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RESUMO - Uma das grandes preocupacdes na inddstria do couro é a deterioracao
de couros devido ao desenvolvimento de fungos que causam manchas e
modificacOes nas propriedades fisico-mecanicas, afetando a qualidade do produto
final. Surge assim, a necessidade de desenvolver estratégias de controle,
recorrendo-se a utilizacdo de microbicidas. Tendo em vista a melhoria deste
processo, este trabalho tem por objetivo avaliar o desempenho de cinco
microbicidas (TCMTB, Isotiazolina, OIT+BMC/6leo, OIT+BMC/agua, OIT)
comumente utilizados na indlstria coureira contra diferentes fungos. Os
microbicidas foram aplicados no processo de curtimento ao cromo. Para verificar
a protecdo antifingica destes microbicidas foram realizados testes
microbiologicos acelerados de plagueamento e de acondicionamento em camara
tropical, além da microscopia eletrdnica de varredura (MEV) para verificar os
danos causados ao couro devido ao ataque dos fungos. Dois dos microbicidas
estudados, TCMTB e OIT+BMC/agua aplicados no wet-blue, revelaram uma
elevada capacidade antifingica contras os diferentes fungos testados como
contaminantes.
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1. INTRODUCAO

O couro, cuja matéria-prima béasica sdo as peles de animais, € um produto industrial
intermediario com indmeras aplicagdes em diferentes setores como calcados, vestuario,
estofamentos e artefatos diversos. As peles brutas sdo constituidas basicamente por agua,
responsavel por quase 60% a 70% em peso, e proteinas que sdo biopolimeros formados de
polipeptidios, em niveis de aproximadamente 30%. A principal proteina da pele é o colageno,
a qual representa um terco do total de proteinas dos mamiferos (Kanagaraj et al., 2005; Adzet,
2010; Joseph e Nithya, 2009).

As peles e couros, por possuirem alta umidade e serem ricas em gordura e proteina,
servem como substratos metabdlicos para 0s microrganismos, especialmente bactérias e
fungos. Estes microrganismos usam 0s nutrientes presentes nas peles como fonte de
alimentacdo e producdo de energia e sdo capazes de contaminar as peles desde o abate, até o
couro ja processado (Bryant et al., 2011; Orlita, 2004).
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Na biodeterioracdo de peles e couros, os microrganismos utilizam dois tipos de enzimas,
as peptidases e proteinases. Essas enzimas reagem com estes hidrolisando gorduras, proteinas
e carboidratos em estruturas menores, que sdo facilmente metabolizadas por fungos e
bactérias (Arroyo, 2009; Cuadros et al., 2011).

Em peles brutas (ou verdes) se a contamina¢do microbiana ndo for contida, ou mesmo
durante o processamento nas etapas de ribeira e curtimento, o produto final tera
consequéncias prejudiciais a qualidade como machas pigmentadas de dificil remogcéo,
liberacdo de &cidos graxos, defeitos, aspereza superficial e propriedades fisico-mecanicas
comprometidas devido & degradacdo do coldgeno, que reduzem o valor do couro ou dos
produtos com ele fabricado. N&o obstante as perdas financeiras ha também as perdas indiretas
na forma de retrabalho (custo de mao de obra e produtos quimicos) e insatisfacdo dos clientes
(entregas atrasadas) além de ser um perigo potencial para a saude devido a producdo de
micotoxinas (Haibin et al., 2011; Orlita, 2004; Stockman et al., 2006).

Desta forma, surge a necessidade de desenvolver estratégias de controle dos
microrganismos de modo a reduzir ou eliminar este problema. Para tanto, recorre-se,
comumente, a utilizacdo de microbicidas. Microbicida pode ser definido como qualquer
substancia, quimica ou natural, que contém um ou mais agentes ativos, destinados a destruir,
tornar inofensivo, evitar a agdo ou exercer controle sobre qualquer microrganismo
considerado nocivo ao material (Paulus, 2005).

