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RESUMO - A presenca de pelos dissolvidos contribui para a elevada carga organica
dos residuos de depilagdo do processamento de couro. No entanto, este material rico
em queratina pode ser recuperado caso o pelo ndo seja degradado durante a etapa de
caleiro. A hidrélise da queratina de pelos bovinos foi realizada neste trabalho com
seis agentes quimicos diferentes e também com matéria-prima obtida a partir de
residuos recuperados do processo de depilacdo hair-saving. Os testes demonstraram
que € possivel a reutilizacdo dos residuos para obtencdo de proteinas com massa
molar média de 20 kDa e rendimento aproximado de 75%, quando se utiliza peréxido
de hidrogénio como oxidante ou rendimento de até 90% quando se utilizam os pelos
ndo processados e sulfeto de s6dio em uma rota redutiva. Os processos testados além
de apresentarem reducdo do tempo de processamento e aumento do rendimento,
também utilizam menos agentes quimicos quando comparados aos Pprocessos
convencionais de extracao.

1. INTRODUCAO

No processamento de pele bovina pelos curtumes, os pelos sdo removidos na etapa conhecida
como depilacdo e caleiro. Nesta operagdo, que ocorre em meio aquoso, sao adicionados hidréxido de
célcio para promover a elevacdo do pH e o inchamento da derme, além de diversos insumos quimicos
para remover os pelos. Basicamente s@o dois os tipos de processo de depilagdo: com destrui¢do dos
pelos e com preservacdo (total ou parcial). Processos depilatérios com destruicio dos pelos se
utilizam de uma quantidade suficiente de agentes redutores para garantir a remo¢ao e consequente
dissolugdo da queratina, também chamados de processos hair-burning (Valeika et al., 2009). Sulfeto
de sodio € o um dos agentes mais utilizados, por ser barato e eficiente no processo, no entanto a carga
organica do efluente eleva-se por conta dos pelos que ji ndao podem ser removidos por filtracido
(Souza, 2010). Os processos que preveem a recuperagdo deste material contam com uma rota quimica
diferente e também com uma filtracdo durante a etapa de caleiro.

A queratina € uma familia de proteina caracterizada pelo elevado teor de enxofre (presente nos
aminodcidos cisteina e cistina) comuns na epiderme de mamiferos, aves, peixes e répteis, bem como
em anexos cutineos tais como pelos, penas, escamas, chifres e unhas (Neurath, 1966). Pelos sdo
compostos por queratinas do tipo hard (elevado percentual de pontes dissulfeto) e sdo formados por
diferentes estruturas: cortex, medula e cuticula (El Baba, Covington e Davighi, 2000). A cuticula é
composta por camadas de B-queratina cujo objetivo € envolver o cortex (matriz) e proteger o pelo de
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danos fisicos e quimicos, por isto também possui uma camada lipidica que confere hidrofobicidade.
No cértex estdo presentes os filamentos intermedidrios (IF) e as proteinas associadas aos filamentos
intermedidrios (IFAP) que compdem a matriz. A medula pode ocorrer em pelos mais espessos e é
formada por uma coluna central de proteinas frouxamente ligadas. As queratinas que constituem a
matriz possuem um maior teor de enxofre, cujo objetivo € dar coes@o a estrutura, ja as proteinas que
formam os IF possuem um menor teor de enxofre e possuem conformacao de hélice para dar suporte a
estrutura. As primeiras possuem massa molecular varidvel entre 10 e 25 kDa e as ultimas entre 40 e
60 kDa (Rouse e Dyke, 2010).

A hidrélise da queratina depende da quebra das pontes dissulfeto da cistina. Sdo diversas as
rotas que podem ser adotadas com este objetivo, no entanto a rota mais comum € a sulfit6lise, na qual
um agente redutor reage com a cistina para romper a ligacdo quimica (Cantera et al., 2004). Este € o
mesmo principio do processo depilatério hair-burning. Barone, Schmidt e Gregoire (2006) estudaram
o efeito do vapor de 4dcido férmico em queratinas de frango e concluiram que € possivel solubilizar
este material causando o rompimento da cistina. Abouheif et al. (1985) prepararam hidrolisado de
queratina com uso de hidréxido de sédio para implementag@o nutricional da ra¢do animal, bem como
Costa et al. (2011), cuja aplicacdo foi voltada ao recurtimento de peles. As rotas oxidativas também
foram estudadas por Marmer e Dudley (2006); Wortmann, Popescu e Sendelbach (2006), de acordo
com De Guzman et al. (2011), a extracdo de queratinas por rotas oxidativas leva a proteinas com
caracteristicas diferentes da proteina nativa, uma vez que modificam as pontes dissulfetos formando
grupamentos sulfonicos.

