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Resumo:

Existem muitas técnicas que podem ser utilizadas para o controle de microrganismos durante a produgdo de couros. Este trabalho vai
enfocar no controle de fungos (mofo). O método mais direto e efetivo para a prote¢ao contra fungos é o uso correto de produtos quimicos
para controle, ou fungicidas. Somente a adi¢do de fungicidas durante o processo de curtimento ndo da garantias de bom desempenho.
Muita coisa pode ndo funcionar como previsto devido aos meios dindmicos de infec¢do por fungos, crescimento e as mudangas
constantes dos processos de curtimento.

A melhor maneira de assegurar o bom desempenho dos fungicidas ¢ a de adicionar a quantidade certa, de uma formula¢do adequada, no
ponto certo de adicdo no processo de curtimento e confirmar os resultados esperados por medi¢des também apropriadas. Os testes
adequados deverdo ser feitos em forma regular como parte de um programa bem estruturado de monitoramento. O monitoramento otimiza
o programa de controle de fungos e permite indicar de forma antecipada os problemas em potencial.

Este trabalho ird revisar os tipos de monitoramento ¢ métodos de teste que poderdo ser utilizados no controle de fungos. Também
fornecera indicativos de conhecimento especializado e técnicas que sdo requeridas para resolver problemas relacionados com fungos no
curtume.

Como o crescimento de fungos afeta a produciio de Couros?

Os fungos sao microrganismos heterotroficos e dependem de fontes externas de nutrientes para sobrevivéncia e crescimento (Fig. 1). No
couro, os fungos crescem usando o couro como nutriente. Os fungos secretam enzimas e podem lanca-las para fora de sua estrutura e
essas enzimas reagem com o couro quebrando gorduras, proteinas e carboidratos em estruturas menores, que sdo facilmente
metabolizadas pelos fungos. O dano ao couro ¢ causado pelo processo nutricional dos fungos.
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Fig. 1: Estrutura tipica de um fungo visualizado por Microscopio Eletronico. ©Buckman Laboratories

O crescimento de fungos (mofo) pode criar pequenos ou grandes danos ao couro. Os efeitos de crescimento de fungos podem variar desde
simples manchas até a perda de fibras. Em termos praticos, os danos por fungos podem reduzir substancialmente o preco de venda do
couro. Quanto mais extensa a presen¢a de fungos, maior sera o dano ao couro. A simples presenca de fungos no wet blue (ou wet white)
resulta em um impacto imediato e negativo na qualidade do couro. Adicionalmente a desvalorizacdo fisica e estética da qualidade do
couro, atrasos de produgdo, custo de retrabalho, o descontentamento de clientes devera ser adicionado as conseqiiéncias financeiras de um
problema de mofo.



Programa de Controle de Fungos

Os fungicidas sdo produtos quimicos comumente usados para o controle de fungos (mofo). Somente um pequeno numero de produtos tem
tido sucesso comercial na Industria do Couro. Os fungicidas agem principalmente como inibidores de crescimento de fungos e menos
como eliminadores de fungos. A formulagdo de fungicida ¢ composta de ativos e auxiliares para promover uma melhor distribui¢do do
produto no couro.

Um Programa de Controle de Fungos comega com o uso apropriado de fungicida. O uso efetivo de fungicida envolve a propria selecdo de
ativos, formulagdo, quantidade e pontos de adigdo na formulagdo de curtimento. Sdo muitos os fatores que podem afetar negativamente o
desempenho de um fungicida e entre eles temos o teor de gordura na pele, pH, temperatura, presenga de oxidantes, redutores e outros
aditivos no banho de curtimento. A seleg¢do correta de ativos, formulag@o, concentracdo e ponto de adig¢@o ird otimizar o desempenho do
fungicida. A outra parte do Programa de Controle de Fungos sdo as técnicas de monitoramento. O monitoramento ¢ feito principalmente
por andlises quimicas e testes microbioldgicos acelerados.

A analise qualitativa e quantitativa de fungicidas ¢é iniciada pela extragdo de ativos fungicidas do couro. Os fungicidas extraidos do couro
sdo analisados por HPLC, High Pressure Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta Pressdo) usando solugdes padrdes
como referéncia (Fig. 2). Cada ativo tem um tempo de retengdo caracteristico em determinadas condi¢des de equipamento e solventes.
Equipamentos modernos com amostrador automatico podem fazer numerosas andlises automaticamente com redugdo de tempo. As
técnicas analiticas avancgadas permitem ndo sé a determinacdo de ativos de fungicida mas outras substancias quimicas, incluindo os
produtos de degradacdo, no caso em que as moléculas de fungicida podem ser afetadas por outras substincias quimicas incompativeis. O
conhecimento do que acontece na molécula do fungicida durante o processo de curtimento, nos permite uma melhor determinagdo das
condig¢des de aplicacdo e selegdo de principios ativos.

