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Resumen  

 El biodeterioro se puede definir como cualquier cambio indeseable en un 

material provocado por la actividad vital de los organismos. Las bacterias, 

arqueas, algas, hongos, líquenes, cianolíquenes así como las plantas y 

animales, causan constantemente problemas en la conservación de los 

materiales debido a su potencial deteriorante. Sin embargo, los hongos 

filamentosos son los microrganismos con mayores potencialidades deteriorantes 

debido a su nutrición heterótrofa absortiva, crecimiento mediante hifas y la 

secreción de ácidos y pigmentos. El deterioro fúngico provoca pérdidas 

económicas debido al presupuesto invertido en restauración y porque los 

materiales contaminados son potencialmente perjudiciales para la salud humana 

al albergar posibles patógenos. Por lo tanto, el estudio de la micobiota para 

prevenir el deterioro resulta de gran interés porque se puede conocer las 

especies cultivables que intervienen, aspectos de su ecología y posibles 

tratamientos.  

Por otro lado, la tecnología sol-gel ofrece una alternativa en cuanto al control 

del crecimiento fúngico en materiales estructurales mediante recubrimientos 

aditivados con biocidas ecológicos. En este sentido, el método sol-gel presenta 

varias ventajas, entre las que destacan obtención simple, alta uniformidad en las 

películas delgadas y la posibilidad de aplicarlos sobre diferentes tipos de 

sustratos. Por su parte, la nanotecnología verde proporciona herramientas para 

obtener biocidas nanoestructurados utilizando sistemas biológicos y previniendo 

cualquier toxicidad asociada. En este sentido, la síntesis fitogénica juega un 

papel importante debido a que las plantas son fuentes de compuestos químicos 

reductores y estabilizantes. Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis doctoral 

fue la obtención, a partir del estudio de la micobiota presente en materiales 

estructurales, de hongos altamente deteriorantes para ser utilizados como 

bioindicadores en el estudio de la prevención del biodeterioro mediante el uso de 

recubrimientos de base sol-gel aditivados con nanopartículas obtenidas por 

síntesis verde. El muestreo microbiológico se realizó por técnica de hisopado en 

la fachada de la Catedral de La Plata (CP) y en la Estación Experimental del 

Centro de Investigación y Desarrollo en Tecnología de Pinturas (CIDEPINT). Los 
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aislados fueron identificaron hasta el taxón más bajo posible y se calculó la 

densidad (DR) y la frecuencia (FR) relativa de aparición de los mismos. Los 

atributos biodeteriorantes fueron evaluados mediante los ensayos de: disolución 

de carbonato de calcio, secreción de ácidos y pigmentos, y exposición a cámara 

de humedad. Por otra parte, las nanopartículas (NPs) fueron obtenidas a partir 

de soluciones acuosas de AgNO3 y Cu (NO3)2 .3H2O a las que se añadió la 

solución de tanino Caesalpinia spinosa y Schinopsis balansae. Las NPs fueron 

caracterizadas por espectroscopía UV-vis, TEM, SEM, espectroscopia EDS, 

mapeo de rayos X y espectroscopía FTIR. La actividad antifúngica de las NPs 

se determinó mediante el método de difusión en agar (Kirby-Bauer) y el ensayo 

de macrodilución en placa. En el caso de la formulación del recubrimiento sol-

gel se emplearon dos precursores: 3-aminopropiltrietoxisilano (AMEO) y 3-

mercaptopropiltrimetoxisilano (MTMO) y fueron caracterizados mediante la 

medición del ángulo de contacto, determinación de absorción de agua y técnicas 

de microscopia electrónica. La actividad antifúngica de los recubrimientos 

funcionalizados con NPs se evaluó siguiendo los lineamientos de la norma ASTM 

5590.  

La técnica de hisopado permitió caracterizar la micobiota presente en los 

sitios de muestreo. En la CP, Cladosporium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp. 

presentaron mayor FR, sin embargo, en CIDEPINT fue Chrysonilia sp. Los 

atributos biodeteriantes mostraron que Aspergillus niger MN371276, 

Lasiodiplodia theobromae MN371283, Cladosporium sphaerospermum 

MN371394, Penicillium commune MN371392 y Arthothelium spectabile 

MT071822 fueron las cepas con mayor potencialidad deteriorante. El análisis 

molecular de estas cepas permitió reafirmar la identificación taxonómica y 

establecer relaciones evolutivas. Con el método de síntesis propuesto fue 

posible la obtención de nanopartículas de plata (AgNPs) quasiesféricas con 

actividad antifúngica frente a las cepas de estudio. Con el uso de la tecnología 

sol-gel fue posible la obtención de recubrimientos hidrofóbicos a partir de AMEO 

y MTMO con AgNPs funcionalizadas. Recubrimiento con AMEO y AgNPs 

presentaron mejor performance antifúngica en la protección de material cerámico 

y de pintura acrílica para mampostería con respecto al que contenía MTMO y 

AgNPs.  Por lo tanto, los recubrimientos sol-gel funcionalizados con Nps 
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antifúngicas verificaron su eficiencia en el control del deterioro fúngico aplicable 

en la protección de materiales estructurales. 

Palabras claves: biodeterioro, hongos filamentosos, nanopartículas, 

recubrimientos 
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Abstract  

  Biodeterioration can be defined as any undesirable change in a material 

caused by the vital activity of organisms. Bacteria, archaea, algae, fungi, lichens, 

cyanolichens, plants and animals constantly cause problems in the preservation 

of materials due to their deteriorating potential. However, filamentous fungi are 

the microorganisms with the greatest spoilage potential due to their heterotrophic 

absorptive nutrition, hyphal growth and secretion of acids and pigments. Fungal 

deterioration phenomena cause economic losses due to the budget invested in 

restoration and because contaminated materials are potentially harmful to human 

health by harbouring potential pathogens. Therefore, the study of mycobiota to 

prevent deterioration is of great interest because it is possible to know the 

cultivable species involved, ecological aspects and possible treatments.  

On the other hand, sol-gel technology offers an alternative for the control of 

fungal growth on building materials by means of eco-friendly biocide-additivated 

coatings. In this sense, the sol-gel method has several advantages, among which 

the most important ones are simple obtaining, high uniformity in thin films and the 

use of different types of substrates. Green nanotechnology provides tools to 

obtain nanostructured biocides using biological systems and preventing any 

associated toxicity. In this respect, phytogenic synthesis plays an important role 

because plants are sources of reducing and stabilizing chemical compounds. 

Therefore, the general objective of this doctoral thesis was to obtain from the 

study of the mycobiota present in building materials, highly degrading fungi to be 

used as bioindicators in the prevention of biodeterioration using sol-gel based 

coatings additivated with nanoparticles obtained by green synthesis. 

Microbiological sampling was carried out by swabbing technique on the façade 

of the Cathedral of La Plata (CP) and at the Centro de Investigación y Desarrollo 

en Tecnología de Pinturas Experimental Station (CIDEPINT). Isolates were 

identified to the lowest possible taxon and the density (RD) and relative frequency 

(RF) of occurrence of isolates was calculated. The biodeterioration attributes 

assessed were calcium carbonate dissolution test, acid and pigment secretion 

and exposure to humidity chamber. On the other hand, nanoparticles (NPs) were 

obtained from aqueous solutions of AgNO3 and Cu(NO3)2.3H2O to which the 
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Caesalpinia spinosa and Schinopsis balansae tannin solution were added. The 

NPs were characterized by UV-vis spectroscopy, TEM, SEM, EDS spectroscopy, 

X-ray mapping and FTIR spectroscopy. The antifungal activity of the NPs was 

determined by agar diffusion method (Kirby-Bauer) and macrodilution assay. In 

the case of the sol-gel coating formulation, two precursors were used: 3-

aminopropyltriethoxysilane (AMEO) and 3-mercaptopropyltrimethoxysilane 

(MTMO) and were characterized by contact angle measurement, water 

absorption determination and electron microscopy techniques. The antifungal 

activity of the NPs functionalized coatings was evaluated following ASTM 5590 

standard.  

The swabbing technique allowed characterization of the mycobiota present at 

the sampling sites. In the CP, Cladosporium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp. 

presented the highest FR, however, in CIDEPINT it was Chrysonilia sp. The 

biodeteriating attributes demonstrated that Aspergillus niger MN371276, 

Lasiodiplodia theobromae MN371283, Cladosporium sphaerospermum 

MN371394, Penicillium commune MN371392 and Arthothelium spectabile 

MT071822 were the strains with the highest deteriating potential. Molecular 

analysis of these strains allowed reaffirming the taxonomic identification and 

establish evolutionary relationships. It was possible to obtain quasispherical silver 

nanoparticles (AgNPs) with antifungal activity against the strains studied with the 

proposed synthesis method. Bioactive coatings functionalized with AgNPs using 

sol-gel method were obtained. Two precursors AMEO and MTMO were assessed 

to the sol-gel synthesis. Coating with AMEO and AgNPs showed better antifungal 

performance in the protection of ceramic material and acrylic paint applied on 

masonry respect to that containing MTMO and AgNPs. Therefore, the sol-gel 

coatings functionalized with antifungal Nps verified their efficiency in the control 

of fungal deterioration applicable to the protection of building materials. 

 

Keywords: biodeterioration, filamentous fungi, nanoparticles, coatings 
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Biodeterioro 
El biodeterioro se puede definir como cualquier cambio indeseable en un material 

provocado por la actividad vital de los organismos (Hueck, 1965; Allsopp et al., 

2004). Las bacterias, arqueas, algas, hongos, líquenes, cianolíquenes así como 

las plantas y animales, están constantemente poniendo en riesgo la 

conservación de los materiales debido a su potencial deteriorante (Morton and 

Surman, 1994; Pérez et al., 2014; Soto et al., 2020). En la Figura 1.1 se observa 

el deterioro de una fachada provocado por varios organismos. El biodeterioro de 

materiales ha sido descrito hace varios siglos, incluso en la Biblia se relatan 

casos de "lepras" rojas y verdes en las casas (por ejemplo, Levítico, capítulo 14, 

v. 36). Su importancia se descuidó durante mucho tiempo, en el que se creía que 

los procesos químicos y físicos eran los factores dominantes de la degradación 

del material (Sterflinger and Piñar, 2013). En las últimas décadas, este dogma 

ha cambiado y se admite que los organismos no sólo causan una grave 

destrucción estética, sino que habitan y penetran en los materiales, lo que 

provoca la pérdida de material, debido a la corrosión ácida, la degradación 

enzimática y la acción mecánica (Morton and Surman, 1994; Gilbert and 

Stephens, 2018). 

 

Figura 1.1.  Biodeterioro en la fachada de la Catedral de Reims, Francia. 
Tomado de  Eyssautier-Chuine et al., 2021.  
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     Por otra parte, el biodeterioro de materiales causa pérdidas económicas 

debido a los procesos de restauración. Por ejemplo, la descontaminación de 

salas y depósitos infectados supone un elevado gasto para los museos (Dias et 

al., 2021). Además, desde hace 10 años se afirmó que la pérdida mundial anual 

de materiales no alimentarios debido al ataque de hongos es de 40.000 millones 

de dólares (Allsopp, 2011), por solo mencionar un grupo de organismos. Sin 

embargo, el valor cultural e histórico de muchas pinturas, libros y manuscritos es 

inestimable y, por tanto, no puede expresarse simplemente en términos 

monetarios. 

Biodeterioro de materiales estructurales 
El biodeterioro en materiales de construcción (piedra, cerámica, cemento, 

hormigón, etc.) es un problema global y costoso para las empresas constructoras 

(Romani et al., 2022). Los fenómenos de biodeterioro observados en los 

materiales estructurales están determinados por varios factores. Entre los que 

se destacan la composición química del propio material, el clima y la exposición, 

forma y la frecuencia de la limpieza de las superficies y el mantenimiento 

(Cwalina, 2014; Vidal et al., 2019). Los microorganismos contribuyen de forma 

significativa a los fenómenos de deterioro general observados en la piedra, el 

hormigón, el mortero, los revestimientos, el vidrio y los metales utilizados en las 

construcciones edilicias (Lors and Tribollet, 2018; Mitchell and Clifford, 2018). 

      Aunque las bacterias pueden crecer en entornos húmedos y formar 

biopelículas dentro del espacio poroso de materiales de construcción, su 

presencia puede ser limitada debido a los requerimientos vitales y a la actividad 

acuosa muy alta. Esta condición se da cuando ocurre la entrada de agua y no 

sólo la  por la humedad alta o la condensación en las superficies (Saiz-Jimenez 

and Laiz, 2000; Eyssautier-Chuine et al., 2021). Las bacterias quimioheterótrofas 

pueden llegar a intervenir en el deterioro del material (Ragon et al., 2012). Su 

papel depende probablemente en gran medida de las condiciones ambientales. 

Se ha demostrado que este grupo de microorganismos tienen cierto impacto 

negativo en ciertos materiales, ya que potencian la precipitación de carbonato de 

calcio mediante procesos pasivos y activos (Wu et al., 2021). Por ejemplo en una 

investigación, se utilizaron cepas de Bacillus cereus y Myxococcus xanthus para 
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bioinducir activamente la precipitación de calcita y debilitar la piedra monumental 

(Ettenauer et al., 2011). 

      En edificios sin condiciones climáticas controladas, se observa la formación 

de eflorescencias salinas en la superficie de los muros. Este fenómeno imita las 

condiciones encontradas en hábitats extremos favoreciendo la proliferación de 

microorganismos halotolerantes /halófilos (Laiz et al., 2000; Catelli et al., 2016). 

En los edificios atacados por la sal se han detectado a menudo especies halófilas 

de las Gammaproteobacterias (como los géneros Idiomarina, Salinisphaera y 

Halomonas) y Firmicutes (Halobacillus y Bacillus spp.), pero también especies 

de los filos Bacteroidetes y Actinobacterias (Ettenauer et al., 2014).  

      Las bacterias no han sido las únicas reportadas bajo estas condiciones 

extremas, también algunas arqueas.  Dentro de los géneros más importantes se 

encuentran Halococcus y Halobacterium (Romano et al., 2019). Muchos de estos 

microorganismos contienen pigmentos carotenoides como β-caroteno, α-

bacterioruberina y derivados, y salinixantina en sus membranas celulares (Oren, 

2009; Schröer et al., 2021). Su proliferación produce las típicas manchas rosadas 

en las superficies de las paredes, lo que influye significativamente en el aspecto 

estético visual (Figura 1.2). La sal puede estar disponible en el propio muro, por 

procesos biológicos (sales de amonio) o simplemente por co-migración con el 

agua infiltrada (Piñar et al., 2013b). Debido a cambios en los parámetros físicos, 

es decir, la temperatura o la humedad, las sales pueden precipitar en las 

superficies expuestas. La cristalización de las sales en las paredes tiene un 

efecto destructivo. Algunas sales pueden cristalizar en diferentes hidratos, 

ocupando un mayor espacio y produciendo una presión adicional que finalmente 

conduce a la pérdida y destrucción del material debido al agrietamiento y 

desprendimiento de los muros (Siedel, 2018). 
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Figura 1.2.  Manchas rosadas características de las arqueas y bacterias 

halófilas. Tomado y modificado de Ettenauer et al., 2014. 