O hidrolisado de queratina é um biomaterial que possui um variado campo de aplica¢do, na qual
suas propriedades irdo determinar a finalidade. Além da vasta aplicagdo na drea biomédica como
suporte a crescimento de tecidos (Reichl, 2009) e scaffolds para enxertos 6sseos (Hamasaki et al.,
2008), este material pode ser aplicado também na produgdo de polimeros biodegraddveis (Barone,
2007; Vasconcelos, Freddi e Cavaco-Paulo, 2009) e aditivos para cosméticos (Barba et al., 2008).

Foram testados seis diferentes agentes quimicos na hidrdlise da queratina de pelos bovinos
proveniente de duas fontes: pelos “in natura” e residuos de pelos recuperados do processo de
depilagdo. O objetivo de avaliar a possibilidade de recuperacdo desta proteina em um processo de
extracdo acelerado e economicamente vidvel, para justificar o emprego de um processo depilatorio
sensivelmente mais caro, porém com beneficios ambientais e também econdmicos no caso de
comercializa¢do da queratina extraida.

2. MATERIAIS E METODOS

A matéria-prima, os pelos bovinos, foi obtida de duas formas distintas: pelos residuais do
processo de depilacdo hair-saving, filtrados do efluente, e pelos ndo processados, removidos por uma
tosquiadora elétrica de peles em estoque conservadas pelo processo de salga. Os primeiros foram
filtrados do efluente com as caracteristicas descritas na Tabela 1, cujo percentual méssico apresentado
€ baseado na massa de pele processada.
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Tabela 1 - Composicdo do efluente de depilagdo hair-saving em contato com os pelos (tempo de
processo 2h, percentuais baseados na massa de pele processada)

Componente Percentual
Agua 50,00 %
Tensoativo* (Borron T®) 0,20 %
CaOH, 1,50 %
Auxiliar depilacdo isento de enxofre* (Erhavit HS®) 1,20 %
Na,S 1,50 %

*Borron T® e Erhavit HS® sdo marcas registradas da TFL

Inicialmente a matéria prima foi lavada com tensoativo e extensivamente enxaguada. Lipidios
foram extraidos com diclorometano em um extrator tipo Soxhlet seguindo a metodologia DIN EN ISO
4048. A moagem da amostra ocorreu em moinho de facas com granulometria ajustada em 0,50 mm e
posterior moagem em moinho centrifugo com dois ajustes de granulometria subsequentes: 0,20 mm e
0,08 mm. Apés a moagem foi realizada a andlise granulométrica das amostras e a caracteriza¢do do
material, onde foram determinados os teores de dgua, lipidios, proteina e substancias inorganicas, de
acordo com as metodologias DIN EN ISO 4684, DIN EN ISO 4048, ASTM D 2868/2010 e DIN EN
ISO 4047 respectivamente.

Os testes de hidrdlise foram realizados em um thermomixer na temperatura de 55 °C (escolhida
por ser a maior temperatura abaixo do ponto de ebulicdo comum a todos os reagentes) sob agitacdo de
250 rpm e tempo de incubagdo de 3 horas. O pH foi ajustado quando necessdrio com solugdes
concentradas de hidréxido de sédio (NaOH, 3 M) e 4cido cloridrico (HCI, 1 M). A matéria prima (p6
de pelo) foi incubada em tubos de 1,5 ml com concentragdao de 40 mg/ml de solug@o. Ao todo foram
testadas sete diferentes solugdes com concentracdo de 125 mM do agente utilizado, conforme pode
ser verificado na Tabela 2.

Ap0s a hidrélise, a suspensdo foi centrifugada a 14.000 rpm durante 20 minutos a temperatura
de 4 °C a fim de separar a solu¢do contendo o material hidrolisado do pellet que contém a proteina
nio extraida. Subsequente a separacdo, os pellets foram enxaguados e centrifugados as mesmas
condicdes por mais trés vezes com a finalidade de remover possiveis agentes quimicos e
posteriormente foram liofilizados e armazenados. O sobrenadante foi separado da solu¢do por meio
de filtros centrifugos com membranas de polietersulfona e massa molar de corte de 10 kDa (Vivaspin
2, GE heathcare), centrifugados a 12 minutos por 9000 rpm e temperatura de 4 °C. O material
hidrolisado foi retido no filtro e o permeado, que é composto pelos ions em solucdo e fragmentos
menores foi descartado. O hidrolisado foi entdo resuspendido em dgua destilada (mesmo volume da
solucdo a fim de ndo alterar a concentracdo) onde foram coletadas as aliquotas para a eletroforese
SDS-PAGE. Ap6s foi realizada a liofilizacdo das amostras para determina¢do da massa recuperada e
rendimento da extracao.

