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RESUMEN

La industria de curtidos tiene una necesidad
continuada de adaptar sus procesos a
tecnologias alternativas de menor impacto
ambiental. EI uso de fungicidas es un elemento
imprescindible, y la legislacién
medioambiental, cada vez mas estricta,
conduce a la busqueda de nuevos sistemas
fungicidas que cumplan con dicha normativa.

Se evalué la capacidad fungicida de dos
productos antiflngicos propuestos como
alternativos, diiodometil-p-tolilsulfona
DIMPTS y 3-iodo-2-propinil butilcarbamato
IPBC, y se compar6 con la del 2-
(tiocianometiltio)-1,3-benzotiazol, TCMTB,
compuesto usado convencionalmente en el
sector. Esta capacidad fungicida se evalud
frente a diferentes cepas de hongos y en
distintos procesos. Se aplicaron diferentes
cantidades de DIMPTS e IPBC a una curticion
al cromo de piel vacuna y a un engrase de piel
vegetal. Los estudios posteriores consistieron
en un control microbiolégico de inoculacion de
las muestras, con hongos comunes en curtidos,
determinacion del contenido de fungicida en la
piel, total y estratigrafico, y un estudio de
toxicidad de las aguas residuales de cada
proceso.

Se confirma la eficacia del DIMPTS y del
IPBC, comprobada en trabajos anteriores, al
aplicar distintas cantidades de producto en los
dos tipos de curticiones. De esta manera se
optimiza la cantidad necesaria de cada
producto frente a diferentes cepas de hongos.

La distribucién estratigrafica en los distintos
tipos de piel (wet blue y vegetal) también es
distinta. La toxicidad de los bafios residuales
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fue menor en el caso de los productos
propuestos como alternativos frente al
TCMTB.

Keywords: fungicidas alternativos, cepas de
hongos, wet blue, piel vegetal toxicidad.

1. INTRODUCCION

En la fabricacion del cuero, tanto las pieles
curtidas como las no curtidas corren el riesgo
de ser atacadas por una gran variedad de
microrganismos. Los procesos de las tenerias
ofrecen muchas posibilidades de crecimiento
microbiano: procesado de pieles frescas, uso
de enzimas, emulsiones grasas y uso de
productos naturales para operaciones de
curticién y acabado. Otros factores como el
almacenaje prolongado y el transporte de las
pieles en estado wet blue o piqueladas
incrementan las posibilidades de crecimiento
microbiano.

Las pieles sujetas a los correspondientes pasos
de produccién, como el piquel, la curticién, la
tintura o el engrase son susceptibles al ataque
de hongos. Para estas pieles es necesaria la
adicion de un fungicida efectivo para evitar el
crecimiento de hongos. La bdsqueda de
fungicidas alternativos eficaces en estas
operaciones es el tema en que se basa este
estudio.

Las pieles que son atacadas por hongos se
evidencian por la presencia de manchas
permanentes y dafios en las propiedades fisicas
debido a la degradacién del coldgeno. Las
condiciones 6ptimas para el crecimiento de un
gran numero de cepas son: un rango de pH
entre neutro y ligeramente &cido (3-6), una
temperatura de 25°C y una humedad ambiental
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entre 12 y 15%. La piel wet blue proporciona
las condiciones Optimas para crecimiento de
hongos: temperatura de almacenaje, pH &cido,
presencia de agua, proteinas y grasas. Las
esporas de los hongos sobreviven en medio
seco, desarrollandose al recuperar les
condiciones Optimas. (1)

De acuerdo con Hauber (2), para que un
compuesto sea efectivo como fungicida son
necesarios los siguientes requerimientos:
actividad éptima frente a un alto nimero de
hongos, compatibilidad con la piel y con los
productos quimicos utilizados en el proceso de
curticién, efectividad a pH acido, estabilidad
respecto a la temperatura y a la luz UV, baja
solubilidad en agua, baja toxicidad en humanos

y aceptable econémica y
medioambientalmente.
El 2-(tiocianometiltio)-1,3-benzotiazol

(TCMTB) se desarroll6 como un fungicida
innovador hacia los afios 70 y aun persiste
actualmente. Pero la legislacion
medioambiental cada vez mas estricta hace que
se continden buscando alternativas a este
producto. (3)

A pesar de que se ha propuesto investigar un
gran namero de compuestos que cumplian en
mayor O menor medida todos estos
requerimientos, el TCMTB es el que posee un
rango de aplicacion mas elevado y es el que ha
alcanzado el nivel més alto de uso en la
industria de la piel. No obstante, sus
limitaciones técnicas y el considerable impacto
medioambiental de la molécula refuerzan la
necesidad de buscar nuevos fungicidas para
sustituir los utilizados convencionalmente.