   Otros organismos que contribuyen al desgaste del material tanto en ambientes 

húmedos como secos son las cianobacterias, las algas y los líquenes (Pinheiro 

et al., 2019). Varios autores como Gaylarde et al., 2012 y Cutler et al., 2013 

reportaron un fenómeno característico consistente en grandes manchas de color 

verde sobre el sustrato (Figura 1.3). La capacidad de las cianobacterias de 

adaptarse a diferentes calidades de luz por adaptación cromática, también les 

ha permitido desarrollarse sobre la piedra  con bajas intensidades de luz, como 

es el caso de criptas y catacumbas (Crispim and Gaylarde, 2005; Gaylarde, 

2020). En estos sitios, pueden ser uno de los agentes de deterioro más 

importantes para los materiales. En estos ambientes subsuperficiales Eucapsis 

sp., Leptolyngbya sp., Scytonema sp. y Fischerella sp. han sido los taxones de 

cianobacterias más frecuentemente encontrados (Bellezza et al., 2003). 
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Figura 1.3. Alteraciones en la coloración de la piedra con tonos verdes y blancos 

provocadas por algas. Tomado y modificado de Pinheiro et al., 2019. 

Deterioro fúngico 
    En comparación con otros microorganismos, los hongos desempeñan un 

importante papel en el deterioro de materiales estructurales. Los hongos son un 

grupo diverso y abundante de organismos pertenecientes al reino Fungi  (Turland 

et al., 2018). Sobre la base de los conocimientos actuales en clasificación 

filogenética, se pueden definir nueve clados a nivel de Phylum: Opisthosporidia, 

Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, 

Mucoromycota, Glomeromycota, Basidiomycota y Ascomycota (Naranjo‐Ortiz 

and Gabaldón, 2019). Sin embargo, la clasificación de los hongos es muy 

dinámica y se estudia constantemente la taxonomía y filogenia. Tal es el caso, 

del phylum Sanchytriomycota recientemente propuesto por Galindo et al., 2021. 

Como aproximación práctica a la clasificación de los hongos, se ha realizado una 

división respecto a su organización celular. Van desde especies unicelulares 

microscópicas (levaduras) hasta especies con micelios masivos (Afonso et al., 

2021). Este último gran grupo de organismos puede caracterizarse por un 

crecimiento hifal que soporta estructuras reproductivas sexuales macroscópicas 

(por ejemplo, trufas, setas) y estructuras reproductivas sexuales o asexuales 

microscópicas, conocidos como hongos filamentosos (Lima and Santos, 2017). 
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      Se conoce como deterioro fúngico al conjunto de daños en la integridad de 

los materiales debido a la actividad vital de los organismos pertenecientes al 

reino Fungi. Hasta los objetos más antiguos y valiosos sufren graves invasiones 

fúngicas, como las cuevas de Lascaux en Francia (Bastian and Alabouvette, 

2009). Este fenómeno provoca pérdidas económicas debido a los millones de 

dólares que se invierten en la restauración del material (Allsopp, 2011). 

Lamentablemente este no es el único perjuicio que genera este fenómeno, ya 

que materiales con signos de  biodeterioro pueden ser una fuente potencial de 

hongos patógenos que afecten la salud humana (de Hoog et al., 2020).  Se han 

descrito problemas relacionados como el asma, tos y las infecciones de las vías 

respiratorias superiores (He et al., 2018). Las pruebas epidemiológicas sugieren 

que los hongos filamentosos y sus metabolitos aumentan el riesgo de 

enfermedades respiratorias como la rinitis alérgica y el asma. Esta 

contaminación también puede aumentar la incidencia de enfermedades raras, 

como la alveolitis y la sinusitis crónica. Además, la proliferación de hongos en 

interiores puede causar efectos adversos y afectar a la eficiencia del trabajo 

(Hardin et al., 2003). 

           Los hongos filamentosos se describen frecuentemente como agentes de 

deterioro de los materiales de construcción tanto en ambientes interiores como 

exteriores (Gutarowska and Piotrowska, 2007; Johansson et al., 2013). Son 

microorganismos con mayor capacidad de supervivencia en superficies con bajo 

contenido de agua y pueden tolerar la radiación ultravioleta intensa (Verdier et 

al., 2014). Particularmente en las zonas urbanas e industrializadas, la 

contaminación atmosférica genera una capa de compuestos sobre 

construcciones edilicias denominada “capa negra” (Comite et al., 2021). Esta 

capa, rica en carbono, podría proporcionar nutrientes para el crecimiento de 

microorganismos heterótrofos como los hongos. Los ácidos producidos por estos 

agentes biológicos degradan la superficie que se encuentran debajo de la capa 

negra, causando graves daños a las fachadas de los edificios (Warscheid and 

Braams, 2000; Gutarowska et al., 2015). 

         Algunos autores han señalado diversos factores que pueden intervenir en 

el deterioro fúngico de los materiales de construcción. La temperatura, la 

humedad relativa, el contenido de agua, las rutinas de limpieza de la superficie, 
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la renovación del aire y la intensidad de la luz podrían conducir a la selección de 

ciertos microorganismos, interfiriendo en su supervivencia o resistencia. 

También es necesario tener en cuenta factores como el tipo y la composición 

química del material, el pH y la disponibilidad de  nutrientes también son 

necesario tenerlos en cuenta (Adams et al., 2016). 

      La temperatura y la humedad relativa (HR) son parámetros clave que influyen 

en el desarrollo de los hongos (Trovão et al., 2020). La mayoría de ellos pueden 

agruparse en tres categorías en función de la temperatura. Los psicrófilos se 

desarrollan a temperaturas entre 0 °C y 5 °C, los mesófilos entre 20 °C y 45 °C, 

y los termófilos a 55 °C o más (Jain et al., 2009). Por ejemplo, miembros de 

Mucoromycetes y estados asexuales de Ascomycota crecen en sustratos con 

una humedad relativa del 90-100% y no por debajo, mientras Aspergillus glaucus 

crecen con una humedad relativa de hasta el 65%. La temperatura también 

puede afectar al contenido de agua. Se cree que la humedad influye en el 

crecimiento microbiano al aumentar tanto la concentración como la diversidad de 

los hongos en las superficies dañadas por el agua (Boutin-Forzano et al., 2004). 

         La disponibilidad de agua en los materiales puede expresarse en muchos 

parámetros diferentes, como la actividad acuosa (aw), la presión osmótica, la 

fugacidad, el potencial del agua y el contenido de agua.  La aw es una magnitud 

que se utiliza habitualmente en microbiología y ciencias de la alimentación, 

mientras que el contenido de agua se aplica en materiales estructurales (Adan 

and Samson, 2011). La aw incluye información cualitativa sobre la disponibilidad 

de agua en un material, ya sea líquido o sólido. Por definición, la actividad acuosa 

oscila entre 0 y 1, de los cuales el último valor se refiere al agua pura. En el caso 

de una solución, la actividad del agua disminuye en función de los ingredientes 

disueltos. Sin embargo, la determinación de la actividad acuosa es complicada, 

ya que no puede medirse directamente. La actividad del agua real de una 

solución acuosa y sustratos sólidos (porosos o no) sólo puede medirse cuando 

la solución está en equilibrio con el aire que hay encima. El valor de la humedad 

relativa del aire, expresado como proporción, es igual a la actividad del agua, 

cuando se ha establecido el equilibrio entre la fase líquida y el aire y no se 

produce ninguna transferencia neta de agua entre el aire y la solución. La 

actividad del agua del material sólo puede medirse en caso de equilibrio entre el 
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sustrato y el aire, es decir, midiendo la humedad relativa (Adan and Samson, 

2011).       

     En este sentido Grant et al., 1989 realizaron un estudio sobre los hongos que 

crecen en materiales estructurales y los dividieron en tres grupos en función de 

sus necesidades de agua en sustratos de laboratorio: colonizadores primarios, 

secundarios y terciarios.  Los colonizadores primarios son aquellos capaces de 

crecer por debajo de aw igual a 0,8 incluyendo especies de Wallemia, 

Penicillium, Aspergillus y Eurotium. Por su parte, los colonizadores secundarios 

son capaces de crecer con una aw entre 0,8 y 0,9, incluyendo especies de 

Cladosporium, Phoma, Ulocladium y Alternaria. Por último, Stachybotrys sp., 

Chaetomium sp., Trichoderma sp. y Auraeobasidium sp. son considerados 

colonizadores terciarios ya que crecen con una aw de 0,9.  

     El contenido de agua de un material sólido puede expresarse como una 

fracción volumétrica (m3/m3), una fracción de masa (kg/kg) o una relación de 

masa por volumen (kg/m3). En general, el contenido de agua de un material es 

una función de la humedad relativa en condiciones de equilibrio. Esta relación 

puede expresarse gráficamente en las llamadas isotermas de sorción, que 

muestran el contenido de agua en equilibrio en función de la HR para una 

temperatura específica. Para los materiales porosos, la isoterma de sorción está 

estrechamente relacionada con las propiedades físicas y la geometría del 

sistema de poros. La retención del agua se debe a diferentes fenómenos, entre 

los que destacan la adsorción superficial y la condensación capilar. Esta última 

tiene lugar con una HR más alta, por encima del 35%. En los poros más 

pequeños, la condensación capilar se produce a una HR menor, mientras que 

para los poros más grandes se requieren HR mayores. Para la mayoría de los 

materiales, el contenido de agua aumenta con el aumento de la HR (Adan and 

Samson, 2011). 

     Además, Nielsen et al., 2004 estudiaron la influencia de la HR y la 

temperatura sobre el crecimiento y el metabolismo de Aspergillus versicolor, 

Chaetomium globosum, Penicillium chrysogenum, Trichoderma harzianum, 

Ulocladium sp., Cladosporium sphaerospermum y  Stachybotrys chartarum en 

21 tipos de materiales de construcción diferentes (concreto, yeso, madera, etc). 
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El crecimiento de estos hongos sobre los materiales ocurrió a una HR >90%, 

aunque fue necesario una HR del 95% para producir cantidades detectables de 

biomasa. En todos los materiales crecieron casi exclusivamente especies de 

Penicillium y Aspergillus. 

         Los materiales muy porosos son más susceptibles a la colonización fúngica 

por su capacidad de absorber más agua y retenerla durante más tiempo. La 

rugosidad de la superficie influye en la retención de agua y la concentra en 

microfisuras, donde el crecimiento suele ser más abundante (Gómez-Cornelio et 

al., 2012). También permite la acumulación de partículas: hollín, restos orgánicos 

e inorgánicos, pólenes y esporas. El microclima local, el macroclima, la lluvia 

impulsada por el viento, la contaminación, la ubicación geográfica y el diseño 

arquitectónico son elementos notables que influyen en la colonización 

(Traversetti et al., 2018). Por ejemplo, en los climas húmedos y en las latitudes 

septentrionales, las superficies expuestas al sur reciben menos luz solar directa. 

Por tanto, una vez humedecidas, permanecen húmedas durante mucho más 

tiempo. Esta condición de secado lento es mucho más favorable para la 

colonización fúngica (Gómez-Cornelio et al., 2012; Coutinho et al., 2019).  

           El pH del sustrato influye en la colonización biológica porque algunos 

organismos prefieren valores específicos o toleran un estrecho rango de pH. Los 

valores extremos de pH no son favorables debido al efecto perjudicial de los 

iones H+ u OH- (Pinna, 2021). Aunque la mayoría de los microorganismos tienden 

a vivir en condiciones de pH neutro, algunos pueden colonizar el cemento en un 

amplio rango de pH (Allsopp et al., 2004; Miller et al., 2012). El hormigón fresco 

tiene un pH de 12 o 13, permite el crecimiento microbiano cuando el pH se reduce 

por reacción con el dióxido de carbono atmosférico (carbonatación) (Allsopp et 

al., 2004). La alcalinidad del hormigón es crucial para disminuir la tasa de 

biodeterioro al inhibir la actividad microbiana (Noeiaghaei et al., 2017). Muchos 

hongos prefieren sustratos ligeramente ácidos (por ejemplo piedra de granito o 

de arenisca), mientras que las condiciones alcalinas (por ejemplo, piedra caliza, 

mármol y morteros) pueden favorecer a las cianobacterias (Caneva and Ceschin, 

2008).  
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         Los nutrientes contenidos en el material pueden proceder del crecimiento 

biológico existente en la superficie, de los excrementos de las aves, de los 

compuestos orgánicos utilizados en la práctica de la restauración y de los 

contaminantes. El aire y la lluvia transportan nutrientes en forma de polvo y 

partículas del suelo. La fertilización del suelo conduce a una acumulación de 

nitratos y fosfatos (eutrofización) que también están contenidos en los 

excrementos de las aves (Adams et al., 2016; Pinna, 2021). 

          Por otra parte,  debido a su modo de nutrición heterótrofa por absorción, a 

la secreción de enzimas extracelulares que digieren moléculas complejas y al 

crecimiento hifal apical, los hongos filamentosos tienen una gran capacidad para 

crecer en superficies, formando así biopelículas (Jones, 1994; Priegnitz et al., 

2012).  Entonces posiblemente, la supervivencia y proliferación de los hongos 

sobre los materiales está relacionada con la capacidad de formar biopelículas. 

En este sentido, Harding et al., 2009 propusieron un mecanismo pionero de seis 

pasos para la formación de biopelículas de hongos filamentosos basado en 

modelos para bacterias y levaduras (Figura 1.4). Los pasos para el desarrollo del 

biofilm fúngico según plantearon estos autores son los siguientes: i) adsorción 

de propágulos, ii) adhesión activa a una superficie, iii) formación de 

microcolonias I, iv) formación de microcolonias II (o maduración inicial), v) 

maduración y, vi) dispersión (fase planctónica). 

      Sin embargo, Fernandes et al., 2019 propusieron la actualizaron de este 

modelo añadiendo un paso inicial: el acondicionamiento de la superficie. En este, 

la hidrofobicidad tanto de la superficie como de las esporas además de la carga 

superficial de ambos desempeñan un papel importante en el proceso de 

adhesión. Cabe destacar que el estudio de Fernandes et al., 2019  fue realizado 

sobre sistemas sumergidos en medio acuoso. Por lo tanto, en sistemas no 

sumergidos como los estudiados en el presente trabajo de tesis debemos tener 

en cuenta otro factor fundamental al momento de considerar la etapa 

condicionante que es el de la actividad acuosa del sustrato. El contacto físico 

inicial entre las esporas y el sustrato puede dar lugar a una adhesión reversible, 

seguida de una adhesión irreversible con la secreción de sustancias adhesivas 

por parte de las esporas germinadas y las germinantes activas Harding et al., 

2009. La germinación de las esporas se producirá si se dan las condiciones que 
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median la adhesión y la interacción hifa-sustrato (Zampieri et al., 2010). Las 

hidrofobinas son proteínas de pared, moderadamente hidrofóbicas producidas 

por especies de hongos ubicados en los filos Mucoromycota, Ascomycota y 

Basidiomycota que desempeñan diversas funciones en el crecimiento y 

desarrollo. La propiedad característica de las hidrofobinas es la formación de una 

membrana anfipática en contacto con una interfase hidrofílica-hidrofóbica lo cual 

permite cambiar la naturaleza de la superficie. Por otro lado, se ha reportado una 

eficiente adhesión a superficies hidrofóbicas por parte de algunas especies de 

hongos filamentosos por la presencia de hidrofobinas en la superficie de sus 

esporas (Fernandes et al., 2019). 