Com relacdo aos testes, além da caracterizacdo da matéria prima, foi realizada a determinagao
da concentracdo de proteina hidrolisada, sua caracterizagdo com base no peso molecular, de acordo
com ensaios de eletroforese SDS-PAGE, conforme metodologia descrita por Zoccola, Aluigi e Tonin
(2009).
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Tabela 2 - Descricao das solugdes de hidrdlise testadas

Concentracdo da

Solucgido solugio (mM) pH Descri¢ao

2- mercaptoetanol 125 10,0 Agente redutor
Sulfeto de sodio 125 12,5 Agente redutor
Acido tioglic6lico 125 10,0 Agente redutor

Acido férmico 125 1,5 Solucgdo dcida
Hidréxido de sodio 125 12,5 Solucdo alcalina
Peréxido de hidrogénio 125 10,0 Agente oxidante
Hipoclorito de sédio 125 10,0 Agente oxidante

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A caracterizagdo da matéria-prima com relagdo ao teor de umidade, substincias extraiveis com
diclorometano, proteina e cinzas € apresentada na Tabela 3. O teor de umidade de ambas as amostras
manteve-se praticamente 0 mesmo, no entanto os demais parametros sdo diferentes. Estas diferencas
sdo devidas ao tratamento quimico pelo qual os pelos provenientes do residuo de depilagdo sofreram
previamente. O percentual de substincias extraiveis com diclorometano (lipidios, neste caso) € menor
para os pelos recuperados, o que € justificado pela acdo dos tensoativos utilizados no processo durante
a etapa de remolho. J4 o teor de cinzas € sete vezes superior quando comparado aos pelos nao
processados. Este fato relaciona-se ao teor de material inorgdnico presente na amostra de pelos
recuperados, que se justifica principalmente pelo uso da cal durante a depilagdo. Com isso, observa-se
um menor percentual de proteinas nos pelos recuperados quando comparado ao outro tipo. O teor de
proteinas foi estimado de acordo com a andlise de nitrogénio total de Kjeldahl (NTK), que prevé a
multiplicagdo do teor de nitrogénio da amostra por um fator da literatura que € varidvel em fungdo da
proteina em questdo. Para a queratina, o percentual de nitrogénio encontrado na literatura foi 15,80,
que corresponde a um fator de 6,33 (Edwards e Routh, 1944), bastante diferente daquele utilizado
para determinacdo de substancia dérmica em couros (5,62). A caracterizacdio da matéria prima
apresentou valores adequados de acordo com a literatura (Washburn, Gilmore e Fechheimer, 1958;
Fraser, Macrae e Rogers, 1972), no entanto ndo existem dados que possam ser comparados para o
pelo residual.

Tabela 3 - Médias e os respectivos desvios padrdo para os percentuais massicos de umidade, lipideos,
proteinas e cinzas das amostras

Proteina

Percentual Agua Gordura (NTK) Cinzas
Pelo in Media 12,79 1,19 82,92 1,46
natura Desv. Pad 0,22 0,25 2,57 0,084
Pelo Media 12,12 0,28 76,23 10,05
residual Desv. Pad 0,058 0,0080 0,12 0,17

A percentagem cumulativa de distribuicdo das amostras € mostrada na Figura 1A. A linha
escura representa os pelos e a linha clara os pelos recuperados do processo, onde se verifica que mais
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de sessenta por cento da amostra possui didmetro igual ou inferior a sessenta e trés micrometros para
ambos os casos. Um tamanho de particula pequeno € importante para diminuir o tempo de reagio da
hidrdlise, pois o aumento de drea superficial facilita o contato do interior das fibras com o agente
utilizado no processo.
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Figura 1 - (A) percentual de distribui¢do cumulativa das matérias primas ap6s a moagem. A linha escura
representa o material residual e a linha clara representa os pelos ndo tratados; (B) MEV das amostras de pelo
(linha superior) e pelo recuperado (linha inferior). Na esquerda os pelos antes da moagem (100X), ao centro

um corte transversal de um pelo (1500X) e na direita a distribuicdo granulométrica (500X).