Fig. 2: HPLC usado na determinagdo de ativos de fungicidas no couro

Os testes microbiologicos acelerados foram desenvolvidos para observar e quantificar o crescimento de fungos no wet blue (ou wet white)
em condi¢des ideais para o crescimento destes microrganismos. Estes testes sdo uma tentativa de simular o desempenho de fungicidas em
condigdes reais. Nem sempre um bom desempenho em testes acelerados significa uma boa protecdo do wet blue em condigdes reais e vice
versa. Na maioria dos casos existe uma correlagdo razoavel entre testes acelerados e aplicagdes industriais. Um dos testes acelerados
preferidos ¢ o da Camara Tropical. A Camara Tropical basicamente ¢ constituida de um tanque com temperatura controlada, com
aproximadamente 100% de umidade e altamente contaminado. Os niveis de contaminag@o de fungos sdo muito altos, principalmente de
esporos no ar. Pedagos de wet blue de tamanho minimo de 5 cm x 10 cm sd@o colocados dentro da Camara Tropical para avaliar o
crescimento de fungos na superficie. Amostras de wet blue sem fungicida sdo totalmente cobertas de fungos ap6s 3 dias de exposi¢do na
Céamara Tropical. Amostras de wet blue protegidas corretamente deverdo resistir no minimo 4 semanas sem crescimento de fungos.
Durante o teste acelerado na Camara Tropical as amostras de wet blue sdo avaliadas semanalmente e o crescimento de fungos ¢é
quantificado como percentagem de area contaminada ou em escala numérica.



Fig. 3: Camara Tropica

O outro teste microbioldgico acelerado ¢ conhecido como plaqueamento ou Teste em Placa Petri, cujo método oficial americano é o
ASTM D 4576-01. No plaqueamento, uma amostra de wet blue é colocada em uma placa de Petri e sobre a amostra é vertido o meio de
cultura apropriado. O meio de cultura devera estar contaminado por espécies de fungos conhecidas ou nativas. As placas de Petri sdo
incubadas a 26-30°C por certo periodo e o crescimento de fungos na superficie é avaliado e quantificado semanalmente. A Fig. 4 mostra
um teste de plaqueamento tipico observado em curtume. A amostra na esquerda (A) mostra fungos na superficie do couro, que tem
portanto protecdo inadequada. As amostras do centro (B) e da direita (C) ndo apresentam fungos na superficie. A amostra da direita
também mostra uma zona de inibi¢do ao redor da amostra de couro, indicando que o produto pode migrar do couro tratado, o que € uma
propriedade indesejavel do fungicida.

Fig. 4: Trés amostras de wet blue com diferentes fungicidas submetidas ao teste de placas Petri

O método de Camara Tropical é muito simples, facil de ser mantido num curtume e permite que um grande niimero de amostras sejam
simultaneamente testadas e avaliadas com facilidade. O plaqueamento exige o trabalho de um microbiologista e um laboratério de
microbiologia. A interpretagdo de resultados podera ser mais dificil, ja que a cultura esta em contato com o couro.

Em nossa experiéncia mundial, em muitos anos, preferimos trabalhar com a Camara Tropical. Temos dados suficientes que correlacionam
o desempenho da Camara Tropical com diversas condi¢des de trabalho em diversos locais do mundo.

As técnicas de monitoramento previamente descritas, quando corretamente executadas, em geral sdo suficientes para assegurar que o wet
blue estd devidamente protegido com um certo nivel de seguranga. Entretanto, as necessidades de cada curtidor s@o diferentes em relagdo
ao consumo local de wet blue, transporte para o exterior € armazenamento do wet blue. Algumas vezes, os fungos se desenvolvem no
wet blue devido a problemas de embalagens, ou tratamento com fungicida insuficiente ou simplesmente porque novas espécies de fungos
estdo presentes e a dosagem prescrita de fungicida ndo € suficiente para controlar aquelas espécies em particular. Os métodos tradicionais
de identificagdo de fungos envolvem, principalmente, o desenvolvimento de culturas, colora¢do e avaliagdo com microscopio Optico
comparando-se a morfologia de espécies conhecidas. Este procedimento geralmente demora algumas semanas e poucos microbiologistas
tem especializagdo neste campo devido ao grande nimero de fungos ¢ a complexidade de distingdo entre diferentes tipos de fungos. Nem
sempre ¢ possivel a identificag¢do correta dos fungos.



Nova Tecnologia de Identificacio de Fungos

A andlise seqiiencial de DNA dos fungos permite a identificagdo correta dos mesmos, com base em seu codigo genético. Um método
comprovado estd descrito abaixo e € baseado na andlise filogenética da regido D2 de uma grande sub-unidade seqiiencial genética do
RNA ribossomal. Uma pequena amostra do fungo ¢ cultivada e o DNA ¢ extraido da cultura usando-se técnicas de extragdo
especializadas. Apéos o DNA ¢ amplificado.

A seqiliéncia genética do D2 ribossomal da amostra é gerada usando-se um kit de Sequenciamento para Identificagdo de Fungos. A
analise seqiiencial ¢ feita com o auxilio de um software para andlise de fungos, e utilizando-se um vasto banco de dados. Quando ndo é
possivel localizar o fungo no banco de dados existente, uma nova busca “BLAST” ¢ feita no GenBank (Banco Genético), que ¢ um banco
de dados mantido globalmente para pesquisa microbiologica. Este método de andlise por seqiiéncia de DNA permite a identificagdo de
fungos com precisdo. Resultados repetitivos sdo obtidos em menos de 24 horas.