       Posteriormente, la diferenciación de las hifas produce una compleja red de 

hifas (micelio) que crece en todas las direcciones encerrada en una matriz 

extracelular polimérica, en la que están presentes las moléculas de quorum-

sensing, de forma similar a las biopelículas bacterianas (Blankenship and 

Mitchell, 2006). La etapa de maduración de las biopelículas debería ocurrir 

principalmente en la superficie o en los poros del material debido al crecimiento 

aéreo, la posterior formación de esporas y dispersión aérea. Por último, la etapa 

de dispersión se produce a través de la liberación de esporas o de diferentes 

propágulos en respuesta al estrés ambiental o a estímulos biológicos. 

 

Figura 1.4. Formación del biofilm fúngico. Tomado y modificado de Harding et 

al., 2009.  
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       Durante y luego de la implantación del biofilm fúngico en el material este 

puede deteriorarse producto a la biología de estos organismos (Figura 1.5). El 

deterioro fúngico puede ser de tipo físico, químico y estético, aunque no debe 

analizarse el fenómeno por separado, sino como una combinación de tipos. El 

deterioro fúngico físico puede producirse por expansión de las hifas en todo el 

material estructural dando lugar a las alteraciones mecánicas (Berdahl et al., 

2008). Esto es, a medida que el biofilm fúngico crece, se observan grietas 

superficiales y profundas que aumentan la porosidad de los materiales (Coutinho 

et al., 2015). Además, este aumento de la porosidad facilita la colonización de 

los materiales por otros microorganismos y promueve su crecimiento. Por 

ejemplo, en materiales estructurales expuestos a la intemperie, los hongos 

pueden penetrar en el interior de la piedra y causar bio-pitting (Figura 1.6). Este 

fenómeno se define como la formación de picaduras de hasta 2 cm de diámetro 

y profundidad causado principalmente por ”hongos negros” (Scheerer et al., 

2009; Lombardozzi et al., 2012). Los hongos negros son un grupo polifilético del 

subreino Dikarya que comparten una plasticidad morfológica y rasgos 

adaptativos funcionales que aseguran su supervivencia en ambientes extremos 

por portar pigmentos oscuros. Forman colonias negras compactas que soportan 

desafíos ambientales extremos como la desecación, la radiación UV, la 

temperatura, el estrés oxidativo y los tratamientos con biocidas. El bio-pitting 

ocurre predominantemente en el mármol y la piedra caliza, pero también se ha 

observado en el vidrio de la época medieval (Piñar et al., 2013a). 
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Figura 1.5. Deterioro de materiales estructurales debido a la actividad del biofilm 

fúngico. A y C: Paredes de interiores en construcciones edilicias. B: Fachada de 

la Catedral de La Plata 
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Figura 1.6. Estereofotografías de micro agujeros circulares provocado por bio-

pitting sobre la superficie de piedra. Galería Uffizi Florencia, Italia. Adaptado de 

Pinna et al., 2012. 

        Por otro lado, el deterioro fúngico químico se produce como resultado de la 

acción de metabolitos extracelulares, ácidos orgánicos y compuestos quelantes 

de metales. Esto conduce a la alteración de los minerales, la disolución y la 

posible sustitución de los minerales originales por la biomineralización 

secundaria (Warscheid and Braams, 2000; Trovão et al., 2021). Los hongos son 

conocidos por secretar gran variedad de ácidos orgánicos (oxálico, oxalacético, 

cítrico, glucónico, oxoacético y fumárico) lo cual, los constituyen en agentes 
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altamente deteriorantes para minerales y rocas (Warscheid and Braams, 2000). 

Los ácidos orgánicos logran formar complejos con iones de calcio, aluminio, 

hierro, manganeso, silicio y magnesio contribuyendo aún más con la 

degradación del material (Cwalina, 2014). Esto fue evidenciado en el trabajo de 

Chaudhuri et al., 2020  que determinaron la pérdida de peso, resistencia a la 

compactación y la liberación de oxalato de calcio a partir de muestras de 

hormigón y mármol  expuestas al crecimiento de Aspergillus tamarii. 

      Sin embargo, Coutinho et al., 2015 y Martino, 2016 plantean que el primer 

problema de la colonización microbiana es aspecto antiestético del material. De 

hecho, la biopelícula que se desarrolla en los materiales suele estar pigmentada, 

lo que forma manchas oscuras o verdes. Los hongos producen varios pigmentos, 

como carotenoides, micosporinas y melaninas, que los protegen de la irradiación 

UV (Cordero and Casadevall, 2017). Fundamentalmente la melanina les 

proporciona una fuerza extramecánica y las hifas puedan crecer mejor en las 

fisuras. Esto no es deseable, porque el material debe mantenerse intacto a lo 

largo del tiempo. El aspecto antiestético del oscurecimiento de los edificios y 

otros materiales es también un aspecto esencial de la conservación de las 

construcciones edilicias con carácter patrimonial (Grabek-Lejko et al., 2017). Por 

ello, los fabricantes de materiales estructurales invierten masivamente en 

estrategias para evitar que sus productos cambien de color rápidamente, y los 

propietarios de los edificios se enfrentan a importantes gastos para limpiar y 

restaurar los materiales que se han deteriorado con el tiempo (Romani et al., 

2022). 

            En general, el debilitamiento de los materiales causado por el desarrollo 

de biopelículas conduce a un deterioro más rápido al acelerar los efectos del 

clima (Berdahl et al., 2008; Joseph, 2021). Por último, el biodeterioro avanzado 

provoca en los materiales la pérdida del aislamiento estructural o térmico, el 

drenaje y de la reflectancia solar (proporción de luz reflejada por la superficie de 

un material) (Pena-Poza et al., 2018). 

        En algunos estudios se han investigado las correlaciones entre los tipos de 

materiales de construcción y los hongos presentes. Las especies pertenecientes 

al género Penicillium son los microorganismos más frecuentemente aislados en 
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todo tipo de materiales de construcción. Las especies de Aspergillus se 

encuentran habitualmente en materiales de tipo cerámico (hormigón, mortero) y 

en pinturas (Tuomi et al., 2000; Andersen et al., 2011). También se ha 

mencionado la inesperada presencia de Stachybotrys en materiales de tipo yeso 

(Andersson et al., 1997). Estudios enfocados en la micobiota deteriorante de los 

materiales de construcción afirman que Cladosporium spp., Penicillium spp., 

Aspergillus spp. y Stachybotrys sp. son los aislados con mayor frecuencia, 

independientemente de la técnica de muestreo, la condición ambiental o el tipo 

de material (Lappalainen et al., 2001; Gutarowska and Czyżowska, 2009; 

Andersen et al., 2011). También se detectaron similitudes con los resultados de 

las muestras de aire. Siendo las especies asociadas más comunes 

Cladosporium sphaerospermum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger, 

Aspergillus versicolor y Stachybotrys sp. (Reboux et al., 2009; Romero et al., 

2021). 

         Las biopelículas que colonizan los materiales de construcción deben ser 

eliminadas regularmente debido a los problemas que causan en la durabilidad 

de los materiales (Sanmartín et al., 2018; Cappitelli et al., 2020). En este sentido, 

estrategias de limpieza mecánica siguen siendo utilizadas aunque hoy en día 

van desapareciendo poco a poco con el empleo de compuestos químicos de bajo 

costo y mayor eficacia. Sin embargo, estos tratamientos químicos tienen un 

elevado coste medioambiental y económico debido a su aplicación intensiva 

(Scheerer et al., 2009). Por ejemplo, algunos biocidas aplicados en fachadas y 

tejados caen en los suelos y suelen permanecer por mucho tiempo. Muchos de 

ellos (como el terbutrina o el isoproturon) son poco biodegradables y provocan 

la contaminación de suelo y agua a largo plazo (Bollmann et al., 2017; Chand et 

al., 2017). Además, los productos de degradación emitidos por estos biocidas 

siguen siendo poco conocidos y se sospecha que son extremadamente eco-

tóxicos (Paijens et al., 2020). Por último, estos biocidas de amplio espectro 

causan problemas de salud humana, especialmente cuando se utilizan sin 

protecciones personales básicas (Wieck et al., 2018). 

         La ecotoxicidad de los biocidas comerciales de amplio espectro es un factor 

importante para el uso en la limpieza de materiales de construcción, por lo tanto, 

la normativa relativa a estos compuestos es cada vez más restrictiva (Warscheid 
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and Braams, 2000; Scheerer et al., 2009). Los biocidas que pueden utilizarse 

para tratamientos preventivos o curativos de los materiales de construcción de 

exterior se clasifican según el tipo de producto. El grupo 1 correspondiente a 

desinfectantes y el grupo 2 correspondiente a conservantes, según el anexo V 

del Reglamento de Biocidas (BPR) de la Unión Europea (Comisión Europea, 

2012). Aunque los costos en el control del biodeterioro son difíciles de calcular, 

estos aumentarán en el futuro, ya que incluirán no solo el gasto en restauración 

e impacto ambiental, sino también los asociados a su aplicación en condiciones 

seguras para las personas (Gaylarde et al., 2003). 

       Otro tema importante, son las metodologías de caracterización del 

biodeterioro en materiales estructurales. De manera que, los métodos de 

muestreo, los ensayos analíticos y los protocolos de pruebas en laboratorio son 

importantes para el estudio de las cepas cultivables. Desde el año 2006 están 

recomendados los métodos de muestreos en materiales de construcción debido 

a su porosidad y rugosidad (Caillaud et al., 2006). Dentro de estos se destacan, 

el hisopado, muestreo masivo, con cinta adhesiva y por conteo en placa.  

       El hisopado consiste en frotar una superficie deteriorada con una torunda de 

gasa generalmente sumergida en solución fisiológica estéril. Es relativamente 

barato y permite tomar muestras en cualquier circunstancia (Tseng et al., 2021). 

Se suele utilizar cuando la recolección de la muestra por cinta adhesiva es 

imposible debido a las dificultades de acceso a la superficie. Por ejemplo, cuando 

las muestras se recogen en las esquinas de las paredes (Marcin et al., 2020). La 

manipulación por parte del operador, el tipo de la torunda (algodón, poliéster, 

nailon), la humedad del hisopo y el tipo de material estructural son varios 

parámetros que influyen en la eficiencia de este método (Edmonds, 2009; 

Jansson et al., 2020).   

      El muestreo masivo es un método destructivo donde las muestras se extraen 

directamente de la superficie a analizar, mediante el raspado o la extracción de 

pequeños trozos de material (0,3-5 gramos). Es la técnica de muestreo más 

utilizada en la evaluación microbiana de los materiales de construcción (Trovão 

et al., 2019; Campana et al., 2020). Con esta técnica los microorganismos 

pueden aislarse al colocar la muestra directamente en un medio de cultivo o una 
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solución microbiana de la muestra en un medio de cultivo. En este último caso, 

las muestras se sumergen primero en una solución fisiológica y se realizan 

disoluciones seriadas (Flannigan et al., 2016).  

        En el caso de toma de muestra con cinta adhesiva, esta se aplica en la 

superficie del material estructural. A continuación, es posible inocular los 

microorganismos en placas de Petri colocando directamente la cinta a un medio 

de cultivo sólido u observarlos con un microscopio para identificarlos.  Dentro de 

las desventajas de este método se encuentran que la superficie debe ser 

preferiblemente plana y estar seca antes del muestreo (Andersen et al., 2011; 

Gilbert and Stephens, 2018). Por último, con el conteo en placa, el medio de 

cultivo se presiona directamente contra la superficie durante el tiempo suficiente 

para permitir la adhesión de los microorganismos. A continuación, las placas se 

protegen de la contaminación del aire mediante una tapa y se incuban. Dos 

parámetros a tener en cuenta para el aislamiento de microorganismo mediante 

esta técnica son el tiempo y la presión de la placa colocada sobre el material 

(Andersen et al., 2011; Brambilla and Sangiorgio, 2020). 

Recubrimientos funcionalizados con aditivos 
antifúngicos para el control del biodeterioro  

              Para inhibir o prevenir el crecimiento de microorganismos, incluidos 

hongos, en los materiales de construcción, se requiere la interrupción de sus 

procesos vitales.  Varios compuestos antimicrobianos como desinfectantes y 

biocidas se aplican comúnmente para controlar el crecimiento de hongos y 

bacterias. Los compuestos bioactivos más utilizados se pueden clasificar según 

sus mecanismos de acción en dos grupos principales: electrófilos y activos de 

membrana (Chapman, 2003).  

       Los electrófilos reaccionan con grupos nucleofílicos de biomoléculas como 

enzimas y ácidos nucleicos presentes en las células microbianas. Algunos de los 

biocidas (electrófilos) más utilizados comercialmente en recubrimientos 

antimicrobianas son: formaldehídos, liberadores de formaldehído, 

isotiazolinonas, carbamatos y sales metálicas de plata y cobre (Falkiewicz-Dulik 

et al., 2015a). Entre los electrófilos, los oxidantes como el hipoclorito de sodio 

(lejía) se han utilizado durante mucho tiempo debido a su bajo costo y alta 
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eficiencia (Pereira et al., 2015). Este tipo de compuestos oxidan la materia 

orgánica en general, pero su uso está siendo cuestionado y limitado debido a su 

toxicidad.  

          Sin embargo, los activos de membrana reaccionan con la membrana 

celular provocando su ruptura o tienen la capacidad de cambiar las condiciones 

del citoplasma. Este grupo incluye generalmente compuestos como los 

alcoholes, los derivados fenólicos, las sales de amonio cuaternario y los 

activadores de pH (ácidos orgánicos, parabenos, piritionas, etc.). Además, el 

control de los hongos en materiales estructurales puede lograrse mediante la 

limpieza periódica con desinfectantes sobre superficies y regulando las 

condiciones interiores (temperatura, humedad, ventilación y fugas de agua) 

(Adan and Samson, 2011; Weber and Rutala, 2013).  

        En las últimas décadas, se ha prestado cada vez más atención al efecto 

ambiental de los biocidas utilizados, lo que ha llevado a la aparición de una nueva 

legislación que busca restringir su uso, especialmente en América del Norte y 

Europa (Ribeiro et al., 2018). Ya no se permite el uso de algunos aditivos, como 

los fenilmercuriales, sin embargo, algunos otros han sido restringidos con 

relación a su concentración en formulaciones (Paulus, 2004; Falkiewicz-Dulik et 

al., 2015a). Algunos ejemplos de estos son derivados aromáticos y halogenados. 

Los biocidas convencionales que se agregan en formulaciones comerciales 

incluyen 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenol (Triclosan), 2-octil-4-isotiazolin-3-ona 

(OIT), diclorooctilisotiazolona (DCOIT), metil-2-bencimidazolcarbamato 

(Carbendazim) y 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea (Diuron) (Allsopp et al., 

2004). 