Para finalizar a caracterizacdo da matéria prima, sdo apresentadas na Figura 1B algumas
imagens adquiridas em microscépio eletronico de varredura (MEV). Na linha superior em diferentes
ampliacOes e estdgios podem ser vistos os pelos. Na imagem da esquerda pode ser visto o material
coletado, no centro € apresentado um corte transversal onde pode ser observada parte da estrutura da
cuticula, uma camada muito fina da superficie e a imagem da direita estd mostrando o p6 de pelo
gerado por moagem juntamente com algumas particulas de tamanho maior.

A linha inferior apresenta as imagens dos pelos residuais. Apesar de ndo serem dissolvidos ao
longo do processo depilatdrio € visivel a modificacdo ocorrida neste material. A imagem da esquerda
mostra os pelos mais grossos que aqueles visualizados na linha superior, o qual se explica pelo efeito
de inchamento causado durante o processo. A imagem central mostra um fendmeno observado em
alguns casos. Para alguns pelos a estrutura interna estava ausente e a cuticula apresenta um
inchamento considerdvel. Esta observagdo esta de acordo com a afirmagdo anterior de que o teor
proteico € menor para os pelos residuais, devido a presencga de cal e a menor quantidade de proteina
na amostra, que foi parcialmente perdida no processo de depilagc@o. Por fim, a imagem da esquerda
demonstra a distribuicdo granulométrica, bastante semelhante ao caso anterior, como comprova o
grafico da Figura 1A.

A concentragdo final dos testes apds a extracdo da queratina € apresentada na Figura 2A. Para a
maioria dos testes foi extraida mais queratina do p6 de pelo original do que do p6 de pelo recuperado,
com excec¢do ao teste com peroxido de hidrogénio, como serd discutido posteriormente. O percentual
de queratina extraida € apresentado na Figura 2B. Para o célculo deste valor foi levado em
consideracdo os percentuais de proteina presentes na matéria-prima que estdo apresentados na Tabela
3. Observa-se que a grande maioria dos testes possui rendimento inferior a 60 %, no entanto os testes
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com p6 de pelo em sulfeto de s6dio e com o pd do pelo residual em solucdo com perdxido de
hidrogénio apresentam rendimentos de 90 e 75 % respectivamente. Trabalhos similares de extragdo de
queratina em penas de frango, além da utilizacdo de solu¢des mais complexas que contém reagentes
adicionais, como a ureia ou tioureia em solugdes de até 8 M e atmosfera inerte de nitrogé€nio
apresentam rendimento menor ou tempos de extracdo mais elevados (Yamauchi et al., 1996; Moore et
al., 2006).
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Figura 2 - (A) Concentragdo média das solucdes apds os testes de hidrdlise; (B) Percentual de queratina
extraida com base na massa de proteina adicionada ao inicio dos testes de hidrdlise. As colunas claras
representam os testes com os pelos residuais e as colunas escuras os testes com os pelos nio tratados.

Por fim, sdo apresentadas as imagens do gel da eletroforese SDS-PAGE das amostras na
Diversos géis apresentam uma banda localizada préximo a 20 kDa, de acordo com Popescu e Hocker
(2007) corresponde as chamadas proteinas associadas aos filamentos intermedidrios (IFAP), que
possuem massa molar variada entre 6 e 35 kDa.

Como mencionado anteriormente, os testes que utilizaram pelos apresentaram um rendimento
superior na maioria dos casos, isso se deve ao fato de que o aminodcido cistina, presente nos pelos é
normalmente convertido em lantionina em pH muito elevados (Blackburn e Lee, 1956). A lantionina
¢ um aminodcido muito mais estdvel que se forma apds o rompimento da ponte dissulfeto (Cantera,
2001). Este fendmeno pode ter ocorrido neste caso, uma vez que cal foi utilizada no processo
depilatério que originou os pelos recuperados. Para os testes com peréxido de hidrogénio, este
fendmeno nao foi observado uma vez que o mecanismo de reacdo € distinto daquele que ocorre para
os agentes redutores, no entanto ainda ndo foi completamente elucidado.