En trabajos previos (4,5 se compararon
fungicidas de uso comdn en curtidos con otros
compuestos propuestos como alternativos, y se
concluy6 que dos de ellos (diiodometil-p-
tolilsulfona, DIMPTS y el 3-iodo-2-propinil
butilcarbamato, IPBC) ofrecen una
satisfactoria resistencia a las muestras de piel
wet blue tratadas con estos productos, y por
tanto se proponen como una buena alternativa
para trabajar en la industria de curtidos. Estos
compuestos se seleccionaron de acuerdo con
los productos notificados y registrados en la
Directiva 98/8/CE. Para poder confirmar los
resultados obtenidos, se deberan abordar mas
estudios con un mayor abanico de cepas y en
distintas condiciones.
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2. OBJETIVOS

El trabajo se centra en la busqueda de
productos fungicidas de mayor eficacia frente
un amplio espectro de hongos, de menor
toxicidad y de menor impacto medioambiental,
como  alternativas a los  productos
convencionalmente usados en la industria de
curtidos.

El objetivo principal es evaluar la capacidad
fungicida de dos compuestos seleccionados, el
diiodometil-p-tolilsulfona, DIMPTS, y el 3-
iodo-2-propinil-N-butilcarbamato, IPBC,
(compuestos notificados y registrados en la
Directiva 98/8/CE (6,7)) frente a diferentes
cepas de hongos y en diferentes situaciones. La
capacidad fungicida de estos compuestos se
comparara con la del 2-(tiocianometiltio)-1,3-
benzotiazol, TCMTB, fungicida usado
habitualmente en teneria.

En esta parte del trabajo se pretende estimar la
cantidad minima necesaria de los fungicidas
propuestos para aplicar en dos curticiones
distintas y que confiera la suficiente capacidad
antifingica para prevenir el ataque de los
hongos escogidos. Se afiadiran diferentes
cantidades de fungicida a dos procesos
distintos: a) una curticion al cromo de piel
vacuna, b) un engrase de piel curtida con
extractos vegetales.

Los analisis posteriores consistiran en realizar
un control microbioldgico de inoculacion de la
piel, con cepas comunes en curtidos y la
determinacion total y estratigrafica de la
cantidad de fungicida restante en la piel.

Para los analisis de crecimiento se utilizaran
cepas de hongos adquiridas en la Coleccidn
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia y cepas aisladas de
fabricas de curtidos.

La determinacion de la toxicidad de las aguas
residuales en cada uno de los dos casos
propuestos complementard los  estudios
anteriores.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Material

Se evalu6 la eficacia de dos compuestos
fungicidas propuestos como alternativos,
utilizando siempre un producto de referencia
de uso comun en el sector. La relacion de
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fungicidas se muestra en la Tabla 1 (todos
ellos, productos notificados y registrados en la

Directiva 98/8/CE) (6,7)

FUNGICIDA ESTRUCTURA QUIMICA

2-(tiocianometiltio)-1,3-
benzotiazol
TCMTB

(~ 30% principio activo)

Fungicida de uso

comun en el sector

N
\>S—CH2— SCN
S

Diiodometil-p-tolilsulfona
DIMPTS

O\\ )\I

S
N\
o

Fungicidas (~ 40% principio activo)
propuestos como HaC
alternativos 3-iodo-2-propinil-N- CHj
butilcarbamato I—c=c— NH _/_/
IPBC 0—{
(~ 30% principio activo) o
Tabla 1. Detalles de los fungicidas utilizados para este estudio
La eficacia de estos productos se evalu6 frente . QFO01 — Penicillium spinulosum
al crecimiento de diferentes cepas de hongos . QF02 — Penicillium decumbens
comunes en teneria. Cuatro de ellas obtenidas . LLO1 — Trichoderma harzianum

de la CECT; Aspergillus brasilensis,
Trichoderma harzianum, Penicillium
funiculosum, Alternaria alternata, que se
recibieron liofilizadas (excepto la Alternaria
alternata que se recibié en cultivo) y se
hicieron crecer en un nutriente agar adecuado
hasta la obtencion de esporas viables. Las tres
cepas restantes fueron rescatadas de

contaminaciones en fabricas de curtidos, a las
que nombramos como QF01, QF02 y LLO1, y
que se aislaron utilizando nutriente adecuado,
para su posterior identificacion por la CECT.
Una vez identificadas, vimos que se trataba de
especies:

las siguientes

Con solucion salina al 85%, se obtuvo una
suspension de esporas de cada cepa, y se
realiz6 un recuento (con microscopio y sobre
placa) para controlar la cantidad de
esporas/mL en el momento de hacer las
siembras.