          Por lo general, se utilizan combinaciones de biocidas para mejorar el 

espectro de actividad antifúngica. Sin embargo, la eficacia de tales 

combinaciones, que se determinan comúnmente en términos de concentración 

mínima de inhibición (MIC), varía según el tipo y la concentración de combinación 

utilizada. Por lo tanto, se han investigado composiciones de biocidas más 

efectivas ("reforzadoras") para reducir la concentración de los ingredientes 

activos que se usarían por separado (Bellotti et al., 2012c; Falkiewicz-Dulik et al., 

2015a). Por ejemplo, 2-metil-4-isotiazolin-3-ona (MIT) tiene una actividad 
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antimicrobiana relativamente baja, pero ha mostrado una actividad sinérgica 

significativa cuando se combina con 1,2-benzisotiazolin-3-ona (BIT) (Karsa and 

Ashworth, 2002). 

         Los recubrimientos antimicrobianos o higiénicos que contienen en sus 

formulación aditivios antifúngicos se pueden usar para controlar el crecimiento 

de hongos y, por lo tanto, el desarrollo de biopelículas (Johns, 2003; Stobie et 

al., 2010). Por ejemplo, las pinturas higiénicas son importantes para evitar la 

colonización biológica en materiales estructurales y prevenir el biodeterioro 

(Stobie et al., 2010; Falkiewicz-Dulik et al., 2015b). Estas pinturas funcionales se 

pueden utilizar para pintar en construcciones edilicias. También se pueden 

utilizar en la industria alimentaria y farmacéutica porque en este sector deben 

lidiar con el crecimiento microbiano como uno de los problemas más críticos que 

afectan la producción, el procesamiento, el transporte y el almacenamiento  

(Souza and Fernando, 2016). 

       La adición de biocidas en pinturas durante el proceso de dispersión a 

menudo no es satisfactoria, debido al hecho de que su actividad puede perderse 

antes del final de la vida útil del recubrimiento (Sørensen et al., 2010; Mardones 

et al., 2019). En el caso de las pinturas en edificios, que deberían mantener su 

funcionalidad biocida durante más de 10 años, en realidad lo hacen durante 

menos de dos años en condiciones extremas (Eversdijk et al., 2012). Las 

razones que limitan la eficiencia de las pinturas y recubrimientos antimicrobianos 

son: pérdida del biocida de la película en la superficie debido a la lixiviación o por 

participar en reacciones con resina, pigmento y aditivos; degradación del 

componente bioactivo por factores ambientales; incompatibilidad entre biocidas 

dentro de la pintura y, además, los biocidas orgánicos comerciales podrían ser 

utilizados como fuente de nutrientes por algunos microorganismos (Falkiewicz-

Dulik et al., 2015a; Kakakhel et al., 2019). Para comprender mejor esta cuestión 

hay que tener en cuenta las capas de la pintura. Por ejemplo, las pinturas 

acrílicas al agua (más utilizadas en los edificios) están constituidas por una 

dispersión acuosa de entramados poliméricos. Tras el secado esto da lugar a la 

aparición de poros macroscópicos. Por tanto, esta porosidad favorece la 

liberación de los biocidas que residen en los poros o se adsorben en las 

partículas (Andersson Trojer et al., 2015). 
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      Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, en la actualidad los 

esfuerzos están orientados en mejorar los ingredientes bioactivos utilizados en 

la formulación, prolongar su vida útil, reemplazar los tóxicos convencionales, 

disminuir las concentraciones utilizadas y evitar su pérdida del recubrimiento. En 

este contexto, la aparición de la nanotecnología presenta un amplio campo de 

estudio para nuevos materiales funcionales con propiedades dependientes del 

tamaño. Algunas estrategias se basan en encontrar nanopartículas libres con 

actividad antimicrobiana, mientras que otras se basan en asociar compuestos 

antimicrobianos a nanomateriales para protegerlos y controlar su liberación 

(Dileep et al., 2020; Ganguli and Chaudhuri, 2021). 

      Se calcula que el mercado mundial de la nanotecnología alcanzará unos 

131.000 millones de dólares en 2026, con respecto a los 58.000 millones de 

dólares en 2020 (Al-Sakkaf and Onaizi, 2022). La nanotecnología se ha 

desarrollado como uno de los campos científicos más innovadores de las últimas 

décadas, ya que aprovecha la mayor reactividad de los materiales a escala 

nanométrica. En la actualidad, la mayoría de los científicos creen que los 

nanomateriales son uno de los pilares del desarrollo de la ciencia y la tecnología 

en el siglo XXI. 

       La nanotecnología aplicada en el diseño de superficies antimicrobianas 

busca eliminar patógenos en las proximidades de la superficie, evitando la 

formación de biopelículas (Ganguli and Chaudhuri, 2021). El mecanismo biocida 

de estos materiales es complejo y depende tanto del microorganismo como del 

nanomaterial utilizado (Bapat et al., 2018). Para el control del biodeterioro de 

materiales se han estudiado pinturas y recubrimientos aditivados con NPs 

antimicrobianas  (Kumar et al., 2008; Zielecka et al., 2011; Holtz et al., 2012; 

Dominguez-Wong et al., 2014; Barberia-Roque et al., 2019b; Gámez-Espinosa 

et al., 2020). Estos autores plantean que hay dos formas posibles de incorporar 

las NPs en una formulación de pintura: libres o asociadas a otro material. El uso 

directo de NPs metálicas como Ag, Cu y ZnO en pinturas en base acuosa (tipo 

látex) puede resultar en la disminución de su actividad antimicrobiana debido a 

su reactividad con otros componentes presentes en la formulación o su 

aglomeración (Zielecka et al., 2011; Bellotti et al., 2015; Arreche et al., 2017). 

Teniendo en cuenta esto, hay varios trabajos realizados que mostraron la 
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incorporación eficiente de nanoaditivos bioactivos (asociados o inmovilizados) 

en otros materiales para ser aplicados en pinturas  (Arreche et al., 2019). 

      Frecuentemente, la actividad biocida de los compuestos orgánicos decrece 

mucho antes de la vida útil del recubrimiento debido a su baja retención o 

degradación (Edge et al., 2001; Mardones et al., 2019). Por tanto, habitualmente 

se asocian en NPs naturales o sintéticas que actúan como portadores (Hendessi 

et al., 2016; Kamtsikakis et al., 2017; Nguyen-Tri et al., 2018). Sin embargo, se 

han desarrollado algunas nanoestructuras que pueden utilizarse como 

portadores en una matriz orgánica o inorgánica asociada al compuesto bioactivo 

por interacciones electrostáticas, hidrofóbicas o enlaces covalentes (Hendessi et 

al., 2016; Kamtsikakis et al., 2017). Por ejemplo, el carvacrol es el principio activo 

del aceite esencial de tomillo y se ha incorporado en nanotubos de halloysita 

como portador natural para ser aplicado en pinturas y recubrimientos  (Alkan Tas 

et al., 2019). 

      En el caso específico de las pinturas, se han reportado componentes 

nanofuncionalizados comúnmente utilizados, como resinas, pigmentos y aditivos  

(Fernández and Bellotti, 2017; Machado et al., 2019). En este sentido, los 

pigmentos convencionales como TiO2 y CaCO3 se han modificado a nivel de 

nanoescala para ganar funcionalidad antimicrobiana (Ferreira et al., 2013; 

Dominguez-Wong et al., 2014). Otro ejemplo de un componente 

nanofuncionalizado en pintura es la resina acrílica asociada a ZnONPs que 

tienen funcionalidades tanto antielectrostáticas como antimicrobiana en una 

concentración ~ 5% (wt)  (Xu and Xie, 2003).  

      La matriz silícea se ha utilizado en la tecnología de recubrimientos mediante 

la aplicación de arcillas naturales como los nanotubos de halloysita. Otros 

aluminosilicatos estudiados son las zeolitas, que se asociaron con Ag y Zn para 

incorporar en formulaciones acrílicas a base de agua y se probó que son 

eficientes en el control del crecimiento de hongos (Pereyra et al., 2014; Machado 

et al., 2019).    
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Recubrimientos Sol-gel 
         El proceso sol-gel ha sido aplicado en tecnología de pinturas. Por ejemplo, 

(Arreche et al., 2017, 2019)  han estudiado la incorporación en pinturas 

arquitectónicas de matrices sintéticas basadas en la química sol-gel. Además, 

las nanoesferas sintetizadas por el método sol-gel con NPs de Ag y Cu se 

evaluaron en condiciones controladas, mostrando un espectro más amplio de 

actividad antimicrobiana (Zielecka et al., 2011). Sin embargo, en algunos 

materiales estructurales no se puede aplicar pinturas para controlar el 

biodeterioro ya que por cuestiones estéticas debe mantenerse su color original, 

por ejemplo, piedras y material cerámico. Entonces, una de las estrategias para 

obtener recubrimientos antimicrobianos es la química relacionada con el óxido 

de silicio y la aplicación del proceso sol-gel directamente sobre el sustrato.   

      El proceso sol-gel consta de dos etapas con características fisicoquímicas 

muy diferentes. La etapa inicial consiste en la obtención de una suspensión 

coloidal estable (sol) a partir de un precursor. La etapa posterior deviene de la 

desestabilización del sol provocando la condensación de los 

monómeros/oligómeros en suspensión, para dar lugar a la formación de un 

polímero inorgánico. Dadas las propiedades físicas y químicas de los 

compuestos usados este polímero tiene las características de un gel con 

resistencia mecánica (Hench and West, 1990; Sakka, 2021).  

       Los precursores de la etapa inicial son típicamente óxidos y alcóxidos de 

metales o de silicio. Los precursores derivados del silicio pueden ser varios. El 

silicato de sodio sólido, es un vidrio amorfo obtenido mediante un proceso de 

fusión directa a partir de arena de sílice y carbonato de sodio, aunque también 

es posible obtenerlo a partir de arena de sílice, carbón y sulfato de sodio (Kros 

et al., 2001). Los alcoxi silanos pueden tener distintos restos alquilo, como metilo, 

butilo, etc. Dentro de este grupo de precursores se encuentran los silicatos 

orgánicamente modificados (Gupta and Kumar, 2008). Estos son alcóxidos de 

silicio en los que hasta tres de los restos alcoxi son remplazados por un resto 

alquilo con un grupo funcional. Por ejemplo, aminopropil trietoxi silano, 

mercaptopropil trimetoxi silano, fenil trietoxi silano y octadecil tricloro silano (Wen 

and Wilkes, 1996; Ohtsuki et al., 2002). De esta manera es posible introducir una 

gran variedad de grupos funcionales dentro de las estructuras de los entramados 
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poliméricos y brindarles las características químicas específicas del resto 

introducido.  

      Las características particulares de un recubrimiento obtenido por el proceso 

sol-gel están relacionadas con los factores que regulan la hidrólisis, 

condensación y polimerización (Chong et al., 1997; Halliwell and Cass, 2001). 

Dentro de estos factores se encuentran el pH, la temperatura, naturaleza de los 

catalizadores y concentración de reactivos. No obstante, posterior a la síntesis, 

la humedad y el tiempo de envejecimiento a los que se expone al material, 

también influyen en la fijación de la estructura y reactividad final (Sakka, 2021).  

     Un sol es una suspensión coloidal de partículas sólidas en un líquido. Los 

soles de dióxido pueden estar constituidos por un monómero estabilizado en 

solución o partículas de 1 a 1000 nm. En este rango están incluidos los 

oligómeros, ya que en condiciones de estabilidad y de mínima condensación, 

las partículas de SiO2 se encuentran en constante crecimiento hasta que sea 

interrumpido (Hench and West, 1990). Para obtener un sol proveniente de 

cualquier especie silícea el primer paso sería solubilizar el precursor, en caso 

de que fuera sólido y llevarlo a las condiciones desfavorables para la 

condensación de los monómeros. Aunque, existen casos en los que la obtención 

del sol estable se obtiene por hidrólisis del precursor monomérico. En 

cualquiera de los casos los parámetros principales de la estabilidad del sol son 

el pH y la concentración de sales. La forma más utilizada para la obtención de 

un sol a partir de un alcóxido es la hidrólisis seguida de la estabilización de los 

monómeros en medio ácido o alcalino (Díaz-García and Laínño, 2005). 

La reacción de hidrólisis ocurre en la interfase alcóxido-agua, por lo que 

se necesita emplear algún método que facilite la interacción de las fases, de lo 

contrario, la obtención del sol sería un proceso muy lento. Por esto, técnicas 

como agitación o sonicado se utilizan con el fin de generar una emulsión que 

logre aumentar la interacción de las fases. En la mayoría de las aplicaciones 

de estos precursores se prefiere la hidrólisis controlada previa a gelificación. 

Entonces, termina así la primera etapa del proceso sol-gel (sol) e inicia la 

segunda etapa, la gelificación (Brinker and Scherer, 1990a; Sakka, 2021).  

La gelificación consta de dos pasos: la condensación y la polimerización 

(Hench and West, 1990; Tiringer et al., 2019). El mecanismo propuesto para 

la formación del recubrimiento se ilustra en la figura 1.7. En el proceso de 
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condensación se necesita la desestabilización del sol. Esto se puede conseguir 

reduciendo el grado de hidratación o variando el pH. El sol es estable en el 

intervalo de pH 3 a 8, por lo tanto, llevando el pH de la suspensión a un rango 

entre 4 y 7 las posibilidades de condensación son factibles. La manipulación 

de la condensación del sol permite obtener geles de SiO2 sobre una superficie 

para formar un recubrimiento si se tiene en cuenta la evaporación del solvente 

de la suspensión.  Sobre una superficie el proceso de evaporación del solvente 

juega un rol fundamental en la mayoría de los casos. Pero los geles generados 

dentro de concavidades no sufren apreciablemente la influencia de la 

evaporación, salvo cuando en el medio existe un importante porcentaje de 

solvente volátil. Durante la condensación la evaporación de solvente induce la 

proximidad de las partículas y estimula su interacción (Tiringer et al., 2019).  

 
Figura 1.7.  Mecanismo de formación de recubrimiento sol-gel. 

 

Después de la condensación puede ocurrir la polimerización. La 

condensación de dos monómeros libera una pequeña molécula, como agua o 

etanol. Si esto continúa sobre el oligómero condensado, se forma una 

partícula o molécula de dimensiones exponencialmente mayores al monómero 

(polimerización). Los polímeros de óxido de Silicio pueden obtenerse en un 
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rango muy amplio de pH. En el caso de SiO2 el proceso de crecimiento de 

partícula es inevitable por lo que la condensación y polimerización son dos 

procesos que ocurren paralelamente (Brinker and Scherer, 1990a; Capeletti et 

al., 2018). Por esto, la inducción de la polimerización en un rango de pH entre 

2 y 7 es una interesante estrategia para obtener un polímero lo más ramificado 

posible. Esto es importante para que en la solución no existan 

heterogeneidades en las concentraciones de silicio y lograr el comportamiento 

homogéneo del material. Por lo tanto, en la gelificación todo el medio se vuelve 

viscoso y luego se solidifica en una red polimérica (Hench and West, 1990; 

Sakka, 2021). 

 La gelificación permite determinar de manera visual el final de la 

polimerización. El aumento de la viscosidad y posterior solidificación 

determinan la obtención de un material final de estructura estática. Luego de 

la gelificación, se evidencia la contracción del gel controlada por la sinéresis 

(Wang et al., 2013). La sinéresis es la contracción del entramado polimérico 

producto de la expulsión de líquido contenido en los poros. Esto produce la 

condensación de dos grupos silanoles, de dos partículas que se encuentran a 

una distancia mayor que la distancia de unión Si-O-Si. Solo el acercamiento 

mediante la expulsión de solvente desde el interior de los poros puede permitir 

esta unión. Lo que trae como consecuencia el aumento de la evaporación y el 

favorecimiento de la contracción. La sinéresis es un proceso muy importante 

cuando se obtiene un gel en forma de recubrimiento (Brinker and Scherer, 

1990a) (Wang et al., 2013). 

