soluveis de colageno, assim
como um valor abaixo para a gordura, ja que essa ndo € considerada uma proteina e sim

um triglicerideo (molécula composta por carbono e hidrogénio).
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Figura 14: Analises de PS para a solugao de queratina e para os banhos de remolho

e caleiro

Para melhor mensurar a andlise, a Tabela 5 contém a relagcdo de PS/substrato
presente. Para as demais nao foi possivel fazer essa inferéncia devido ao ndo conhecimento
das concentragbes dos banhos, além de que o teor de sdlidos era muito baixo,
impossibilitando a obtengdo de uma amostra com massa significativa para a conversao em
base seca. Observa-se que colageno e gelatina apresentaram valores proximos. Ressalta-
se que nas dispersdes somente de gelatina e colageno, 40% e 30%, respectivamente, séo
proteinas soluveis, ndo sendo as restantes detectadas pela metodologia. Ainda assim, foi

observada uma quantidade para a gordura, que ndo era esperada.
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Tabela 5: Teores de Proteina Soluvel para os substratos testados (base seca)

Colageno Gelatina Gordura
(mg PS/mg substrato) 0,3098 0,4002 0,3831

Outra analise realizada foi a de Nitrogénio através do método Kjeldahl descrito
anteriormente, cujos volumes de 4&acido sulfurico empregados na titulagdo estado

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Volumes de acido sulfurico requeridos na titulagcdo das amostras no ensaio de

NTK
Amostra V titulado (mL)
Queratina 36,24
Gelatina 0,81
. Nao detectado pelo

Colageno )

método
Gordura Nao detgctado pelo

método
Remolho 12,85

Caleiro 4,99

De acordo com a norma, o valor de nitrogénio presente na amostra é calculado pela
equacéo 2:

Nitrogénio (%) = [(A+ B) X N x 0,014] x 100 =~ P (equacéo 2)
Onde:
A = Volume de acido sulfurico padrao requerido na titulacdo do destilado.
B = Volume de hidréxido de sddio padrao requerido na titulagdo do branco.

Usa-se 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 padrao.
P = Massa da amostra em gramas.

Multiplicando-se os valores obtidos pelos fatores de diluicdo para as amostras de
queratina por 40 vezes (40X) e caleiro por 5 vezes (5X), os teores de nitrogénio detectados

pelo método encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7: Teor de NTK nos substratos preparados e banhos testados

Amostra % Nitrogénio
Queratina 0,746
Gelatina 0,047
Colageno Nao detectado
Gordura Nao detectado
Remolho 0,159
Caleiro 0,430

Na Figura 15 encontram-se as analises de NTK para os substratos em que foi
identificado teor de nitrogénio. A concentragdo de nitrogénio encontrada no banho, na
maioria das etapas, é devida a eliminagao de matérias da pele, como, por exemplo, no
caleiro, onde ha a remocgéao de pélos e epiderme. Dessa forma, observou-se que o valor de
NTK para o caleiro foi elevado. Ainda, percebe-se que a queratina, apesar de estar na
mesma ordem de grandeza, possui uma quantidade superior as demais. Outra questao
relevante € que a queratina s6 estd na mesma grandeza que as demais porque foi
descontado de seu valor o branco. Para solugdes com porcentagem de nitrogénio inferior a
0,05 %, o método de Kjeldahl ndo se mostrou adequado, ja que detectou na gelatina e nédo

no colageno, que possuem composi¢cao semelhante.

0,8

0,5 -

04 -
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Figura 15: % NTK presente nas andlises das amostras e banhos testados
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De forma complementar, foram analisadas as amostras solidas (gelatina em po,
colageno em po, gordura, pélo e sdlidos totais de banhos de remolho e caleiro secos em

estufa). As analises de NTK encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8: Teor de NTK nas amostras sdlidas

Amostra % Nitrogénio
Queratina 26,417
Gelatina 16,403
Colageno 17,630
Gordura Nao detectado
Remolho Nao detectado
Caleiro 1,561

Segundo Eastoe e Courts (1963), a porcentagem de nitrogénio na amostra de
gelatina é de 18,15%, sendo que o valor obtido experimentalmente foi de aproximadamente
16%. Ainda, para o colageno, a porcentagem ¢é de 18,68%, e a analise mostrou
aproximadamente 18%. Era esperado que no remolho fosse detectado algum teor de
nitrogénio, porém a analise nao verificou sua presenca, podendo suas proteinas
solubilizadas terem sido arrastadas com a vaporizagdo do banho na estufa. Sabe-se que a
quantidade de proteinas soluveis no banho de remolho é menor que no caleiro, e como o
valor de caleiro foi inferior ao esperado, o remolho nem chegou a ser detectado. Para a

gordura, esperava-se que ndo houvesse teor de nitrogénio.
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5. CONCLUSOES

Os substratos escolhidos se mostraram adequados para as analises realizadas, pois
representam os principais constituintes da pele: proteinas e gorduras. Os banhos analisados
de remolho e caleiro representaram o processo que ocorre em curtumes. A concentragio
dos substratos de 0,4 mg/mL poderia ter sido melhor adequada, sendo de maior
concentragao, a fim de garantir uma amostra representativa nas aliquotas para os testes.

A analise de Carbono Organico Total foi eficiente, detectando nas solugbes de
queratina e gordura os teores de carbono mais elevados, ao passo que nas solugdes de
colageno e gelatina os valores se mostraram préximos. Ainda, o valor de TOC do efluente
de caleiro analisado foi alto devido a remocao mais eficiente de queratina. Observa-se que o
caleiro tem justamente o objetivo de remover e degradar a queratina dos pélos e da
epiderme, além de remogbes menores de proteinas nao fibrosas e outras. No remolho,
como a liberagéo de queratina n&o € o objetivo principal, o valor de TOC foi menor.

O procedimento para analise de Nitrogénio Kjeldahl mostrou-se adequado para as
solugbes de gelatina, queratina e caleiro. Para a gordura nao houve indicacao de teor de
nitrogénio, o que esta de acordo com a sua composi¢gao, apenas carbono e hidrogénio. Para
o caleiro, o teor foi elevado, pois é nessa etapa que ocorre remogao de pélos e epiderme,
compostos de nitrogénio.

O método de Lowry para proteina solUvel detectou valores similares para colageno e
gelatina, em que era esperada uma semelhanga, visto que a gelatina é composta das
moléculas solluveis do colageno. No entanto, foi detectada proteina na amostra de gordura,
molécula composta de carbono e hidrogénio. Pode-se dizer que a analise da gordura
apresentou uma inconsisténcia no método de Lowry no fato de indicar proteina neste teste.
A proteina, sendo constituida de nitrogénio deveria ter sido detectada no método de Kjeldahl
se a gordura a contivesse, mas o método nao a indicou.

No geral, os métodos mostraram-se eficientes nas detecgdes dos parametros

desejados, conseguindo-se uma analise satisfatoria dos constituintes dos banhos.
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