Los medios de cultivo para desarrollar el
crecimiento de hongos en placa, fueron los
siguientes; agar dextrosa saboraud y agar
dextrosa patata.

Imagen 1. Aspecto de los hongos seleccionados sobre placa (triplicado). De izquierda a derecha: Aspergillus
brasilensis, Trichoderma harzianum, Penicillium funiculosum, Alternaria alternata, Trichoderma harzianum
- LLO1, Penicillium spinulosum - QF01, Penicillium decumbens - QF02
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de la
Inhibicién

3.2. Determinacion
Concentracion Minima de
(CMI)

La cantidad minima de fungicida necesaria
para inhibir el crecimiento visible de un
microrganismo, expresada en  pg/mL,
proporciona la CMI. Cada producto fungicida
presenta una CMI distinta frente a cada tipo de
hongo (8).

Para determinar la CMI se siguié la norma
ASTM D 4576-01 (Standard Test Method for
Mould Growth Resistance of Wet Blue); segun
este método se prepara un rango de diluciones
entre 10240pg/mL hasta 0.078ug/mL de cada
fungicida, y se evalta qué dilucion inhibe el
crecimiento de hongos sembrados. (9)

La CMI de los fungicidas nombrados frente a
las cepas de hongos descritas se realizd en los
trabajos anteriores (4,5). En este articulo se

incluyen los resultados para observar la
capacidad antifangica de los productos
escogidos frente a las cepas.

3.3.  Aplicacion de diferentes

cantidades de fungicida en dos tipos de
curticiones; curticién piel wet blue y
engrase de piel vegetal

En los dos casos, se parti6 de cuero de piel
vacuna de 32kg+, procedente de Francia y la
aplicacién se realizé en bombos de laboratorio.

Antes de empezar las pruebas, se efectué una
extraccion de cada piel con acetonitrilo, para
determinar posibles restos de fungicidas de
procesos anteriores con el cromatdgrafo de
liquidos, para asegurarnos que no habia
productos residuales que nos interfirieran en
los resultados.

En los dos casos, se fracciond la piel a utilizar
en nueve muestras iguales. Una muestra se
reservo para aplicar cada proceso sin ningln
producto antifingico afiadido (blanco-control).
A las ocho muestras restantes se les aplicaron
cuatro cantidades distintas (C1 — C4) de los
dos compuestos  fungicidas  estudiados
(DIMPTS e IPBC) tal y como se observa en la
Tabla 2:
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M1 C1-DIMPTS | M5 Cl-1PBC
M2 C2 - DIMPTS | M6 C2-1PBC
M3 C3-DIMPTS | M7 C3-1IPBC
M4 C4 - DIMPTS | M8 C4 - 1PBC
Tabla 2. Tratamientos con compuestos

fungicidas aplicados en cada operacién

3.3.1 Curticion de piel wet blue

Se parti6 de cuero piquelado, dividido en tripa
a 3.3mm. Se curtio cada fraccion en un bombo
distinto segun la receta mostrada en la Tabla 3.

Porcentaje sobre peso de piel
piquelada

60% H,O

4% cloruro de sodio

4% sal de cromo 33% basicidad
(X/2) % fungicida

4% sal de cromo 33% basicidad
1% formiato de sodio

Noche en reposo

Controlar el pH (entre 2,8 — 3)
1.5% bicarbonato de sodio
Controlar el pH (entre 3,5 —4)
(X/2) % fungicida

Escurrir - vaciar

100% H,0

Escurrir - vaciar

Rodar 60°
Rodar 60°
Rodar 3h
Rodar 3h
Rodar 90°
Rodar 60°

Rodar 15°

Tabla 3. Curticion piel wet blue

Las distintas cantidades de fungicida afiadido
(X) se muestran en la Tabla 4.