Na industria do couro os microbiocidas representam cerca de 15% dos custos dos
produtos quimicos para processamento do couro e sdo compostos basicamente por ingrediente
ativo, solvente e tensoativo (Ruiz et al., 2006). A eficiéncia de um biocida depende de alguns
fatores importantes, entre eles: 6tima atividade contra fungos e bactérias; compatibilidade
com o couro e outros produtos quimicos utilizados no processo, eficacia sob variacédo de pH,
estabilidade em relacdo a temperatura e a solubilidade, pouca toxicidade para outras formas
de vida, biodegradabilidade, seguranca do ponto de vista da salude, do manuseio e
armazenamento e aceitabilidade no ponto de vista ambiental (Hauber, 2008; Cuadros, 2011,
Bott, 1992).

Na década de 70, os couros eram protegidos com substancias quimicas como o
pentaclorofenol (PCP), que foi largamente utilizado na industria do couro e teve em anos mais
recentes 0 seu uso e comercializagdo proibidos, devido a toxicidade do seu principio ativo e
aos danos causados ao meio ambiente. Por este motivo, cresce cada vez mais a procura e 0
desenvolvimento por fungicidas eficazes, com o menor impacto ambiental e toxicologico
(Dalton, 2012; Muralidharan, 1994).

Atualmente o mercado oferece poucas substancias ativas, sendo, geralmente produtos
sintéticos. Os fungicidas mais utilizados na industria do couro recaem principalmente em duas
familias quimicas (Font et al., 2011):

-Fendlicos: que incluem p-cloro-m-cresol (PCMC) e orto-fenilfenol (OPP); e,

-Heterociclicos: que incluem 2-(tiocianometiltio) benzotiazole (TCMTB), n-
octilisotiazolinona (OIT) e 2-mercaptobenzotiazol (MBT).

O principal fungicida utilizado na industria do couro € o TCMTB, que foi indicado como
um substituto dos fungicidas a base de mercurio e fendis, que eram muito utilizados (Reyes et
al., 2002). Algumas vantagens da aplicacdo do TCMTB séo (Citera et al., 2006): excelente
acao biocida, alta eficiéncia quando se exige conservagéo do couro por um tempo mais longo,
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solubilidade em &gua, boa estabilidade em meio &cido e neutro; sistema emulsionante que
assegura boa dispersao e distribui¢do na pele e baixa toxicidade.

2. MATERIAIS E METODOS

Para avaliar a capacidade antifingica de cinco fungicidas comerciais, adicionados na
etapa de curtimento ao cromo, foram realizados testes microbiol6gicos acelerados de
plagueamento e de acondicionamento dos couros em camara tropical, além da analise por
microscopia eletronica de varredura para verificar os danos causados devido ao ataque dos
fungos.

2.1. Materiais e aplicacéo de fungicidas no couro

Os seguintes fungicidas foram testados nos ensaios:
- 2-(tiocianometiltio) benzotiazole (TCMTB),
- Isotiazolina,
- Dispersdo oleosa de 2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona+carbendazim (OIT+BMC/6leo),
- Dispersédo aquosa de 2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona+carbendazim (OIT+BMC/agua),
- 2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona (OIT).

A capacidade antimicrobiana dos fungicidas selecionados foi avaliada contra o
crescimento de quatro espécies de fungos: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium
herguei e Penicillium chrysogenum. As espécies foram repicadas em placas de Petri contendo
meio de cultura de batata dextrose agar (Oxoid) e incubadas durante sete dias a temperatura
de 28 °C. Uma suspensédo de esporos de cada uma das estirpes foi preparada em solucdo
aquosa e ajustada para uma concentracdo de 10° esporos/mL. A contagem de esporos foi
realizada utilizando cdmara de Neubauer. No teste de plaqueamento também foi utilizado o
meio de cultura batata dextrose agar (Oxoid).

Os testes foram realizados utilizando uma pele bovina piquelada de 22 kg, da qual foram
tomados seis pedacos de cerca de 40 g, que foram submetidos ao curtimento com cromo. Os
processos foram realizados em fuldes de bancada, em separado para cada um dos cinco
fungicidas testados, e foi feito mais um teste controle sem adicao de fungicida. As quantidades
(%) dos produtos quimicos utilizados para o curtimento foram calculadas com base na massa
da pele (Tabela 1).

