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ABSTRACT

The microbial colonization is an issue of increasing concern inside buildings not only because of causing aesthetic damages in coatings but also for developing
diseases in persons with low-defence systems or respiratory problems. In this sense, cleaning is fundamental to maintain the hygienic conditions and some
commercial products that help to prevent and eliminate moulds in coatings have been developed.

The aim of this research was to study the performance of thymol onto paint films as a potential compound to be used in fungicide liquids to control the incidence
and spread of moulds. Thymol (2-isopropyl-5-methylphenol) is a monoterpene found as the main compound in various essential oils, such as thyme and oregano.
Numerous “in vitro” studies have shown the good performance of this compound as an antimicrobial and disinfectant. Painted panels were placed on moistened
filter paper in Petri and, a spore solution of A. alternata, an environmental fungus was inoculated onto the paint. Finally, a set of panels was sprayed with a
solution of thymol and another set with a commercial product. Sprayed panels with the thymol solvent (ethanol) and not sprayed panels were used as controls.

Petri dishes were incubated at 28 °C for 2 months. It was observed that the thymol spray inhibited the fungus growth onto painted panels, while the commercial
product and the controls did not show inhibition. Therefore, thymol is a natural alternative to formulate products that help to prevent the development of moulds
on painted surfaces.
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RESUMEN

La colonizacion microbiana en el interior de los edificios preocupa en forma creciente no solo por el deterioro estético que puede ocasionar en los
revestimientos sino por los problemas de salud que causan los microorganismos en personas con bajas defensas o con problemas respiratorios. En este sentido,
la limpieza es fundamental para mantener las condiciones de higiene, por esto es que existen algunos productos comerciales que ayudan a la prevencion y
eliminacion de los mohos en los revestimientos.

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el desemperio del timol sobre las peliculas de pintura como potencial compuesto a utilizar en liquidos fungicidas
para controlar la incidencia y propagacion de los mohos. El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un monoterpeno que se encuentra como compuesto principal de
varios aceites esenciales, como el de orégano y tomillo. Hay numerosos estudios que muestran el buen desempeiio “in vitro” de éste compuesto como
antimicrobiano y desinfectante. Para los ensayos se utilizaron paneles pintados que se colocaron sobre papel de filtro humedecido en placas de Petri. Se
inocularon con una solucion de esporas del hongo A. alternata. Por ultimo, se rocié un grupo de paneles con una solucion de timol y otro con un fungicida
comercial. Como controles se utilizaron paneles rociados con el solvente del timol (etanol) y paneles sin rociar. Se incubaron a 28° C por 2 meses. Se observo
que el spray de timol inhibio el crecimiento del hongo sobre el panel pintado mientras que el producto comercial y los controles no lo inhibieron. Por lo tanto, el
uso de timol resulta una alternativa natural para la formulacion de productos destinados a la prevencion del desarrollo de los mohos sobre las superficies
pintadas.
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1. Introduccion

Las pinturas de base acuosa son aquellas en las que el vehiculo es una
emulsion de la resina en agua. Al ser aplicadas, la emulsion se rompe al
eliminarse el agua por secado, obteniéndose asi una fase oleosa continua.
En las formulaciones de este tipo de pinturas se han quitado los
disolventes organicos -VOCs- reduciéndose asi la emision de estos
compuestos y, por ende, la contaminacion ambiental. La desventaja de
estas pinturas es el gran contenido de aditivos que requieren para su
formulacion: espesantes (en su mayoria a base de celulosa),
emulsionantes, plastificantes, coloides, entre otros. Todos ellos
susceptibles de biodeterioro [1-3]. La colonizacién microbiana en el
interior de los edificios preocupa en forma creciente desde las ultimas

décadas, no solo por los deterioros estéticos que pueden ocasionar en los
revestimientos sino por los problemas de salud que causan los
microorganismos en personas con bajas defensas o con problemas
respiratorios. Existe mucha bibliografia que relaciona los problemas de
salud con la contaminacion fungica en ambientes cerrados. Los hongos
son un grupo muy grande, diverso y heterogéneo de organismos que se
encuentran en practicamente todos los nichos ecoldgicos. Entre los
géneros mas comunmente aislados en el interior de los edificios se

encuentran Penicillium, Aspergillus, Cladosporium 'y Alternaria [4-7].