Cl-

M1 DIMPTS M5 C1-IPBC 0.12
M2 Dl(li/lzP-'I'S M6 C2-1IPBC 0.16
M3 Dlﬁp}s M7 C3-1IPBC 0.20
M4 DICI\:/AllP-'I'S M8 C4 - IPBC 0.24

Tabla 4. Distintas cantidades de fungicida
afiadido en la curticion wet blue

De cada ejemplar curtido se guardo:

= Una muestra himeda para observar el
crecimiento de hongos en la piel.
Conservada a 4°C.
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= Una muestra seca para poder determinar el
contenido de fungicida en la piel.
Conservada a temperatura ambiente.

3.3.2 Engrase de piel vegetal

Se partié del mismo tipo de cuero piquelado
gue en el estudio anterior, el cual fue curtido
con extractos vegetales siguiendo la receta de
la Tabla 5. Una vez fraccionada en nueve
muestras, cada una de ellas fue engrasada de
acuerdo con la receta de la Tabla 6.

Porcentaje sobre peso de
piel tripa

4 % Extracto de mimosa

1 % Dispersante naftalen
sulfénico

0.18 % Bicarbonato de sodio
0.26 % Engrasante sulfatado

30 % H,O (a 35°C)

6 % Extracto de mimosa

10 % Extracto de mimosa

0.5 % Dispersante naftalen
sulfénico

0.4 % Acido oxalico

0.4 % EDTA disodico

50 % H,0

Escurrir bafio — vaciar

200 % H,0

Escurrir bafio — vaciar
Descargar piel

Escurrir piel

Rodar 2h

Rodar 2h

Rodar 12h

Rodar 1h

Rodar 20°

Tabla 5. Férmula del proceso de curticion

vegetal

Porcentaje  sobre

escurrido

peso

70 % H,0 (55°C)

4,30 % Engrase sulfatado
1 % Engrase sulfitado

X % Fungicida

0,45 % EDTA disodico
0,17% Acido oxalico
Escurrir — vaciar

160% H,0

Escurrir — vaciar

Rodar 60’
Rodar 25°

Rodar 1’

Tabla 6. Formula del proceso de engrase de la
piel vegetal
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Las distintas cantidades de fungicida afiadido
se muestran en la Tabla 7.

%

Muestra = Fungicida  Muestra  Fungicida -
fungicida
Cl-
M1 M5 Cl-1IPBC 0.02
DIMPTS
C2-
M2 M6 C2-IPBC 0.04
DIMPTS
C3-
M3 M7 C3-1IPBC 0.06
DIMPTS
C4 -
M4 M8 C4 - IPBC 0.08
DIMPTS

Tabla 7. Distintas cantidades de fungicida
afadido en el engrase de piel vegetal

De cada ejemplar, se reservaron las mismas
piezas que en el caso anterior:
= Una muestra himeda para observar el
crecimiento de hongos en la piel.
Conservada a 4°C.
= Una muestra seca para poder determinar el
contenido de fungicida en la piel.
Conservada a temperatura ambiente.
3.4  Control de crecimiento de hongos
Se realizd un control de crecimiento de hongos
en cada piel tratada con las diferentes
cantidades de DIMPTS e IPBC frente a tres
cepas escogidas. Dos de ellas adquiridas de la
CECT vy una aislada de fébrica. Se efectu¢ el
estudio por triplicado, sobre placas estériles
con medio de cultivo agar de patata, tal y como
indica la norma ASTM DA4576-01 (10). El
crecimiento se controlaba frente a un blanco-
control, una piel de las mismas caracteristicas
que el resto, pero sin producto fungicida
afiadido.

Se estudio el comportamiento del Aspergillus
brasilensis, el Trichoderma harzianum, y del
QF01, que corresponde al Penicillium
spinulosum. Se colocaron las muestras en
placas, rodeadas de medio de cultivo que se
dejo solidificar, y se afadieron 2 gotas de
solucion de esporas (del orden de 105
esporas/mL de concentracion) de cada hongo
escogido; una encima de la piel y otra encima
del cultivo (Figura 1).

Se almacenaron las placas a 26°C, en
atmosfera himeda y semanalmente se hizo la
lectura de resultados frente al blanco-control
hasta un maximo de 90 dias. En el caso de la
piel curtida al vegetal, el control se realizd
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durante 30 dias, debido a que las pieles en este
estado no necesitan resistir los ataques méas de
dos o tres semanas.

Para evaluar los resultados obtenidos en este
estudio se observd el crecimiento de moho en
las muestras tratadas, depositadas en las placas
de cultivo. De acuerdo con la norma ASTM D
4576-01 (10), el informe de los resultados del
crecimiento de moho debe incluir el porcentaje
de superficie cubierta por hongos. Para
precisar los resultados en las muestras en las
gue el porcentaje de crecimiento sobre la piel
fue del 0%, se introdujo el pardmetro de la
“Zona de inhibicion” (ZI) (Figura 1), que se
define como la distancia (mm), alrededor de la
muestra, donde el fungicida, debido a su efecto
radiante, inhibe el crecimiento de moho.