Figura 3, observam-se, trés comportamentos na corrida das amostras no gel: o primeiro tipo,
com respeito as colunas 1, 2, 5, 10, 11 e 12 corresponde a auséncia de proteinas na faixa em questao
por duas razdes distintas: ndo houve hidrélise das proteinas ou ocorreu a destruicdo das mesmas em
fragmentos menores, como por exemplo no caso da solugdo com dcido férmico e solucdo com
hidréxido de sédio, respectivamente; observou-se também a presenca de bandas difusas ao longo de
todo o gel, como nas colunas 3, 6 e 7, indicando a presenga de proteina de massa molar variada ao
longo de toda a corrida, ou apenas em um determinado trecho, como no caso das colunas 4, 8, 9, 13,
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14, cujas bandas difusas aparecem abaixo de 45 kDa.

Diversos géis apresentam uma banda localizada préximo a 20 kDa, de acordo com Popescu e
Hocker (2007) corresponde as chamadas proteinas associadas aos filamentos intermedidrios (IFAP),
que possuem massa molar variada entre 6 e 35 kDa.

Como mencionado anteriormente, os testes que utilizaram pelos apresentaram um rendimento
superior na maioria dos casos, isso se deve ao fato de que o aminodcido cistina, presente nos pelos é
normalmente convertido em lantionina em pH muito elevados (Blackburn e Lee, 1956). A lantionina
¢ um aminodcido muito mais estavel que se forma apds o rompimento da ponte dissulfeto (Cantera,
2001). Este fendmeno pode ter ocorrido neste caso, uma vez que cal foi utilizada no processo
depilatério que originou os pelos recuperados. Para os testes com peréxido de hidrogénio, este
fendmeno ndo foi observado uma vez que o mecanismo de reagdo € distinto daquele que ocorre para
os agentes redutores, no entanto ainda ndo foi completamente elucidado.

Figura 3 - SDS Page das amostras. Os indices M representam os marcadores, cuja massa molar pode ser vista a
esquerda. Nas colunas 1 e 3 sdo apresentadas as amostras tratadas com 4cido tioglicélico (pelos recuperados e

pelos, respectivamente), as colunas 2 e 6 representam o tratamento com 2-mercaptoetanol (pelos recuperados e
pelos, respectivamente), nas colunas 4 e 9 as amostras tratadas com peréxido de hidrogé€nio sdo apresentadas
(pelos e pelos recuperados, respectivamente), nas colunas 5 e 11 podem ser vistos os resultados para os testes
tratados com 4cido férmico (pelos recuperados e pelos, respectivamente), as colunas 7 e 14 sdo representativas

das amostras tratadas com sulfeto de sédio (pelos e pelos recuperados, respectivamente), nas colunas 8 e 12 sdo
apresentadas as amostras tratadas com hipoclorito de sédio (pelos e pelos recuperados, respectivamente) e por
fim, nas colunas 10 e 13, sdo demonstradas as amostras tratadas com hidréxido de sédio (pelos recuperados e

pelos, respectivamente).

4. CONCLUSAO

Assim como para a queratina proveniente de penas de aves, também é possivel realizar a
extracdo de queratina de pelos bovinos. Alguns dos métodos testados demonstraram-se eficientes
simples e rdpidos para este fim, quando comparados as tecnologias existentes para o substrato pena. O
uso de agentes redutores apresentou melhores resultados de extracdo, sendo que dentre estes, sulfeto
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de sédio apresentou melhor resultado seguido de 4cido tioglicélico e 2-mercaptoetanol. Acido
féormico ndo foi adequado para a hidrdlise na faixa de pH estudada. Hidroxido de sédio foi
extremamente reativo e dissolveu totalmente a proteina em pequenos peptideos. O uso de hipoclorito
de so6dio como agente oxidante também ndo gerou bons resultados, no entanto o per6xido de
hidrogénio demonstrou-se eficiente com os pelos reaproveitados.

A hidrdlise dos pelos in natura apresentou maior rendimento quando comparada a hidrdlise do
material residual, o que se explica pela formagdo de lantionina, que ocorre durante o processo hair-
saving e dificulta a hidrélise. No entanto, este fendmeno ndo foi identificado para a reacdo com
perdxido de hidrogénio.

Ainda que alguns métodos demonstraram-se ineficientes, a hidrélise com sulfeto de sédio em
pelos in natura e com peréxido de hidrogénio em pelos recuperados, respectivamente, atingiu niveis
de recuperacdo de proteina de 90 % para o primeiro caso e 75 % para o segundo, sendo que as
queratinas extraidas apresentam massa molar média de 20 kDa e correspondem as chamadas proteinas
associadas aos filamentos intermediarios (IFAP).
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