 Por otra parte, el envejecimiento del material ocurre debido al secado  

por  la evaporación del solvente, junto con el proceso de sinéresis que libera 

agua para su posterior evaporación (Brinker and Scherer, 1990b). Los aditivos 

que pueda agregarse en la mezcla de polimerización pueden interferir con el 

envejecimiento. En los recubrimientos la superficie expuesta es mayor dando 

lugar a una profusa evaporación de solvente, lo que lleva a la compactación 

del gel (xerogel) (Shang et al., 2018; Surendren and Deb, 2021). Cuando se 

deposita un volumen importante de un sol sobre una superficie este gelifica y 

se observa un recubrimiento sólido continuo. Luego de la contracción pueden 

verse fácilmente desprendimientos de fragmentos del xerogel. Si la superficie 

sobre la que se deposita el sol es hidrofílica, está activada químicamente y, el 
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gel generado es suficientemente delgado (alrededor de 1μm), el secado luego 

de la gelificación es tan rápido que puede evitar la contracción y la fractura del 

recubrimiento. Por lo tanto, este es un recubrimiento compacto, homogéneo y 

adherente (Zanurin et al., 2021). 

Una de las ventajas más importantes de la química sol-gel, radica en la 

baja viscosidad del sol previo a la gelificación. Motivo por el cual se pueden 

preparar recubrimientos por una gran variedad de métodos. Un aspecto 

informado en la literatura científica con respecto a la tecnología sol-gel lo 

constituyen las metodologías empleadas para el recubrimiento de superficies 

(Copello et al., 2008; Presentato et al., 2020). Dentro de las cuales se destacan 

la inmersión vertical, recubrimiento por giro sobre el eje (spin-coating), 

electroforesis, termoforesis y las inmovilizaciones en superficies (por 

impregnación, por inclusión, química y por copolimerización). 

        La inmersión vertical consiste en la inmersión de un soporte a recubrir de 

manera perpendicular a la superficie de un líquido. Posteriormente se procede a 

la ascensión (se comienza a retirar el soporte del sol de recubrimiento). Luego 

viene la etapa de deposición y drenado, donde el líquido por las paredes deja 

una fina película del sol   dejando la superficie con una capa de líquido casi 

homogénea. Por último, el proceso de evaporación desencadena la 

condensación y lleva al secado del polímero para dar lugar al xerogel (Pan et al., 

2021). 

En el método de recubrimiento por spin-coating, un volumen del sol 

depositado sobre el centro de la superficie se esparce hacia los extremos de 

esta mediante un giro a gran velocidad realizado sobre el eje del soporte. 

Primero un exceso de líquido se aplica en la superficie a recubrir (deposición) 

y luego el líquido fluye radialmente fuera del centro del soporte hacia los 

extremos gracias a la fuerza centrífuga (giro). Finalmente, mediante escurrido, 

el exceso de líquido que llega al extremo de la superficie se desprende en 

forma de gotas, luego el afinamiento de la película y las fuerzas de resistencia 

al flujo terminan con el escurrido. La volatilización del solvente junto a la 

contracción del   material producen la reducción del espesor del recubrimiento 

(Wang and Bierwagen, 2009). 

La electroforesis consiste en el movimiento de las partículas cargadas en 
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el líquido bajo la influencia de un campo eléctrico externo aplicado a través de 

la solución. Las partículas o polímeros se mueven en la misma dirección o en 

dirección opuesta a la corriente externa, dependiendo de su carga y se 

depositan en el cátodo o en el ánodo. Las superficies para recubrir deben ser 

conductoras y de geometrías relativamente planas (desventajas de la técnica). 

También puede aplicarse la termoforesis, donde las partículas se mueven en 

un gradiente térmico; y por aplicación mecánica donde se esparce el sol sobre 

el soporte y con ayuda mecánica se obtiene el recubrimiento. También existen 

desarrollos con técnicas mixtas, aplicando varias capas con estas técnicas 

(Brinker and Scherer, 1990a; Liao et al., 2017). 

La inmovilización en superficies se puede llevar a cabo por 4 formas 

principales: impregnación, inclusión, química y por copolimerización. La 

elección de la inmovilización en un recubrimiento o en un gel húmedo está 

relacionada con las propiedades del inmovilizando y su función. Las 

variaciones radican en las propiedades del material. Los principios químicos 

de la inmovilización se basan en uniones de tipo no covalente y covalente 

(Böttcher et al., 1999; Copello et al., 2008). 

La impregnación se logra por la adsorción del inmovilizado expuesto a la 

matriz polimérica. Este tipo de encapsulamiento se utiliza para partículas que 

son capaces de difundir por los poros del material. Las interacciones 

predominantes son puente de hidrógeno, electrostáticas y de Van der Waals. 

Las cuales pueden aparecer en otros métodos de inmovilización. Estos tipos 

de interacciones son débiles y solo se mantienen en un medio químico 

característico al tipo de unión. Estas condiciones pueden contraponerse a las 

necesarias para su aplicación (Presentato et al., 2020). Por su parte, la 

inclusión permite el encapsulamiento por restricción mecánica. Debe 

controlarse la porosidad del material de manera que el diámetro de poro medio 

sea más chico o similar al tamaño del inmovilizado. Este debe ser agregado 

inicialmente junto con los reactivos de polimerización. Las condiciones de 

gelificación deben ser controladas y tiene mucha utilidad en biología celular 

(Callone et al., 2008; Blondeau and Coradin, 2012). 

La inmovilización química se produce por unión covalente. La técnica 

más utilizada es la obtención del material en una primera etapa, para luego 

incubarlo junto con el inmovilizando en condiciones adecuadas de reacción. 
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En este método los grupos químicos de los precursores de tipo silicatos 

orgánicamente modificados, como el aminopropil trietoxi silano o los derivados 

epoxidados intervienen en la unión (Yuce-Dursun et al., 2016). En la 

copolimerización también se utilizan precursores de tipo silicatos 

orgánicamente modificados en combinación con otros sin funcionalidades 

agregadas como los tetraetoxisilanos (Kros et al., 2001). Por lo tanto, se 

utilizan dos tipos de precursores poliméricos distintos. La polimerización de 

ambos da lugar a un material con las características provenientes de los dos 

monómeros (Jal, 2004; Hatay et al., 2008). 

 

Métodos de síntesis y actividad antifúngica de 
nanopartículas  
        Los materiales con al menos una dimensión inferior a 100 nm se consideran 

de escala "nano" y tienen propiedades físicas y químicas diferentes a los 

materiales de  microescala (Haupert and Wetzel, 2005; Singh, 2016a). Tienen 

una relación superficie/volumen mayor a la de los micromateriales, debido al 

hecho de que la mayoría de los átomos se encuentran en la superficie (Morones 

et al., 2005; Mathiazhagan and Joseph, 2011). Sin embargo, los micromateriales 

también han sido usados en la formulación de pinturas higiénicas. Por ejemplo, 

Revuelta et al., 2021 utilizaron microcápsulas con pared de melamina-

formaldehído y el centro de aceites esenciales en una pintura para la protección 

eficiente de yeso frente al ataque de Aspergillus fumigatus. 

      Las nanopartículas (NPs) pueden sintetizarse a través de métodos físicos, 

químicos y biológicos. Dentro de métodos físicos y químicos, se destacan las 

radiaciones de rayos gamma, el uso de microemulsiones, los métodos 

electroquímicos, la ablación por láser, la reducción química, las reducciones 

fotoquímicas, la síntesis hidrotermal y la coprecipitación solvotermal y 

sonoquímica  (Han et al., 2015; Valverde-Alva et al., 2015; Liu et al., 2017). Las 

NPs pueden obtenerse mediante dos enfoques principales: top-down (reducir el 

tamaño hasta alcanzar un material adecuado) y el bottom-up (obtenerlas a partir 

de entidades elementales como átomos y moléculas) (Mittal et al., 2013). El 

enfoque top-down utiliza métodos físicos o químicos, que con frecuencia tienen 

una alta demanda energética y producen NPs con imperfecciones en la 
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superficie (Thakkar et al., 2010; Landge et al., 2017).  Los enfoques bottom-up 

se basan en la síntesis química o biológica y suelen producir dispersiones 

coloidales de las NPs con menos defectos y una composición química más 

homogénea (Cao and Sun, 2009; Singh, 2016b). Estos métodos tienen un bajo 

rendimiento y presentan limitaciones como el alto coste funcional, el uso de 

productos químicos tóxicos y el elevado suministro de energía. La mayoría de 

estos métodos suelen utilizar productos químicos peligrosos para la 

investigación de Nps avanzadas. Por lo tanto, las desventajas de estos métodos 

pueden limitar su producción a gran escala y en consecuencia sus aplicaciones 

(Naikoo et al., 2021). 

      Para superar las limitaciones de los métodos físicos y químicos antes 

mencionados, se han utilizado técnicas alternativas rentables que se valen del 

uso de extractos de plantas (fitosíntesis), cultivos fúngicos (micosíntesis), 

cultivos bacterianos y polímeros naturales para la obtención de NPs (Khandel 

and Shahi, 2018; Naikoo et al., 2021). La combinación de nanotecnología y 

química “verde” ha ampliado la gama de Nps metálicas biológicamente 

compatibles (Nasrollahzadeh et al., 2019). La obtención de Nps a partir de 

extractos vegetales tiene muchas ventajas sobre los métodos tradicionales, 

como la sencillez del procedimiento, la ausencia de contaminación y toxicidad, 

la posibilidad de producción a gran escala y la rentabilidad (Huo et al., 2018; 

Jasrotia et al., 2020). Estos enfoques ecológicos tienen suficiente potencial para 

desarrollar Nps bien definidas en tamaño y forma para varias aplicaciones 

prometedoras a nivel comercial (Corsi et al., 2018). 

     Las propiedades de las NPs dependen fundamentalmente de su tamaño y 

forma. Del mismo modo, la actividad antimicrobiana de las NPs puede cambiar 

si se modifican estos parámetros (Morones et al., 2005; Raza et al., 2016).  

Teniendo en cuenta la naturaleza química de los NPs que han sido evaluadas 

en cuanto a su actividad antifúngica, se pueden clasificar en tres grupos 

principales: metálicos, no metálicos e híbridos (metálicos/no metálicos). Las NPs 

metálicas (y de óxido metálico) pueden mejorar su eficacia y facilitar su 

aplicación en diferentes campos si se optimizan su propiedades quimicofísicas, 

tamaño, relación superficie-volumen, estabilidad estructural y afinidad (Elbourne 

et al., 2017). El método de síntesis más utilizado para las NPs metálicas es la 
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química “húmeda”, en la que las NPs se forman a partir de los respectivos iones 

metálicos utilizando un sistema líquido que contiene agentes reductores (por 

ejemplo, borohidruro de sodio, metoxipolietilenglicol o hidracina) y agentes 

estabilizadores (por ejemplo, dodecilbencilsulfato de sodio, polivinilpirrolidona o 

citrato) (Badawy et al., 2010; Singh, 2016b). Los métodos químicos han sido 

cuestionados debido al uso de disolventes tóxicos y la generación de 

subproductos peligrosos, lo que ha aumentado el interés por las alternativas 

ecológicas enmarcadas en la síntesis “verde” como la biorreducción o los 

métodos biológicos (Singh, 2016a). 

          La actividad antifúngica de los nanomateriales depende de sus 

propiedades tales como, la carga superficial, la composición, el tamaño de 

partícula, la forma y la capacidad de oxidación parcial (Mittal et al., 2013; Singh, 

2016b). Los estudios que intentan explicar el mecanismo de acción de las NPs 

sugieren que estas afectan la germinación de esporas, el crecimiento del micelio 

y la síntesis de aflatoxinas (Kasprowicz et al., 2010; Kairyte et al., 2013; Mitra et 

al., 2017). 

     Las NPs metálicas con actividad antimicrobiana más estudiadas son: plata 

(Ag), cobre (Cu), óxido de zinc (ZnO), y el dióxido de titanio (TiO2) (Ruffolo et al., 

2010; El Saeed et al., 2016; Nguyen et al., 2019). Sin duda, las AgNPs son las 

más conocidas por su actividad antimicrobiana y su síntesis suele producirse por 

reducción de sales de plata solubles en presencia de agentes reductores como 

citrato, glucosa, etilenglicol o borohidruro de sodio (Badawy et al., 2010; Singh, 

2016b). Se han producido AgNPs con diferentes formas: esféricas (más 

comunes), pirámides, varillas, prismas triangulares y cubos (Pal et al., 2007; 

Raza et al., 2016). 

      La plata es capaz de controlar varios patógenos con relativa seguridad, si se 

compara con los fungicidas sintéticos, y muestra múltiples modos de acción 

inhibidora de los microorganismos (Ogar et al., 2015). Hasta ahora, las AgNPs 

han demostrado ser activas frente a las siguientes especies: Aspergillus niger, 

Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Alternaria solani, 

Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Penicillium spp., 
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Rhizoctonia solani, Colletotrichum spp. y Mucor sp. (Mohamed et al., 2019; 

Sardella et al., 2019). 

      Las AgNPs liberan iones de plata en las células fúngicas, que podrían afectar 

la cadena respiratoria y la división celular, lo que conduce a la muerte celular 

(Moritz and Geszke-Moritz, 2013). Además, interactúan con los grupos tiol de 

varias enzimas, inactivándolas y afectando procesos como la nutrición (Chung 

and Toh, 2014). La plata también puede generar especies reactivas de oxígeno 

(ROS) que tienen una alta actividad citotóxica y causar la muerte celular 

(Morones et al., 2005; Singh et al., 2016). Los iones de plata pueden causar 

desnaturalización de proteínas y ADN, lo que afecta a la maquinaria replicativa 

de la célula fúngica (Dananjaya et al., 2017). Durante la formación del tubo 

germinal, la pared de la hifa es más fina y más frágil en la parte apical; este 

puede ser el momento que permite la interacción de las AgNPs en la pared 

celular, provocando un aumento de la permeabilidad de la membrana, y con ello 

una alteración en la viabilidad de los conidios (Jo et al., 2009; Mahmoud et al., 

2014).  

     Por su parte, Rajesh et al., 2018 informaron la síntesis verde de CuNPs 

utilizando el extracto de la semilla de Cuminum cyminum (comino, nombre 

común). La actividad antimicrobiana de las CuNPs se evaluó mediante el método 

de Kirby-Bauer. En este trabajo CuNPs mostraron una mejor actividad inhibitoria 

frente a Penicillium spp. en comparación con A. niger, A. flavus y Rhizopus spp. 