Inhibicién

(£1)

Figura 1. Ejemplo con las localizaciones de la
inoculacién (X).

Zona de inhibicién (ZI) provocada por el
fungicida contenido en la piel.

3.5 Determinacion del fungicida en la
piel
3.5.1 Contenido total de fungicida

Las muestras de piel destinadas a la
determinacion de fungicida se dejaron secar a
temperatura ambiente y se trituraron para
obtener polvo de piel, y hacer la determinacion
de fungicida por cromatografia liquida. El
andlisis se realizo siguiendo la norma ISO/DIS
13365 (11), para la determinacion de
fungicidas en piel, y adaptdndola a los
fungicidas aqui ensayados. Constaba de una
primera parte de extraccion del producto con
ultrasonidos con el disolvente adecuado y su
posterior determinacion en el HPLC. El
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disolvente utilizado fue acetonitrilo en todos
los casos.

3.5.2 Contenido
fungicida

estratigrafico  de

Paralelamente a estos estudios, se realizd una
curticién wet blue y un engrase de piel vegetal
(siguiendo las mismas formulaciones descritas
en la Tabla 3 y en las Tablas 5 y 6) afiadiendo
un contenido de fungicida comln en este tipo
de procesos. La piel obtenida, se dejo secar a
temperatura ambiente y se dividié en tres
capas: flor, intermedio y carne. Se tritur6 cada
una de ellas y se determind el contenido de
fungicida. De esta manera se pudo comprobar
la distribucion estratigrafica de cada producto
en la piel y para cada proceso.

En cada uno de los fungicidas estudiados
(TCMTB, DIMPTS e IPBC), en el caso de la
curticion wet blue se le afiadio un 0.2% de
fungicida, y en el engrase de piel vegetal un
0.04% de producto antifangico.

3.6 Determinacion de la toxicidad de los
banos residuales de curticion

Se reservaron los bafios de los procesos
aplicados en el apartado 3.5.2 para determinar
la toxicidad de las aguas residuales. Se
determind la toxicidad segun la norma de
calidad del agua UNE EN ISO 11348-3:2009,
utilizando el método Microtox (12). De esta
manera se pudo comparar el impacto
medioambiental que suponian los fungicidas
alternativos respecto al TCMTB.

El sistema Microtox® es un bioensayo que
examina la toxicidad aguda de muestras
medioambientales 'y  compuestos  puros
basdndose en la  reduccion de la
bioluminiscencia natural de la bacteria marina
Vibrio fischeri en presencia de agentes
contaminantes. La toxicidad se expresa como
la concentracion de agente que produce la
reduccion del 50% de la luminiscencia inicial
(EC50) (13).
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4 RESULTADOS
4.1

Determinacion de la Concentracion Minima de Inhibicion (CMI)

Los resultados de la CMI de los productos fungicidas ensayados para cada una de las cinco cepas

seleccionadas se muestran en la Tabla 8.

[ Ceposadquiridss  Cepasaisladas |

Fungicida Qspe_rgillys Trichoderma Pen_icillium Alternaria QF01 QF02 LLO1
rasilensis harzianum funiculosum alternata

TCMTB 7.6 7.6 15.3 0.95 61 17 17

DIMPTS 3.8 7.6 1.9 1.07 7.6 15.2 15.2

IPBC 0.8 3.9 1.94 0.79 3.8 3.8 3.8
Tabla 8. Concentracion Minima de Inhibicion (CMI) en ug/mL

Los fungicidas propuestos como alternativos 4.2.1 Curticion wet blue. Control de

demuestran una eficacia mayor que el
TCMTB, tanto para las cepas adquiridas de la
CECT como para las cepas aisladas de fabricas
de curtidos. Estas cepas recogidas e
identificadas revelan una resistencia adquirida
a determinados productos frente a cualquier
ataque fungico, ya que son resultantes de

sobrevivir a un proceso de curticion,
seguramente tratado con los fungicidas
comunes.