Tabela 1 - Formulagdo do curtimento ao cromo

Processo Quantidade Produto Controle
200% Agua
5% C!oreto de sodio
Piquel 0,2% Acido formico
0,2% Acido sulfarico 30 min
pH< 3
. 9% Sal de cromo Cromossal-B 120 min
Curtimento . )
0,2%* Fungicida 180 min
Basificagéo 0 Ao - 360 min
0,5% Oxido de magnésio oH (3.8 - 4.2)

*com excegdo da amostra controle (0%).
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2.2. Teste de Plagueamento

Amostras de 25 mm x 25 mm do couro obtido (Tabela 1) foram submetidas em duplicata
para a determinacdo da resisténcia de ataque de fungos (ASTM D4576 -08) para as quatro
cepas selecionadas. Ap6s solidificagdo do meio, uma gota da suspensdo de esporos (1x10°
esporos/mL), foi inoculada diretamente sobre a amostra de couro e outra gota foi inoculada no
meio de cultura, a uma distancia de 45 mm, como mostra a Figura 1.

As placas foram incubadas a temperatura de 28 °C. A observacdo do crescimento dos
fungos foi acompanhada semanalmente até 28 dias por inspe¢éo visual. O pardmetro chamado
"distancia de inibi¢do" (Figura 1), foi a distancia maxima observada desde a borda da amostra
de couro até o local na placa, onde o crescimento do microrganismo foi impedido pela
atividade fungicida (CUADROS et al., 2011). Foi verificado e quantificado também por
visualizagdo o crescimento supercial (CS) do fungo na propria amostra de couro wet-blue.

couro wet-blue

Disténcia de inibi¢éo
<+ X
45 mm

Figura 1 - Pontos de inoculagéo (X) da suspensao de esporos.
2.3. Camara tropical

O método da camara tropical € constituido por uma cdmara construida com base na
descricdo da norma ASTM D7584-10, mantida a uma temperatura controlada de
aproximadamente 30 °C, com cerca de 100% de umidade e altamente contaminada.

Doze amostras (duplicatas dos seis testes) do couro medindo 90 mm x 30 mm sem e
com fungicidas, foram colocadas na camara tropical para avaliar o crescimento de fungos
sobre a superficie. O fungo utilizado como contaminante foi o Aspergillus niger. As amostras
tratadas com fungicida foram avaliadas pelo lado da flor (superficie superior) e pelo lado do
carnal (superficie inferior ou subcutanea) e a contaminacao foi quantificada pela percentagem
de superficie atacada apds 28 dias de teste.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 encontram-se os resultados médios para a distancia de inibicdo e a
porcentagem de crescimento dos fungos nas superficies dos ensaios feitos em duplicata ap6s
28 dias de teste. A Figura 2 mostra o crescimento dos diferentes fungos, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Penicillium herguei e Penicillium chrysogenum nas placas. Quanto mais
proximos de 45 mm forem os valores da distancia de inibi¢do, maior sera a protecao fornecida
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pelo microbicida, porém, uma elevada distancia de inibicdo indica que o produto pode migrar
do couro tratado para 0 meio, 0 que é uma propriedade indesejavel do microbicida.

Verifica-se que a protecdo antifungica fornecida por dois dos microbicidas (TCMTB e
OIT+BMC/agua) foi notavel, pois ndo foi observado o crescimento dos fungos testados nas
superficies destas amostras. Porém, o microbicida OIT+BMC/agua apresentou uma distancia
de inibicdo maior que o TCMTB. Uma maior resisténcia do fungo Aspergillus flavus foi
observada em relacdo a trés microbicidas utilizados, Isotiazolina, OIT+BMC/6leo e OIT.