La limpieza es fundamental para mantener las condiciones de higiene,
existiendo una creciente necesidad de priorizar la limpieza a nivel de la
superficie, por ejemplo, para la prevencion y control de las infecciones en
hospitales, especialmente porque los patdogenos son cada vez mas
resistentes a los agentes antimicrobianos [8-10]. Por esto, existen en el
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mercado algunos productos comerciales que ayudan a la prevencion y
eliminacion de los mohos en los revestimientos.

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un monoterpeno fendlico que se
encuentra como componente de varios aceites esenciales, principalmente
de orégano, tomillo y ajedrea. Utilizado ya en el antiguo Egipto para la
preservacion de las momias, este compuesto se encuentra como parte de la
formulacion de diversos medicamentos, pastas dentales, entre otros
productos. Hay numerosos estudios que muestran la eficacia de este
bactericida, insecticida, nematicida,

compuesto  como fungicida,

varroocida y desinfectante en general [11-13].

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el desempeiio del timol
aplicado sobre las peliculas de pintura como potencial compuesto a
utilizar en liquidos fungicidas para controlar la incidencia y propagacion
de los mohos. Para ello, se pintaron paneles y se los coloco sobre papel de
filtro humedecido en placas de Petri, los cuales se inocularon con una
solucion de esporas del hongo A4. alternata. Por tltimo, se roci6é un grupo
de paneles con una solucion de timol y otro con un producto comercial.
Como controles se utilizaron paneles rociados con el solvente del timol
(etanol) y paneles sin rociar. Se incubaron a 28° C por 2 meses. El spray
de timol inhibid el crecimiento del hongo sobre el panel pintado mientras

que el producto comercial y los controles no lo inhibieron.

2. Materiales y Métodos
2.1. Compuestos

Se utilizé Timol, calidad analitica, provisto por Sigma-Aldrich. Para los
ensayos se preparé una solucion de timol en etanol 96%, con una
concentracion final de 1 mg/ml. También se utilizé un producto comercial
promocionado como eliminador de moho. Se prepard una diluciéon 1/10 en
agua destilada, segiin recomendacion de fabricante.

Dado que el producto comercial no especifica composicion, se
realizaron espectros de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) de
ambos compuestos para descartar la posibilidad de que el producto
comercial contenga timol. Para realizar las medidas se uso6 la técnica de
Reflexion Total Atenuada (ATR-FTIR) con una ventana de ZnSe en un
espectrofotometro Perkin-Elmer Spectrum One.

2.2. Formulacion y elaboracion de la pintura

Se formuld una pintura acrilica al agua, sin ningun tipo de biocida, cuya
composicion se presenta en la Tabla 1. Se elabor6 en una dispersora de
alta velocidad y se conservo en un frasco cerrado a temperatura ambiente

hasta su uso.

Tabla 1-Composicién de la pintura.

Componente % (p/p)
Agua (solvente) 252
Antiespuma 0,3
Espesante (celulosico) 0,5
Dispersantes 0,45
Humectante 0,15
TiO, (Pigmento opacante) 19,0
CaCO; natural (Pigmento carga) 41,6
CaCO; precipitado (Pigmento extendedor) 3,7
Resina acrilica estirenada 7,2
Aguarras (Coalescente insoluble) 1,3
Butilglicol (Coalescente soluble) 0,6

2.3. Evaluacion del crecimiento fiingico sobre paneles pintados

La eficacia del timol contra el hongo Alternaria alternata se evalud sobre
paneles de vidrio de 2,5 cm x 2,5 cm, recubiertos con dos manos de
pintura. Una vez aplicada la pintura se dejaron secar los paneles en
ambiente de laboratorio por 15 dias (curado de la pintura). Pasado ese
tiempo, se esterilizaron con luz UV, 20 minutos de cada lado y, luego, se
colocaron en placas de Petri conteniendo papel de filtro con 1 ml de agua
estéril, para generar una atmoésfera himeda. Se inoculé cada panel de
pintura con 100 pl de una suspensién de esporas (10° esporas/ml solucién
fisiologica) del hongo ensayado. Por ultimo, se procedié a realizar el
spray sobre los paneles: un grupo de paneles se rocié con 2 ml de una
solucion de timol (1 mg/ml), otro con el producto comercial en dilucion
1/10, segin recomendacion del fabricante y otro con el producto
comercial concentrado. Como controles se utilizaron paneles rociados con
el solvente del timol (etanol) y paneles sin rociar. Se incubaron a 28° C
por 2 meses.