4.2.  Aplicacion de fungicida en dos
tipos de curticiones; curticion piel wet
blue y -engrase de piel vegetal

crecimiento de hongos

La Tabla 9 muestra el porcentaje de

crecimiento de moho sobre la piel wet blue y la
zona de inhibicion que crea el fungicida a su
alrededor, para las distintas concentraciones de
fungicida aplicado. Los estudios se realizaron
por triplicado, y los valores de la tabla son la
media de los tres casos.

DIMPTS Cs ZI (mm) | CS ZI(mm) |[CS ZI (mm)
(%0) (%0) (%0)

Co [ Control 100 0 100 0 100 0

ci1 [012 0 217 0 12.7 0 18.3

c2 |o0.16 0 21 0 12 0 14

c3 [0.20 0 20 0 15 0 14

ca |024 0 29 0 137 0 18

IPBC Cs ZI (mm) | CS ZI(mm) | CS ZI (mm)
(%0) (%0) (%0)

Co_ [ Control 100 0 100 0 100 0

Ci1 |012 0 26.7 37 0 1336

c2 |0.16 0 45 0 123 0 20

c3 |o0.20 0 39.3 0 22.7 0 32

ca |o024 0 45 0 19.7 0 37.7

Tabla 9. Resultados de Crecimiento en Superficie (CS) y Zona de Inhibicién (ZI) para las muestras de
piel wet blue, con diferentes concentraciones de fungicida (DIMTPS e IPBC), transcurridos 90 dias de

control.

Un crecimiento de moho en la piel, anula la
zona de inhibicion debido a que la muestra ya
ha sido alcanzada por la cepa. Las muestras sin
fungicida afiadido quedaron completamente
contaminadas dos semanas después de la
siembra. En el caso del DIMPTS, la minima
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concentracién aplicada (un 0.12%) fue
suficiente para inhibir el crecimiento de hongo
sobre la piel. Frente al Aspergillus brasilensis,
también  fue  suficiente la  minima
concentracion afiadida de IPBC (0.12%), en
cambio, la inhibicién del crecimiento del
Trichoderma harzianum y del Penicillium
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spinulosum se alcanz6 con
concentracion testada (un 0.16%).

la segunda

La Imagen 2, es un claro ejemplo del control
de crecimiento en las muestras donde se
sembro la cepa Trichoderma harzianum. Cada
columna corresponde a una concentracion de

Se ha escogido esta imagen ya que se observa
perfectamente como las diferentes
concentraciones ejercen  diferentes efectos
frente a las cepas. Cuanto mayor es la
concentracion  aplicada, mayor evita el
crecimiento de hongos en la piel wet blue y
evita que éstos crezcan alrededor, creando un
efectivo halo de inhibicién.

IPBC distinta, ya que las pruebas se realizaron
por triplicado.

Imagen 2. Control
de crecimiento del

Trichoderma
harzianum sobre

piel wet blue
después de 90
dias de

incubacion.
Columna de
izquierda a
derecha: Control,
0.12%, 0.16%,
0.20%, 0.24%
IPBC

En este tipo de proceso se aplicaron cantidades
menores de fungicida debido a que las pieles
en este estado solamente necesitan resistir el
ataque fungico durante unas dos semanas,
entre operaciones del proceso. El control se
realizé durante 30 dias.

4.2.2 Curticibn y engrase de piel
vegetal. Control de crecimiento de
hongos

La Tabla 10 muestra los resultados de
porcentaje de crecimiento de moho sobre la
piel y la zona de inhibicién de las pieles
curtidas con extractos vegetales y engrasadas.

DIMPTS CS(%) ZI(mm) |CS(%) ZI(mm) |[CS(%)  ZI (mm)
Co Control | 843 0 100 0 100 0

C1 0.02 0.3 3 123 0 0.7 0

C2 0.04 0 7 17 43 0.2 1

C3 0.06 0 73 0 9.3 0.7 5.7

c4 0.08 0 213 0 7 0 123
IPBC CS(%) ZI(mm) [CS(%) ZI(mm) |CS(%)  ZI (mm)
Co Control [ 783 0 100 0 100 0

C1 0.02 0 10 40 0 0 4

C2 0.04 0 147 11 0 0 7.7

C3 0.06 0 21 6 0 0 11

c4 0.08 0 26 1.2 0 0 137

Tabla 10. Resultados de Crecimiento en Superficie (CS) y de Zona de Inhibicion (ZI) observados en
las diferentes muestras de piel vegetal, transcurridos 30 dias de control
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A pesar de que las cantidades aplicadas eran
menores, un 0.06% de DIMPTS es capaz de
evitar el ataque del Trichoderm harzianum, y
para el Aspergillus brasilensis, con un 0.04%
es suficiente y para el Penicillium spinulosum
es necesario aumentar la oferta a 0,08 %. Para
este tipo de pieles, un 0.02% de IPBC fue
suficiente para evitar la contaminacion del
Aspergillus brasilensis y del Penicillium

spinulosum, pero para evitar el ataque del
Trichoderma harzianum durante un mes, se
necesita una cantidad mayor que un 0.08%.