Tabela 2 - Distancia de inibicdo (DI) e Crescimento superficial (CS) de fungos nas amostras
de couro no final do teste

Aspergillus Aspergillus Penicillium Penicillium

Microbicida niger flavus herguei chrysogenum
DI (mm)| CS (%) |DI (mm)| CS (%) |DI (mm)| CS (%) | DI (mm) | CS (%)

Controle 0 100 0 100 0 70 0 68

TCMTB 1 0 0 0 29 0 28 0

Isotiazolina 2 0 0 35 22 0 25 0

OIT + BMC/6leo 1 5 0 62 45 0 45 0

OIT + BMC/agua 9 0 38 0 45 0 45 0

OoIT 2 0 0 36 32 0 26 0

(©

(d)
Figura 2 - Crescimento dos diferentes fungos nas amostras, da esquerda para direita: Controle,
TCMTB, Isotiazolina, OIT + BMC/6leo, OIT+BMC/agua e OIT para 0s contaminates (a)
Aspergillus niger, (b) Aspergillus flavus, (c) Penicillium herguei e (d) Penicillium chrysogenum.

As Figuras 3, 4, 5, 6 mostram a diminui¢do da distancia de inibicdo para o teste de
plaqueamento. A ndo existéncia de barras nos graficos destas figuras significa que a distancia
entre a amostra e o crescimento do fungo foi zero. Maiores distancias de inibicdo foram
verificadas para Penicillium chrysogenum. Para os quatro fungos as distancias de inibi¢éo se
estabilizaram apés 21 dias de teste para todos microbicidas.
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Distancia de inibicido para Aspergillus niger
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Figura 3 - Diminuicdo da distancia de inibicdo com o tempo no couro contaminado com
Aspergillus niger.

Distincia de inibicio para Aspergillus flavus
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Figura 4 - Diminuig&o da distancia de inibicdo com o tempo no couro contaminado com
Aspergillus flavus.

Distancia de inibicdo para Penicillium herguei
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Figura 5 - Diminuicdo da distancia de inibi¢do com o tempo no couro contaminado com
Penicillium herguei.

Distancia de inibicio para Penicillium chrysogenum
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Figura 6 - Diminuicdo da distancia de inibicdo com o tempo no couro contaminado com

Penicillium chrysogenum.
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De acordo com as imagens, apresentadas na Figura 7, verifica-se que a amostra nao
contaminada (7 a) possui a superficies lisa, intacta e com os poros bem definidos. Enquanto
que as amostras contaminadas (7 b, c, d) apresentam danos na superficie, pois 0s
microrganismos ao se utilizarem do material (pele, couro), atacado para suas necessidades
nutricionais, consumiram parte dele expondo as fibras, danificando-as e causando rugosidade
na superficie.

TM3000_8331 2013/10/07 14:06 HL D10.8 x150 500 um TM3000_8348 2013/10/07 14:52 HL D6.0 x150 500 um
15 kV 15 kV

(@) (b)

TM3000_8351 2013/10/07 14:58 HL D5.6 x150 500 um TM3000_8354 2013/10/07 15:02 HL D5.2 x150 500 um
15 kV 15 kv

(© (d)
Figura 7 - Imagens das amostras de couros (a) ndo contaminada, (b) contaminada com Aspergillus
niger, (c) contaminada com Aspergillus flavus e (d) contaminada com Penicillium herguei.

4. CONCLUSAO

A partir da avaliacdo dos resultados obtidos e discutidos neste trabalho, pode-se
concluir que o uso apropriado do microbicida € o primeiro requisito para a protecdo de
couros, sendo de fundamental importancia para a inddstria coureira.

Entre os cinco microbicidas estudados neste trabalho somente dois deles, TCMTB e
OIT+BMC/agua, revelaram uma elevada capacidade antifungica contras os diferentes fungos
testados. J& 0 OIT+BMC/éleo, na concentracdo indicada, ndo mostrou uma protecao fangica
satisfatoria contra o desenvolvimento dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus flavus, pois
0S mesmos mostraram-se resistentes a este microbicida.

Os resultados obtidos no teste da camara tropical, utilizando Aspergillus niger como
contaminante, mostraram compatibilidade com o teste de plaqgueamento.
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