El crecimiento del hongo fue estimado como porcentaje de cobertura
sobre la superficie, por medio de inspeccion visual, a simple vista y en
lupa. Los paneles se calificaron segun se muestra en la tabla 2.

Tabla 2— Calificacion del crecimiento fiingico en placa

Observacién del crecimiento Calificacién
Sin crecimiento 0
Crecimiento en trazas (<10%) 1
Crecimiento bajo (10-30%) 2
Crecimiento moderado (30-70%) 3
Crecimiento alto (70% hasta cobertura completa) 4

3. Resultados
3.1. Espectros FTIR

Los espectros obtenidos por ATR-FTIR (figura 1) muestran que el
compuesto comercial no contiene Timol en su composicién dado que los
picos caracteristicos de este ultimo no estan presentes en el espectro del
producto comercial.
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Figura 1 — FTIR del timol y del producto comercial.
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3.2. Evaluacion del crecimiento fiingico sobre paneles pintados

Los resultados obtenidos para el ensayo de los paneles pintados, se
resumen en la tabla 3 y las fotografias de los paneles se muestra en la
figura 2. El control sin spray muestra la mayor calificacion, es decir 4,
que corresponde a un porcentaje de cobertura mayor al 70%, mientras que
el control con solvente (etanol) se lo califico con 3 puntos. Estos
resultados muestran que el solvente también ejerce cierta influencia sobre
el crecimiento fingico, que puede resultar beneficioso en una formulacion
para un potencial producto comercial, como una barrera mas de
proteccion. En cuanto al desempefio del producto comercial, se puede
observar que utilizandolo de manera concentrada produce un efecto
contrario al deseado, pues favorece el crecimiento del hongo, de hecho
obtuvo la mayor calificacion. Comparativamente, con el control sin spray,
si bien obtuvieron la misma calificacion, se ve que el crecimiento no es
tan agresivo como en este Ultimo. Por otro lado la dilucion recomendada
por el fabricante logré disminuir el crecimiento respecto del control, pero
solo en parte quedando practicamente igual que el control con solvente.
Finalmente, el timol muestra una muy buena inhibicion del crecimiento
fangico luego de dos meses de ensayo, dado que el desarrollo del hongo

fue minimo.

A) B)

Figure 2 -Crecimiento fingico sobre paneles: (A) Control sin spray;
(B) Control solvente; (C) Spray producto comercial concentrado; (D)
Spray producto comercial dil. 1/10; (E) Spray timol 1mg/ml.

Tabla 3—Crecimiento fiingico sobre paneles pintados

Calificacién
Control sin spray 4
Control solvente (etanol) 3
Spray producto comercial concentrado 4
Spray producto comercial dilucion 1/10 3
Spray timol 1

Las fotografias de la figura 3 muestran la observacion en lupa de los
paneles rociados con timol y con el solvente. La figura 3-A y 3-B
muestran abundante desarrollo de micelio y esporas, cubriendo
practicamente toda la superficie de la pintura, con algunas zonas mas
densas que otras. En la Figura 3-C (timol) se observa claramente que el
hongo tiene un desarrollo de micelio mucho menor; los que han podido
crecer estan aislados y son de tamafio reducido en comparacién con el

control.

Figure 3 — Observacion en lupa paneles (A) Control solvente (etanol);
(B) Spray producto comercial; (C) Spray timol 1 mg/ml.

4. Conclusion

Se observo que el spray de timol inhibio el crecimiento del hongo sobre el
panel pintado mientras que el producto comercial y los controles no lo
inhibieron. Por lo tanto, el uso de timol resulta una alternativa natural para
la formulacién de productos destinados a la prevencion del desarrollo de
los mohos sobre las superficies pintadas.

Este tipo de propuesta resulta atractiva y con buen potencial, pero es
necesario seguir investigando y trabajar en conjunto con empresas, para
hacer viable la seleccion de ideas, tecnologias y compuestos
“ecoamigables” para la generacion de productos comerciales.
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