La Imagen 3 muestra el efecto que ejercen las
distintas concentraciones de IPBC aplicadas
sobre piel vegetal, frente al ataque de la cepa
Penicillium spinulosum (QF01), transcurridos
30 dias de la siembra.

Imagen 3. Control de crecimiento del QF01
(Penicillium spinulosum) sobre piel curtida
con extractos vegetales después de 30 dias de
incubacion. Columna de izquierda a derecha:
Control, 0.02%, 0.04%, 0.06%, 0.08% IPBC

La proteccion de los cueros al vegetal es mas
dificil debido a los nutrientes que confieren los

agentes  curtientes  vegetales a  los
microorganismos. Los agentes curtientes
vegetales  (polifenoles combinados con

hidratos de carbono) ofrecen a los hongos un
nutriente directo en forma de azlcares simples.

4.3
piel

Determinacion de fungicida en la

4.3.1 Contenido total de fungicida

Cuanto mayor es el porcentaje de fungicida
afiadido al proceso, mayor cantidad de
fungicida se determina en la piel, a pesar de
que no se cumple la proporcion entre las
muestras. Posiblemente se debe a que la piel es
una matriz irregular y no se deposita el
fungicida uniformemente. El Gréafico 1
muestra la relacion de cantidades de fungicida
en la piel expresadas en mg sobre kg de piel
himeda.
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1400 A
1200 ~
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DIMPTS | IPBC ‘ DIMPTS | IPBC ‘

Wet blue

Vegetal

Grafico 1. Cantidad total

determinada en la piel

de fungicida

4.3.2 Contenido
fungicida

estratigrafico  de

Segin Hauber (14), la distribucion del
fungicida en las capas de una piel bovina es
distinta, y se puede generalizar resumiendo que
la capa flor contiene un 60-70%, la capa
intermedia un 10-20% Yy la capa carne puede
absorber un 25-30% de fungicida. Siguiendo
estas pautas, y con los resultados obtenidos
(Tabla 11, Gréfico 2) se observa que en el caso
de la curticion al cromo practicamente todos
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los productos analizados cumplen con estos
criterios. La distribucion de piel vegetal
muestra una cantidad de fungicida en las capas
externas muy similar, dejando menos
productos en el interior.

Wet
Blue

Wet
Blue

Wet

Vegetal Blue

Vegetal Vegetal

Flor 74.0 49.3 70.5 36.7 69.7 374

Intermedia | 10.9 104 4.8 15.2 114 22.8

Carne 15.1 40.3 24.7 48.1 18.9 39.8

Tabla 11. Porcentaje de fungicida (%)
contenido en cada capa de piel en los dos tipos
de curticiones

HFlor ®intermedia Carne

100% -
90% -/
80% -/
70% -
60%
50% -
40%
30% -
20%
10% -
0%

Wet Blue | Vegetal Wet Blue | Vegetal Wet Blue | Vegetal

TCMTB

Gréfico 2. Distribucion estratigrafica de
fungicidas en la piel

DIMPTS IPBC

Se observa que la distribucion estratigrafica es
distinta en los dos tipos de curticion. Asi como
las pieles wet blue confirman las afirmaciones
de Hauber, que la mayor concentracion de
fungicida (entre un 60 y un 70%) se deposita
en la capa flor, en el caso de la piel curtida con
extractos vegetales, la capa flor y la capa carne
poseen una cantidad de fungicida similar (35-
50%), dejando la menor concentracion en el
interior (10-20%).

4.4 Determinacién de la toxicidad de
los barios residuales de curticion

Se determind la toxicidad de un bafio sin
fungicidas afiadidos (control o de referencia), y
se compar6 con la toxicidad producida por los
bafios de curticién en la que se habian afiadido
los productos estudiados: TCMTB, DIMPTS e
IPBC. Este proceso se realizd para los dos
tipos de procesos descritos: curticion wet blue
y engrase de piel vegetal.
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En el Gréfico 3, la primera columna de cada
caso corresponde a la toxicidad del bafio sin
fungicida afiadido, y la cantidad (que
nombramos como A y B) se ha tomado como
referencia para evaluar el resto de bafios.