Eis um exemplo de trabalho de identifica¢do de fungos a partir de uma amostra de wet blue mofado. Neste caso o fungo foi com certeza
identificado como Aspergillus niger.

Fig. 5: Wet blue mofado
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Fig. 6: Visualizag¢@o do fungo no couro por microscopio 6ptico. ©Buckman Laboratories



Fig. 9: Amplificador e sequenciador de DNA
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Fig. 10: Seqiiéncia de DNA da amostra de fungo analisada
Manchas no couro causada por fungos

Quando os fungos crescem no couro eles podem produzir varias substancias que podem danifica-lo ou causar manchas devido a presenca
de compostos cromdforos. As manchas também podem vir de outras fontes ndo biologicas. E sempre importante tentar determinar a
origem e composicdo das manchas.

Quando os fungos estdo presentes no couro, a identificagdo das manchas pode ser bem fécil usando-se um microscopio Optico ou
eletronico. Nos casos em que o wet blue foi lavado e re-tratado com fungicida, as manchas ainda podem persistir mesmo sem crescimento
de fungos e sem saber facilmente de onde as manchas se originaram. No curtume muitas manchas sdo freqiientemente associadas com
componentes inorganicos, principalmente metais e estes podem ser identificados facilmente.

Uma forma de determinar os compostos inorganicos presentes nas manchas ¢ por Spectroscopia de Raios X com Energia Dispersiva
(Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX)).

Quando um elemento quimico é bombardeado por um feixe de elétrons, o elemento vai liberar um pouco da energia absorvida como
Raios X. Quando a energia adicionada remove um elétron de uma orbita atomica especifica, entdo um elétron de uma camada (ou orbital)
externa ird ocupar o lugar vago. Quando um elétron da camada externa ocupa o lugar vago, ele deverd perder uma quantidade
determinada de energia. Esta quantidade de energia perdida € especifica para cada elemento. Quando ha troca de orbital, a energia é
emitida na forma de Raios X. A andlise espectroscopica com Energia Dispersiva separa e detecta os Raios X de energia especifica e os
mostra de uma forma grafica.

O sensor de espectroscopia de Raios X com Energia Dispersiva estd ligado ao Microscopio Eletronico de Varredura. O teste tem as
seguintes vantagens comparadas com a analise quimica por via imida:



- O teste é ndo destrutivo;

- A andlise pode ser feita com quantidades muito pequenas de produto, da ordem de microgramas;

- As analises sdo feitas com facilidade comparando-se a drea manchada e ndo manchada;

- A amostra analisada esta simultaneamente sendo visualizada pelo Microscopio Eletronico de Varredura;

- A éarea do sensor ¢ da ordem de nandmetros, o que facilita a resolucdo de amostras muito pequenas e permite facilmente a
identificagdo de cristais e particulas solidas;

- Analises de varios elementos sdo feitas em poucos minutos.

A analise quimica por via imida é mais sensitiva e precisa, mas requer grandes quantidades de material e este deve ser homogéneo. Estas
condigdes ndo estdo presentes nos problemas de manchas nos couros.

Abaixo estd um exemplo de analise feita em couro semi-acabado com ¢ sem manchas, utilizando-se a técnica de Microscopio Eletronico
de Varredura e Espectroscopia de Raios X com Energia Dispersiva (EDX).

Notas:
1) A analise € semi-quantitativa e os resultados sdo normalizados a 100%

2) O oxigénio € reportado tipicamente na forma de 6xidos elementares. A analise nao inclui o carbono.

Composto Area Sem Manchas | Area Manchada
% %

Oxigénio (como O) 43.1 32.6
Magnésio (como Mg) 2.5 1.6
Silicio (como Si) 42.7 34.5
Enxofre (como S) 6.7 3.0
Célcio (como Ca) 2.8 3.8
Cromo (como Cr) 2.2 0.8
Sédio (como Na) 1.6
Aluminio (como Al) 13.4
Cloreto (como Cl) 1.0
Potassio (como K) 1.8
Ferro (como Fe) 24
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Conclusoes:

O controle de fungos no meio ambiente dindmico de produg@o de couros é um grande desafio. Um programa de controle bem estruturado
deve incluir a selegdo do fungicida correto, dosado em nivel apropriado e no ponto correto do processo, e devera ter suporte de um
programa regular de testes analiticos.

As andlises vao confirmar a presen¢a de niveis de substancia ativa suficiente na superficie do couro. O desempenho do fungicida ¢
posteriormente confirmado pelo teste microbioldgico acelerado. No entanto, na pratica até os melhores programas podem ter problemas.
Neste momento ¢ que o conhecimento microbioldgico, as sofisticadas técnicas analiticas e o conhecimento do processo de curtimento sdo
combinados para identificar as causas dos problemas e resolvé-los.
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