También se estudiaron las ZnONPs y su mecanismo de acción contra dos 

hongos patógenos: B. cinerea y Penicillium expansum (He et al., 2011). En este 

caso, se comprobó que P. expansum era más sensible al tratamiento con 

ZnONPs que B. cinerea. Las NPs inhibían el crecimiento afectando a las 

funciones celulares, lo que provocaba una deformación en las hifas del hongo, e 

impedía el desarrollo de conidióforos y conidios de P. expansum. Además, 

Kairyte et al., 2013 obtuvieron resultados similares contra una cepa de B. cinerea 

al exponerla a estas NPs en suspensión. Del mismo modo, Sharma et al., 2010 

estudiaron la actividad antifúngica de las ZnONPs contra Fusarium sp. y 

propusieron que la inhibición del crecimiento fúngico se debía a la ruptura de la 

membrana celular, lo que provocaba la posible disminución de la actividad 

enzimática del hongo. 
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        En la literatura también hay reportes relacionados con la actividad 

antifúngica de las NPs de óxido de hierro contra Trichothecium roseum, 

Cladosporium herbarum, Penicillium chrysogenum, A. alternata y A. niger.  La 

inhibición máxima en la germinación de esporas se produjo contra T. roseum 

(~88%), seguido de C. herbarum (~85%) (Parveen et al., 2018). Las NPs de 

óxido de hierro causan estrés oxidativo a través de la generación de ROS (sigla 

en inglés para especies reactivas del oxígeno) y la reacción de Fenton (oxidación 

de sustratos orgánicos mediante hierro (II) y peróxido de hidrógeno). Dado que 

el hierro es un fuerte agente reductor, induce la descomposición de los grupos 

funcionales en las proteínas y los lipopolisacáridos de membrana. Las NPs de 

hierro también provocan la oxidación por el oxígeno intracelular, lo que conduce 

a un daño oxidativo a través de la reacción de Fenton. Estas NPs penetran a 

través de las membranas alteradas causando un mayor daño y la muerte de las 

células (Parveen et al., 2018). 

      Las NPs antimicrobianas obtenidas a partir de extractos acuosos de plantas 

son muy prometedoras porque son accesibles, eficaces, de bajo costo y 

respetuosas con el medio ambiente (Mittal et al., 2013; Ananda et al., 2021). Las 

AgNPs sintetizadas utilizando extractos acuosos de diferentes plantas (Schinus 

molle, Equisetum giganteum e Ilex paraguariensis) han sido estudiadas por  

Barberia-Roque et al., 2019 contra cepas A. alternata y Chaetomium globosum. 

Estos hongos filamentosos son conocidos por deterioran las pinturas acrílicas de 

interior en base acuosa (Bellotti et al., 2013). La suspensión con AgNPs de E. 

giganteum resultó ser la más activa, con una concentración mínima inhibitoria de 

3,3 y 67,5 μg ml-1 para A. alternata y Chaetomium globosum, respectivamente. 

      La biosíntesis de NPs puede ser un novedoso sustituto de las NPs obtenidas 

por síntesis química por su enfoque económico y ecológico (Ananda et al., 2021). 

Se informó de una actividad antifúngica mayor de las AgNPs biosintetizadas 

mediante el uso de cultivos de Trichoderma viride (MTCC 5661) en comparación 

con AgNPs con forma y tamaño similares sintetizadas químicamente (Kumari et 

al., 2019). En este sentido las AgNPs biosintetizadas mejoraron la reducción del 

peso seco en un 20% y 48,8% de F. oxysporum y A. brassicicola 

respectivamente, en comparación con sus homólogas químicas. Usando como 

modelo a A. brassicicola, los autores propusieron que el desequilibrio osmótico 
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y la desintegración de la membrana son la causa principal de la muerte celular 

fúngica tras el tratamiento con las AgNP biosintetizadas. 

           Entonces, la nanotecnología en general y las NPs (nanomateriales) en 

particular pueden desempeñar un papel clave en el control del biodeterioro. 

Como ya se ha comentado, existen enfoques convencionales para el control de 

la micobiota asociada a materiales de construcción, pero tienen ciertas 

limitaciones. En este contexto, teniendo en cuenta el potencial antifúngico de 

distintas NPs obtenida por procesos alternativos, es promisorio su uso eficaz en 

la prevención del deterioro fúngico de materiales estructurales. Entonces, las 

NPs pueden emplearse como agentes antifúngicos novedosos, eficaces y 

ecológicos, alternativos a los fungicidas químicos.  

Hipótesis y objetivos 

En base a lo anteriormente expuesto se elaboraron las siguientes hipótesis: 

1. Sobre ladrillo y hormigón se desarrolla una micobiota diversa y algunos 

de los hongos que la integran son microorganismos altamente 

degradantes de esos materiales. 

2. Aislados fúngicos altamente deteriorantes pueden ser utilizados como 

bioindicadores en la evaluación de potenciales activos antifúngicos y 

recubrimientos.  

3. Los recubrimientos basados en silanos presentan propiedades 

adecuadas para ser aplicados en la protección de los materiales en 

estudio. 

4. Las nanopartículas metálicas con actividad antifúngica pueden ser 

obtenidas por síntesis verde mediante el uso de extractos vegetales 

acuosos y que las mismas presentan potencialidades antifúngicas. 

5. Los recubrimientos obtenidos mediante la metodología sol-gel pueden ser 

funcionalizados al integrar en su matriz las nanopartículas bioactivas y por 

lo tanto pueden prevenir el biodeterioro fúngico. 
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Objetivos   

El objetivo general de esta investigación es obtener, a partir del estudio de 

la micobiota presente en materiales estructurales, hongos altamente 

deteriorantes para ser utilizados como bioindicadores en la prevención del 

biodeterioro mediante el uso de recubrimientos de base sol-gel aditivados con 

nanopartículas obtenidas por síntesis verde.  

Objetivos específicos: 

1. Aislamiento de hongos a partir de materiales estructurales (ladrillo y concreto) 

ubicados en la ciudad de La Plata.  

2. Evaluación de la actividad deteriorante de las cepas aisladas. Selección e 

identificación taxonómica molecular de las cepas más deteriorantes para su 

uso como bioindicadores.  

3. Síntesis de nanopartículas metálicas utilizando extractos vegetales acuosos. 

4. Caracterización y selección de las nanopartículas de mayor actividad 

inhibitoria frente a las especies fúngicas aisladas. 

5. Formulación de recubrimientos que incorporen las nanopartículas 

seleccionadas y elaboración mediante la técnica sol-gel.  

6. Evaluación de la eficiencia de los recubrimientos obtenidos al biodeterioro 

fúngico. 
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Capítulo 2  

Estudios micológicos de materiales 
estructurales expuestos a la intemperie en 

la ciudad de La Plata 
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Introducción  
La pérdida de integridad del material es resultado de la acción de las fuerzas 

mecánicas producidas por el crecimiento de carácter invasivo del micelio. A esto 

se suma el  biodeterioro químico debido a la acción directa de los productos 

metabólicos secretados (Gu, 2018; Coutinho et al., 2019). El deterioro de los 

materiales estructurales debido a los hongos filamentosos provoca efectos 

negativos en la preservación de edificios histórico-culturales y de trabajo. Un 

ejemplo importante de esto es la Catedral de la Inmaculada Concepción, también 

conocida como Catedral de La Plata (CP) y la estación experimental del Centro 

de Investigación y Desarrollo en Tecnología de Pinturas (CIDEPINT). La CP se 

ve afectada por el crecimiento en la fachada de líquenes, algas verdes, 

cianobacterias, musgos y plantas superiores (Gómez de Saravia et al., 2016; 

Rosato et al., 2016). Sin embargo, no se ha estudiado el deterioro provocado por 

los hongos filamentosos presentes en la micobiota que se constituye en el lugar. 

En cuanto al biodeterioro del patrimonio histórico-cultural edilicio, es necesario 

evaluar los niveles de contaminación fúngica y la resistencia de los hongos a 

determinados materiales o tratamientos de conservación. 

En los edificios de trabajo, también es importante monitorear el deterioro 

fúngico de los materiales estructurales, ya que pueden causar contaminación del 

aire interior y exterior. La micobiota de los ambientes interiores contiene 

alrededor de 150 especies y, en tal sentido, se considera que a partir de 1000 

UFC / m3 es un nivel alto de exposición para los residentes (Crook and Burton, 

2010). Los géneros de hongos que se encuentran con mayor frecuencia en 

ambientes interiores son Cladosporium, Penicillium, Aspergillus y Stachybotrys 

(Verdier et al., 2014). 

Sin embargo, no hay antecedentes sobre la micobiota involucrada en el 

deterioro de la fachada de la CP y CIDEPINT. Por lo tanto, en este capítulo se 

describe el estudio de la micobiota involucrada en el deterioro de fachadas 

mediante el aislamiento y caracterización de cepas fúngicas en los lugares de 

muestreo correspondientes. En primer lugar, la investigación se centró en la 

micobiota implicada en el deterioro de ladrillo y hormigón mediante la 

determinación de: la densidad relativa, la frecuencia relativa de aparición y la 
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categoría ecológica de los aislados fúngicos. Luego, se evaluaron los atributos 

deteriorantes de las cepas aisladas mediante la prueba de disolución de 

carbonato de calcio, la determinación de producción de ácido, el ensayo de 

secreción de pigmentos y la variación de peso en ladrillos inoculados luego del 

pasaje por una cámara de humedad. Finalmente, se realizó un análisis molecular 

de las cepas fúngicas altamente deteriorantes. Estas cepas se utilizarán en los 

siguientes capítulos para estudiar nuevos materiales bioactivos en el control del 

biodeterioro de materiales estructurales. 
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Materiales y métodos  
Sitios de muestreo y aislamiento fúngico  

El muestreo microbiológico se realizó en el mes de octubre de 2017 en la 

Catedral de La Plata (CP) (34º55´S, 57º57´O) y en la Estación Experimental del 

Centro de Investigación y Desarrollo en Tecnología de Pinturas (CIDEPINT) 

(34º50´S, 57º53´O). En la CP fueron tomadas las muestras en la fachada 

paralela a la calle 53 y en el CIDEPINT en paredes límites. En ambos sitios las 

muestras fueron tomadas de 12 puntos. En la Figura 2.1 A y B se muestran 

registros fotográficos de ambos sitios.   

La CP es el principal templo católico de la ciudad de La Plata (capital de la 

provincia de Buenos Aires), Argentina y una de las iglesias más grandes del 

mundo. Es un edificio neogótico con una superficie de 7000 m2 construidos con 

ladrillo visto y mortero, lo que le confiere un aspecto característico especial. En 

los pináculos, arcos de las bóvedas y ornamentos se utilizó mortero de cemento 

blanco (Rosato et al., 2016). Por su parte, el CIDEPINT es un instituto de 

investigación dedicado a la obtención de nuevos desarrollos tecnológicos 

relacionados con pinturas y recubrimientos protectores. Cuenta con una estación 

experimental al aire libre construida de concreto donde se realizan ensayos de 

servicio natural. 

Las muestras se tomaron mediante la técnica del hisopado a partir de ladrillos 

y hormigón con notable biodeterioro por observación visual directa a 0,5 y 1,5 

metros de altura con respecto al suelo (Verdier et al., 2014; Rosato et al., 2016). 

Posteriormente, los hisopos se introdujeron en tubos que contenían solución 

fisiológica estéril. Esta se preparó añadiendo 0,85 g de NaCl / 100 mL de agua 

destilada (AD). Se realizaron diluciones seriadas (1:10-1:1000) y se inoculó 0,1 

mL de la solución en placas de Petri con medio de cultivo Agar Papa Glucosa 

(PDA) suplementado con estreptomicina (30 mg / 100 mL) y Rosa Bengala (5 mg 

/ 100 mL). Las placas se incubaron en estufa a 28 °C. Se realizaron los 

aislamientos de los hongos filamentosos a los 2, 7 y 15 días siguiendo técnicas 

microbiológicas convencionales. 
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Figura 2.1. Sitios de muestreo. A: Catedral de La Plata. B: Estación Experimental 

del Centro de Investigación y Desarrollo en Tecnología de Pinturas (CIDEPINT). 

Flechas blancas indican algunos de los puntos de muestreo. C: Resaltado en 

rojo Provincia de Buenos Aires (tomado de Google maps). 

C 

B 
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Identificación taxonómica y categorías ecológicas de los aislamientos 

Para el análisis taxonómico, todas las cepas se cultivaron en Agar Papa 

Dextrosa y se utilizaron 39 g/1000 mL de AD. Los aislados se identificaron hasta 

el taxón más bajo posible basándose en sus estructuras reproductivas, 

somáticas y características culturales de la colonia utilizando claves taxonómicas 

estándar (Samson, R.A.; Hoekstra, E.S.; Frisvad, 2004; Pitt and Hocking, 2009).  

En algunos casos se utilizó la técnica del microcultivo, además de la extracción 

de partes del micelio de colonias maduras para la observación en microscopio 

óptico. En los casos requeridos se realizó la tinción de los preparados con azul 

de algodón. Para observar mejor los conidióforos se añadió alcohol a las 

preparaciones altamente esporuladas. El nombre científico de cada taxón fue 

corroborado utilizando la base de datos disponible en MycoBank 

(https://www.mycobank.org/). 

La densidad relativa (DR) (Smith, 1980) y la frecuencia relativa de aparición 

(FR) (Esquivel et al., 2003) se calcularon utilizando las fórmulas (1) y (2), 

respectivamente: 

DR (%) = (a / b) x 100 (1) 

donde a es el número de colonias del taxón, b es el total de colonias de taxones. 

FR (%) = (c / d) x 100 (2) 

donde c es el número de veces que se detecta un taxón, d es el número total de 

muestreos realizados. 

A partir de los valores de FR, se otorgaron las siguientes categorías 

ecológicas a los hongos filamentosos según lo propuesto por Esquivel et al., 

2003: abundante (81-100%); común (61-80%); moderado (41-60%); ocasional 

(21-40%); y raro (0,1-20%). 

https://www.mycobank.org/
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Atributos biodeteriorantes 

Ensayo de disolución de carbonato de calcio  

El procedimiento seguido fue similar al propuesto por Unković et al., 2018. 

La capacidad potencial de los hongos aislados por la acidificación del sustrato 

donde crecen se evaluó mediante el ensayo de disolución de carbonato de calcio 

(CaCO3). Se utilizaron placas de Petri con medio de cultivo suplementado con la 

siguiente composición: 5 g de carbonato de calcio; 30 g de extracto de malta; 3 

g de peptona micológica y 15 g de agar por litro de AD. Las placas de Petri con 

agar extracto de malta y CaCO3 se inocularon con un disco de micelio agarizado 

de 6 mm de diámetro y se incubaron durante 14 días a 28 ºC. Las cepas positivas 

mostraron una zona clara alrededor de la colonia, lo que confirmó la disolución 

del carbonato de calcio. La prueba se realizó por triplicado. 