La mayor toxicidad, y con diferencia, la
presentd6 el TCMTB, una de las grandes
problematicas que siempre ha acompafiado a
esta molécula. Los dos fungicidas propuestos
como alternativos presentaron una toxicidad
mucho méas baja. Se destaca el resultado de la
toxicidad producida por el bafio con IPBC,
debido a que tanto para la piel curtida al cromo
como la piel curtida con extractos vegetales es
igual a la que presenté el bafio sin fungicida
afiadido.

® Control mTCMTB DIMPTS mIPBC
40B

20A

Wet blue Engrase vegetal

Gréfico 3. Comparacién de la toxicidad de los
bafios residuales de las dos curticiones
estudiadas. Todos ellos comparados frente a
un bafio de referencia, sin fungicida.

Sin embargo, el TCMTB es
medioambientalmente inestable. Es estable al
pH é&cido de los bafios residuales, pero se
degrada progresivamente a pH 7. La tasa de la
hidrolisis aumenta rapidamente a valores de
pH mas altos. Esto significa que en las
condiciones de la planta de tratamiento de
aguas residuales, la toxicidad del TCMTB sera
mucho menos importante que en las
condiciones de los bafios residuales. (15)

5 CONCLUSIONES

Los fungicidas propuestos como alternativos
diiodometil-p-tolilsulfona (DIMPTS) y del 3-
iodo-2-propinil butilcarbamato (IPBC)
demuestran una eficacia mayor que el 2-
(tiocianometiltio)-1,3-benzotiazol (TCMTB),
uno de los productos mas usados en tenerias,
tanto para las cepas adquiridas de la CECT
como para las cepas aisladas de fabricas de
curtidos. Estas cepas recogidas e identificadas
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revelan mayor resistencia a cualquier ataque
fungicida ya que son resultantes de sobrevivir
a procesos de fabrica, seguramente tratados
con los fungicidas comunes, por lo tanto, con
una resistencia adquirida a estos productos.
Los resultados aqui obtenidos, junto con las
conclusiones extraidas de dos trabajos
anteriores confirman la eficacia de estos dos
fungicidas alternativos en el sector de
curticion.

Un 0.2% es una cantidad usada normalmente
para aplicar en curticion wet blue, pero se ha
demostrado que porcentajes menores (entre
0.12 y 0.16%) de DIMPTS e IPBC evitarian el
ataque de las tres cepas usadas para este
estudio, comunes en fabrica. En el caso de la
piel vegetal, para conservarla en perfecto
estado durante cuatro semanas, seria necesario
un porcentaje de entre 0.04 y 0.08 de DIMPTS.
En cambio, con un 0.02% de IPBC bastaria
para conferir una proteccién adecuada de la
piel durante un mes para dos de las tres cepas
consideradas  (Aspergillus  brasilensis y
Penicillium  spinulosum). Es interesante
destacar que los diferentes tipos de hongos
requieren distintas cantidades de fungicida, tal
y como se observa con los resultados de la
CML.

Al observar la distribucion estratigrafica de los
fungicidas en la piel, vemos que mientras que
para la piel wet blue los dos compuestos
fungicidas se distribuyen aproximadamente un
60-70 % en la capa de flor, un 10 - 20 % en la
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capa intermedia y un 25 — 30 % en la capa de
carne, resultados que concuerdan con la
bibliografia, en el caso de la piel vegetal, la
distribucion es distinta. Las dos capas externas
contienen cantidades similares de fungicida
(entre un 35-50%) y la capa intermedia
solamente entre un 10 y un 20%. Es posible
que una proteccion mayor en el exterior de la
piel evite la entrada de las esporas en la
misma.

La toxicidad determinada de los bafios
confirma una de las mayores problematicas
que presenta el 2-(tiocianometiltio)-1,3-
benzotiazol (TCMTB) ya que fue éste el que
presentd un valor mas elevado y con diferencia
(entre 20 y 40 veces la toxicidad presentada
por el bafio de referencia, sin fungicida
afiadido). El IPBC es el que produce menor
toxicidad en las aguas residuales ya que
coincide con la toxicidad determinada en
bafios en los que no se afadieron productos
antifangicos. La toxicidad del DIMPTS oscila
entre 1.3 y 6 veces la toxicidad de referencia,
mucho menor que el TCMTB. Todos ellos,
valores determinados en el pH de final de
proceso y que se reducen al aumentar el pH a
7.
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