Secreción de ácidos  

Las cepas que resultaron positivas en el ensayo de disolución de CaCO3 se 

seleccionaron para realizar el ensayo de secreción de ácido. El ensayo permitió 

determinar la variación del pH producida en el medio de cultivo por la actividad 

vital de los hongos seleccionados debido a su capacidad acidificante. Los 

aislados se cultivaron en un Medio Mínimo Líquido (MML) suplementado con 

glucosa al 1% y rojo fenol al 0,001%. Por litro de AD fueron añadidos: nitrato de 

sodio, 2 g; fosfato de potasio, 1 g; sulfato de magnesio, 0,5 g; sulfato ferroso, 

0,01 g y cloruro de potasio, 0,5 g. Antes de agregar el inóculo, se ajustó el pH a 

7 y como control fueron empleados tubos de ensayo con MML sin inocular. Tubos 

de ensayo con MML y rojo fenol fueron inoculados con una solución de esporas 

(105 esporas/mL) e incubados durante 3 días a 28 ºC. Por último, el indicador de 

pH (rojo fenol) mostró un cambio de color y se realizaron las medidas 

correspondientes con un medidor de pH (Anaya et al., 2016). El ensayo se realizó 

por triplicado. Con los datos obtenidos fue posible calcular el cambio de pH 

(∆pH), que es el resultado de la diferencia entre el pH final del medio y el pH 

original. 
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Secreción de pigmentos 

La capacidad potencial de los aislados para secretar pigmentos orgánicos en 

condiciones limitadas de nutrientes (presentes en la superficie de los materiales 

estructurales) y, en consecuencia, para inducir alteraciones en la coloración 

original se evaluó en un ensayo en placa. El medio de cultivo utilizado fue igual 

al del ensayo de dilución de carbonato de calcio. Las placas de Petri se incubaron 

durante 7 días a 28ºC. La secreción de pigmentos fúngicos se confirmó mediante 

cambios en el color del medio de cultivo por observación directa. El ensayo se 

realizó por triplicado. Los casos en los cuales se constató la secreción de 

pigmentos se informaron como positivos. 

Exposición en cámara de humedad  

 La exposición en condiciones de humedad relativa extrema se realizó en 

condiciones controladas en una cámara de humedad siguiendo un procedimiento 

similar al descrito por  George et al., 2013. Los criterios utilizados para 

seleccionar las cepas en este ensayo fueron: la alta velocidad de crecimiento y 

la capacidad de secretar pigmentos. Se introdujeron ladrillos de 19 ± 1,0 cm3 en 

placas de Petri, cada uno se inoculó con 200 µL de solución de esporas (105 

esporas / mL). Se inocularon dos sets de tres ladrillos por cada una de las cepas 

estudiadas para retirar las muestras a los 6 y 12 meses respectivamente.  

Los ladrillos se colocaron en una cámara de humedad al 100% de humedad 

relativa. La temperatura ambiente fue regulada a 25 °C. Después de la remoción, 

los ladrillos se pesaron con y sin biopelícula. Se realizaron observaciones de las 

muestras mediante un microscopio estereoscópico (Leica S8 APO) y se tomaron 

registros fotográficos mediante una cámara digital (Leica) acoplada a este. Para 

la eliminación de la biopelícula fúngica, los ladrillos se sumergieron en una 

solución de hipoclorito de sodio (10%). Luego del lavado se secaron hasta peso 

constante a 100 °C. Se utilizaron ladrillos de control sin inoculación. 

La pérdida de peso se calculó a partir de la fórmula 3: 

Dw = W1 - W2 (3) 
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donde W1 es el peso del ladrillo antes de introducirlo en la cámara y W2 el peso 

después de la eliminación de la biopelícula. 

Después de un año, los ladrillos que perdieron más peso se observaron 

mediante microscopía electrónica de barrido (SEM, sigla en inglés) en un equipo 

Philips FEI Quanta 200 y la condición de trabajo fue de alto vacío (10-6 torr). Para 

la observación en SEM, las muestras fueron preparadas de la siguiente manera. 

En primer lugar, para fijar las estructuras fúngicas a observar las muestras fueron 

sumergidas en una solución de glutaraldehído al 2,5 % en Buffer fosfato salino 

(PBS). En la preparación del PBS, por cada litro de AD se añadieron 8g de NaCl, 

0,14 g de KH2PO4 y 0,9 g de K2HPO4. Posteriormente, para la deshidratación de 

las muestras, estas fueron embebidas en soluciones de etanol al 20, 50, 70, 90 

y 100% durante 30 min en cada solución. No fue necesario aplicar el secado por 

el método del punto crítico y finalmente se aplicó metalizado con oro (Simões et 

al., 2013).  

Análisis molecular de cepas fúngicas altamente deteriorantes  

La identificación taxonómica se confirmó mediante métodos moleculares 

basados en el análisis de secuencias que codifican para la región espaciador 

transcripto interno (ITS, sigla en inglés) del ARNr. Este procedimiento solo se 

llevó a cabo con los aislados que resultaron más deteriorantes. Las secuencias  

ITS se amplificaron mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, sigla 

en inglés); luego se secuenciaron y analizaron (Vu et al., 2019). Los cebadores 

utilizados fueron ITS1 (5´-TCC GAT GGT GAA CCT GCG G-3´) e ITS4 (5´-TCC 

TCC GCT TAT TGA TAT GC-3´) (White et al., 1990; Schoch et al., 2012). Este 

procedimiento fue derivado para su realización a la empresa Macrogen 

(www.macrogenlatam.com.ar). Las secuencias obtenidas se analizaron 

mediante el banco de datos genéticos (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 

utilizando un software de búsqueda y análisis de secuencias para encontrar los 

análogos conocidos más cercanos con valores de similitud del 99%. Además, la 

historia evolutiva se infirió utilizando el método de grupo de pares no ponderados 

con media aritmética, (UPGMA) por sus siglas en inglés. Este método de 

construcción de árboles asume que la tasa de evolución de los taxones incluidos 

se ha mantenido constante a lo largo de la historia evolutiva (Gomes et al., 2015).  

http://www.macrogenlatam.com.ar/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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Las distancias evolutivas se calcularon usando el método p-distancia y están 

en las diferencias de unidades del número base por sitio. Este análisis involucró 

5 secuencias de nucleótidos. Las posiciones de codón incluidas fueron 1ª + 2ª + 

3ª + Sin codificación. Todas las posiciones ambiguas se eliminaron para cada 

par de secuencias (opción de eliminación por pares). Los análisis evolutivos se 

realizaron en el programa MEGA 10.0.5® (Kumar et al., 2018).  

Análisis estadístico  

El análisis estadístico de la pérdida de peso del ladrillo se realizó con el 

programa RStudio 1.1.463®. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y la 

distribución de probabilidad se analizó mediante la prueba de distribución 

normal. Se aplicó un análisis ANOVA de dos vías. Los factores incluidos fueron 

el tiempo y el tratamiento. El primero tenía dos niveles: 6 y 12 meses y el segundo 

tenía 8 niveles, que corresponde con el número de cepas probadas. Luego, se 

aplicó la prueba de Tukey. Ambas pruebas se aplicaron utilizando el paquete 

multcomp. En forma similar, este programa se utilizó para analizar la asociación 

entre ciertas variables y la micobiota presente en los sitios de muestreo mediante 

el Análisis de Componentes Principales (PCA), por sus siglas en inglés. 

Específicamente para estos análisis se utilizaron los paquetes MASS, ggplot2, 

scale y factoextra. 
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Resultados  
Aislamientos fúngicos y categoría ecológica  

El método de muestreo (hisopado) y las técnicas microbiológicas 

convencionales permitieron el aislamiento e identificación de 43 especies de 

hongos filamentosos.  

 

Figura 2.2. Aislamiento y purificación de cepas fúngicas. PDA suplementado con 

Rosa Bengala, t= 2 días (A y B). Cepas puras en PDA t=4 días (C y D). T = 28˚C. 

En la Figura 2.2 se muestran registros fotográficos de placas durante el 

proceso de obtención de los aislados fúngicos. En la Figura 2.2 A y B se pueden 

ver diferentes colonias en placas de Petri con Agar Papa Glucosa suplementado 

con Rosa Bengala con crecimiento restringido debido a la presencia del Rosa 

Bengala que funciona como fungistático. Debido a que no ocurrió un 

solapamiento notable de las colonias, fue posible hacer la purificación de cada 

cepa como se ilustra en la Figura 2.2 C y D. 

C D 

B A 
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En la Tabla 2.1 se presenta un listado de los aislados pertenecientes a los 

Phylum: Mucoromycota, Ascomycota o Basidiomycota. Estos aislados se 

registraron por primera vez en ladrillos y concreto en CP y CIDEPINT. En la Tabla 

2.1 también se muestra, para cada uno de los aislados, el material estructural y 

la altura a la que fueron recolectados; así como el resultado para las pruebas de 

disolución de carbonato de calcio y secreción de pigmentos.  

La Figura 2.3 muestra la FR y DR de las cepas aisladas en las locaciones de 

muestreo, CP y CIDEPINT. En la Figura 2.3 A se puede observar que los géneros 

con mayor FR en la CP fueron Cladosporium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp. 

y junto con Alternaria alternata se consideraron abundantes. Por otro lado, la 

aparición de Epicoccum nigrum, Arthothelium spectabile y Lasiodiplodia 

theobromae fue común en el material cerámico y el concreto. Sin embargo, en 

CIDEPINT los aislados se clasificaron en abundantes, comunes, moderados y 

ocasionales (Figura 2.3 B). En este sitio de muestreo, DUSM 1 y Chrysonilia sp. 

fueron las cepas con mayor frecuencia relativa. Además, YUSM y C. 

cladosporioides presentaron la mayor densidad relativa en CP y CIDEPINT, 

respectivamente. 
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Tabla 2.1. Hongos filamentosos aislados y ordenados a partir del sitio de muestreo (CP y CIDEPINT).  

No. Aislado fúngico  Sitio de 
muestreo 

Material 
estructural 

Altura (m) 
 

Disolución de 
carbonato de 

calcio 

Secreción 
de 

pigmentos  
1 Penicillium sp. Link 1 CP Ladrillo  1.5 + - 
2 Epicoccum nigrum Link. CP Ladrillo 1.5 - + 
3 Cladosporium sp. Link 1 CP Ladrillo 1.5 - - 
4 Cladosporium sp. Link 2 CP Ladrillo 1.5 - - 
5 Alternaria alternata (Fr.) Keissl. CP Ladrillo 1.5 - - 
6 Cladosporium sp. Link 3 CP Ladrillo 1.5 - - 
7 Penicillium sp. Link 2 CP Ladrillo 0.5 + - 
8 Cladosporium sp. Link 4 CP Ladrillo 0.5 - - 
9 Coelomycetes Grove. 1 CP Ladrillo 0.5 - - 
10 Cladosporium sp. Link 5 CP Ladrillo 0.5 - - 
11 Orbiliomycetes O.E. Erikss. & Baral CP Ladrillo 1.5 - - 
12 Arthrinium sp.Kunze. 1 CP Ladrillo 1.5 - - 
13 Lasiodiplodia theobromae Griffon & Maubl. CP Ladrillo 1.5 - + 
14 Penicillium commune Thom CP Ladrillo 1.5 + - 
15 Cladosporium sphaerospermum Penz. CP Ladrillo 0.5 - - 
16 Penicillium sp. Link 3 CP Ladrillo 0.5 + - 
17 Penicillium sp. Link 4 CP Ladrillo 0.5 - - 
18 Cladosporium sp. Link 6 CP Ladrillo 1.5 - - 
19 Arthrinium sp.Kunze. 2 CP Ladrillo  1.5 - - 
20 Penicillium sp. Link 5 CP Concreto 0.5 - - 
21 Cladosporium cladosporioides (Fresen.) CP Concreto 0.5 - - 
22 Coelomycetes Grove. 2 CP Concreto 0.5 - - 
23 Penicillium sp. Link 6 CP Concreto 0.5 - - 
24 Penicillium sp. Link 7 CP Concreto 0.5 - - 
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25 Coelomycetes Grove. 3 CP Concreto 0.5 - - 
26 Aspergillus niger Tiegh. CP Ladrillo y 

concreto 
0.5 + - 

27 YUSM CP Concreto 1.5 - + 
28 Arthothelium spectabile A. Massal. CP Ladrillo 1.5 - + 
29 Moniliella sp.  Stolk & Dakin 1 CIDEPINT Concreto 0.5 - - 
30 DUSM 1 CIDEPINT Concreto 1.5 - - 
31 DUSM 2 CIDEPINT Ladrillo 0.5 - - 
32 Cladosporium cladosporioides (Fresen.) CIDEPINT Ladrillo 0.5 - - 
33 DUSM 3 CIDEPINT Concreto 0.5 - - 
34 Moniliella sp.  Stolk & Dakin 2 CIDEPINT Concreto 0.5 - - 
35 Chrysonilia sp. Arx. CIDEPINT Concreto 1.5 - - 
36 DUSM 4 CIDEPINT Ladrillo  1.5 - - 
37 Alternaria sp. Nees, 1 CIDEPINT Concreto 1.5 - - 
38 SUNEM CIDEPINT Ladrillo  1.5 - - 
39 Moniliella sp.  Stolk & Dakin 3 CIDEPINT Concreto 0.5 - - 
40 Aureobasidium pullulans (de Bary) CIDEPINT Concreto 0.5 - - 
41 Geomyces sp.  Traaen CIDEPINT Concreto 1.5 - - 
42 Mucor sp. Fresen. CIDEPINT Concreto 1.5 - - 
43 OUSM CIDEPINT Concreto 0.5 - + 

                                                                                            + : Positivo;  - : Negativo 

YUSM: micelio septado no esporulado amarillo 

DUSM: micelio septado no esporulado dematiaceo  

OUSM: micelio septado no esporulado anaranjado 

SUNEM: micelio no septado no esporulado asalmonado  
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Figura 2.3. Densidad relativa, frecuencia relativa y categoría ecológica de los 
aislados fúngicos. A: Catedral de La Plata; B: Estación experimental del 
CIDEPINT. 
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Atributos biodeteriorantes 

Ensayo de disolución de carbonato de calcio  

La Tabla 2.1 muestra los resultados de la prueba de disolución de carbonato 

y el ensayo de secreción de pigmento. En la Figura 2.4 se puede observar la 

imagen frontal y el reverso de las placas con los aislados que dieron positivo a 

esta prueba.  

 
 

Figura 2.4. Cepas con resultado positivo para el ensayo de disolución de 
carbonato. A y B: Penicillium sp. 1. C y D: Penicillium sp. 2. E y F: P. commune. 
G y H Penicillium sp. 3. I y J: A. niger. Morfología de la colonia en agar de extracto 
de malta con CaCO3. A, C, E, G e I: Anverso; B, D, F, H y J: reverso. T = 28˚C, t 
= 14 días. 

En las imágenes del reverso de las placas se puede observar con mayor 

detalle los halos alrededor de las colonias producto de la acidificación del medio. 

Solamente Penicillium sp. 1, Penicillium sp. 2, Penicillium commune, Penicillium 

A B D C 

E F H G 

I J 
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sp. 3 y Aspergillus niger fueron las cepas con capacidad para degradar el CaCO3 

en las condiciones establecidas. Todas fueron aisladas de la CP. Las cepas de 

Penicilium sp. solamente se reportaron en ladrillos, mientras que A. niger se 

encontró sobre los dos materiales analizados. 

Secreción de ácidos   

 El ensayo de producción de ácido se realizó exclusivamente con las cepas 

que resultaron positivas en el ensayo de disolución de carbonato (Figura 2.5). La 

mayor disminución de pH, al concluir el ensayo fue registrado en el medio 

inoculado con A. niger seguido de P. commune y Penicillium sp. 3 que mostraron 

un ∆pH promedio con desviación estándar igual a 3,86 ± 0,06; 2,71 ± 0,04 y 1,28 

± 0,07, respectivamente. Por otro lado, Penicillium sp. 1 y 2 presentaron una 

menor modificación del pH (0,10 ± 0,05) sin diferencia estadísticamente 

significativas entre ellos.  

 

Figura 2.5. Valores de variación de pH y desviación estándar. Letras diferentes 
en las barras indican diferencia estadísticamente significativa (ρ≤0.05) para la 
prueba de Tukey. 
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Secreción de pigmentos  

E. nigrum, L. theobromae, YUSM, A. spectabile y OUSM fueron capaces de 

secretar pigmentos en las condiciones del ensayo. Registros fotográficos de 

estos aislados son presentados en la Figura 2.6. La producción de pigmentos se 

evidenció por un cambio en la coloración observable en forma directa en el medio 

de cultivo. La mayoría de los aislados que produjeron pigmentos fue dentro de 

algunas de las variantes del amarillo Figura 2.6 A, D y E, mientras que los 

pigmentos rojos estaban presentes en dos cultivos, Figura 2.6 B y C. La 

secreción de pigmentos es un proceso relacionado con la biología de los hongos 

que les ofrece resistencia contra determinadas condiciones ambientales, con lo 

cual, incrementan sus atributos biodeteriorantes.  

 

Figura 2.6. Hongos filamentosos capaces de secretar pigmentos. A: E. nigrum. 
B: L. theobromae. C: YUSM. D: A. spectabile. E: OUSM. Anverso de la colonia. 
T = 28˚C, t = 7 días. 
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Exposición en cámara de humedad 

En la Figura 2.7 se observan imágenes obtenidas mediante un microscopio 

estereoscópico de los ladrillos luego de 12 meses de exposición en la Cámara 

de humedad. En los registros fotográficos puede apreciarse el deterioro causado 

por los ocho aislamientos fúngicos seleccionados. Estos se seleccionaron de 

acuerdo con su capacidad de secretar pigmentos (E. nigrum, L. theobromae, 

YUSM y A. spectabile) y su velocidad de crecimiento (Arthrinium sp. 1, Arthrinium 

sp. 2, DUSM 1 y DUSM 2).  

 

Figura 2.7. Ladrillos inoculados y expuestos en la Cámara de Humedad. A-I: 

Imágenes de microscopio estereoscópico. A: E. nigrum, B: Arthrinium sp. 1, C: 

L. theobromae, D: Arthrinium sp. 2, E: YUSM, F: A. spectabile, G: DUSM 1, H: 

DUSM 2 e I: Ladrillo sin inocular. (t = 12 meses). 
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En la Figura 2.7 se observa micelio incoloro sobre las superficies de los 

ladrillos, debido a que las cepas crecieron solamente a expensas de los 

compuestos químicos presente en el ladrillo comprometiendo su metabolismo 

con las funciones vegetativas. El crecimiento micelial fue más invasivo en L. 

theobromae y A. spectabile, Figura 2.7 C y F, respectivamente. Por este motivo, 

se realizaron observaciones mediante SEM para caracterizar el biofilm formado. 

En la Figura 2.8 A se pueden observar abundantes conidios agrupados y micelio 

vegetativo de L. theobromae. Mientras que en la Figura 2.8 B, aunque solo se 

observó micelio de A. spectabile, las hifas penetraron los poros del ladrillo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8. Micrografías SEM de ladrillos inoculados y expuestos en la Cámara 
de Humedad. A: L. theobromae y B: A. spectabile. (t = 12 meses). 

A 

B 
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En la Figura 2.9 se presenta un gráfico con la variación del peso de los 

ladrillos inoculados y no inoculados (control) expuestos en la cámara de 

humedad calculada por la ecuación (3). Los ladrillos inoculados tanto con L. 

theobromae como con A. spectabile mostraron una diferencia estadísticamente 

significativa (ρ≤0.05) en la pérdida de peso con respecto al resto de las cepas. 

Cabe señalar, que el crecimiento de ambas cepas sobre los ladrillos provocó una 

mayor pérdida de peso a los 12 meses. Pero, no hubo diferencias 

estadísticamente significativas entre los 6 meses y los valores registrados a los 

12 meses. Esto se puede deber a un crecimiento rápido en los primeros tiempos 

correspondiente a la fase exponencial y posteriormente en la fase estacionaria 

el crecimiento se enlentece y estabiliza (Madigan et al., 2019). 

 

Figura 2.9. Valores de pérdida de peso en los ladrillos en diferentes momentos, 
diferentes letras en las barras indican diferencia estadísticamente significativa 
(ρ≤0.05) para la prueba de Tukey. 

       Por otro lado, la asociación entre determinadas variables y la micobiota 

cultivable presente en los sitios de muestreo se analizó mediante PCA utilizando 
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el programa RStudio 1.1.463®, cuyos ejes explicaron el 50 % de la variación. La 

Figura 2.10 muestra el PCA de los aislados según las variables analizadas. El 

eje 1 muestra la densidad relativa, sitio de muestreo, el material estructural, la 

frecuencia relativa de aparición, la disolución de carbonato de calcio y la 

producción de ácido con un 27,3% de variación. Por otro lado, el eje 2 muestra 

que el 22,7% correspondió a la variación del peso del ladrillo, la secreción de 

pigmento y la altura de recolección. Los números coinciden con los nombres 

científicos de la Tabla 1. En el PCA se obtuvo como resultado, que las cepas 

Cladosporium sp.1, Cladosporium sp.2, A. alternata y Cladosporium sp. 3 se 

agruparon en los puntos 3, 4, 5 y 6, respectivamente. Asimismo, las cepas 

pertenecientes al género Penicilium se agruparon entre los puntos 20 y 24.  

 

Figura 2.10. Ordenación PCA de aislados de hongos (representados como 

números en la figura) según las variables analizadas. 
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Análisis molecular de cepas fúngicas altamente deteriorantes  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y los análisis realizados 

anteriormente, se seleccionaron las cepas más deteriorantes y se profundizó en 

su estudio mediante un enfoque molecular. En tal sentido, se realizó un análisis 

molecular de las siguientes cepas:  

✓ Cladosporium sphaerospermum (frecuencia relativa de aparición del 

100%);  

✓ Penicillium commune y Aspergillus niger (mayor variación de pH en 

MML); 

✓ Lasiodiplodia theobromae y Arthothelium spectabile, no solo por 

secretar pigmentos, sino que también presentaron la mayor variación 

de peso en los ladrillos.  

Entonces, mediante el análisis de las secuencias obtenidas luego de la 

amplificación de una sección específica del ARNr fue posible reafirmar la 

identificación taxonómica de los aislados seleccionados. Las secuencias se 

cargaron en la base de datos de GenBank. Además, los números de acceso: 

MN371394, MN371392, MN371276, MN371283 y MT071822 se asignaron a C. 

sphaerospermum, P. commune, A. niger, L. theobromae y A. spectabile, 

respectivamente.  

El análisis de clúster muestra la relación entre las especies con mayor 

actividad de biodeterioro (Figura 2.11). En el árbol filogenético, los números de 

izquierda a derecha al lado de cada nodo del clúster corresponden a los valores 

de bootstrap realizados usando 1000 repeticiones, y las ramas mostradas 

corresponden a valores de 95%, estando agrupados los hongos según su 

Familia.  En particular, P. commune y A. niger pertenecen a Aspergillaceae. Sin 

embargo, C. sphaerospermum, L. theobromae y A. spectabile se encuentran 

dentro de Cladosporiaceae, Botryosphaeriaceae y Arthoniaceae, 

respectivamente. El análisis de UPGMA mostró un agrupamiento consistente de 

aislamientos, pero el filograma presentó un punto de divergencia donde A. 

spectabile y L. theobromae no compartían un ancestro común con el resto de las 

especies. Se muestra el árbol óptimo con la suma de la longitud de la rama = 

1.76794872. El árbol está dibujado a escala, con la longitud de las ramas en las 
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mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el 

árbol filogenético. Se eliminaron todas las posiciones con menos del 100% de 

cobertura del sitio. Hubo un total de 195 posiciones en el conjunto de datos final.  

 

Figura 2.11. Análisis de clúster UPGMA de hongos aislados con mayor potencial 

de deterioro. Los números de Bootstrap que se muestran a la izquierda se 

obtuvieron utilizando 1000 repeticiones (95%). La escala horizontal indica el 

índice de disimilitud. 

En la figura 2.12 se observan micrografías de SEM de las cepas con mayor 

capacidad de biodeterioro según los resultados obtenidos a partir la frecuencia 

relativa de aparición y atributos deteriorantes. Se observaron numerosos 

fialoconidios con ornamentaciones prominentes para el caso de A. niger y P. 

commune (Figura 2.12 A y B).  En el caso de C. sphaerospermum se observaron 

abundantes hifas, las cuales pueden formar parte del micelio somático o 

reproductivo (Figura 2.12 C). Por último, conidios maduros con estriaciones 

longitudinales fueron observados en L. theobromae (Figura 2.12 D). 
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Figura 2.12. Cepas con mayor potencialidad deteriorante. A: A. niger, B: P. 

commune, C: C. sphaerospermum y D: L. theobromae. Micrografías de SEM. 

En el estudio del deterioro fúngico también es importante el análisis 

superficial de los productos de biodeterioro como resultado de la interacción 

entre las sustancias de secreción del hongo filamentoso con los componentes 
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químicos del material estructural (ladrillo). En este sentido, en la Figura 2.13 se 

destaca mediante micrografía SEM, mapeo y espectro EDS la actividad 

deteriorante de P. commune sobre uno de los ladrillos inoculados.  

Figura 2.13. P. commune sobre material cerámico. A: Micrografías SEM, B: 

Mapeo, C: Espectro EDS. 
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En la Figura 2.13 A se observan abundantes fialoconidios con 

ornamentaciones junto a formaciones de morfología acicular. En el mapeo se 

muestra la distribución del calcio sobre la muestra (Figura 2.13 B) y la presencia 

de calcio y oxígeno se confirma en el espectro EDS (Figura 2.13 C) realizado 

sobre las formaciones estudiadas. En este espectro se observan intensos picos 

de oxígeno y calcio a los 0,5 y 3,7 keV, respectivamente. Estos resultados y el 

hecho de que se han reportado estructuras de morfología similar en el estudio 

sobre el rol de los hongos en la biomineralización de la calcita señalan que las 

formaciones observadas serían de oxalato de calcio (Bindschedler et al., 2016). 

Discusión  
Teniendo en cuenta los hallazgos obtenidos en relación con los aislados 

fúngicos y las categorías ecológicas en estudio puede encontrarse similitudes 

con datos bibliográficos relevados. En tal sentido, cepas fúngicas similares 

fueron reportadas por Mallo et al., 2017 para la ciudad de La Plata en un estudio 

relacionado con la presencia de hongos transportados por el aire detectados por 

varios métodos de muestreo. Además, Negrin et al., 2007 informaron que 

Cladosporium sp. predominó en todas las muestras recolectadas, seguido por 

los géneros Alternaria, Penicillium, Aspergillus y Epicoccum en bioaerosoles de 

La Plata. De la misma manera, se reportaron hongos filamentosos en un estudio 

que evaluó el desarrollo de bioincrustaciones en superficies de mármol y mortero 

de varias criptas históricas con valor arquitectónico en el cementerio de La Plata 

(Guiamet et al., 2012). 

Algunos de los aislamientos pueden ser potencialmente patógenos para los 

visitantes de CP y CIDEPINT. Como se menciona en la revisión de la literatura, 

los hongos filamentosos están asociados con problemas de salud humana como 

alergias, reacciones tóxicas e infecciones de las vías respiratorias superiores 

(Fatahinia et al., 2018). Algunas de estas especies están implicadas en el 

biodeterioro de materiales de construcción en todo el mundo (piedra, morteros, 

vidrio, mármol, etc.) por ejemplo, Aspergillus, Penicillium y Cladosporium  

(Hyvarinen et al., 2002; Cwalina, 2014; Guerra et al., 2019). Cabe destacar que, 

L. theobromae, A. spectabile y Moniliella sp., se detectaron y fueron reportadas 

por primera vez en concreto y ladrillos. 
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Existen variaciones entre el número de taxones y las categorías ecológicas 

para los sitios de muestreo (Figura 2.2). Estos resultados pueden deberse a 

parámetros relacionados con el clima exterior, la contaminación petroquímica y 

las diferencias en la composición química de los materiales. En este sentido, 

cerca de la ciudad de La Plata existen Plantas Petroquímicas ubicadas 

aproximadamente a 2.5 y 5 km de CIDEPINT y CP, respectivamente. En un 

trabajo relacionado con la contaminación petroquímica Wichmann et al., 2009 

estudiaron los diferentes niveles de contaminantes. Los autores observaron que 

las concentraciones de hexano, ciclohexano, benceno y tolueno eran 

particularmente altas en la región industrial. En este sentido, la presencia de 

estos contaminantes podría influir en la micobiota encontrada en los sitios de 

muestreo, con mayor impacto en el CIDEPINT debido a la mayor proximidad a 

Plantas Petroquímicas.  

Por otro lado y referido al clima exterior  se ha informado de acuerdo con los 

datos meteorológicos obtenidos del Observatorio Astronómico de La Plata para 

2017, que la primavera y el otoño son estaciones de transición, con temperaturas 

cálidas durante el día y temperaturas frescas durante la noche (Diulio et al., 

2019). Estas temperaturas pueden variar significativamente, algunos días 

registrando valores superiores a 32 °C mientras que en otros pueden resultar 

inferiores a 0 °C. Debido a su ubicación cercana al río con vientos provenientes 

de este sector, la ciudad es bastante húmeda con promedio mensual superior al 

75%.  

La Plata recibe 1092 mm de precipitación anual, siendo los inviernos los 

meses más secos y el verano los más húmedos. Estas condiciones climáticas 

también pueden influir en la presencia de estas cepas en los lugares de 

muestreo. Por ejemplo, dependiendo de la actividad acuosa del material, 

prevalecen ciertas especies. En este sentido, los colonizadores secundarios 

(tales como, Cladosporium, Phoma, Ulocladium y Alternaria) y terciarios (por 

ejemplo, Chaetomium, Trichoderma, Auraeobasidium y Stachybotrys) requieren 

una mayor actividad de agua en su crecimiento (Nielsen et al., 2004). Teniendo 

en cuenta los datos antes mencionados relacionados con la ciudad de La Plata 

que evidencian altos niveles de humedad a lo largo del año, se puede observar 

una correlación con los resultados obtenidos ya que el género Cladosporium 
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clasificado como colonizador secundario fue predominante en todas las 

muestras seguido de otros dos con la misma clasificación (Alternaria y 

Epicoccum).  

Por último, existen diferencias entre la composición química del concreto y el 

ladrillo. El concreto es un material compuesto formado por cemento, agregados 

y aditivos (Makul, 2020). Sin embargo, el ladrillo es un material cerámico  

compuesto generalmente de óxido de hierro, calcio y magnesio (Coutinho et al., 

2019). Por lo tanto, las diferencias en la estructura y composición de los 

materiales también pueden influir en la abundancia y frecuencia relativa de las 

especies en los sitios de muestreo. 

En cuanto a los atributos deteriorantes ha sido reportado que principalmente 

cepas de los géneros Aspergillus y Penicillium son capaces de disolver calcita 

(Unković et al., 2018). Es importante tener en cuenta que la degradación de 

calcita depende de varios factores, principalmente, de las fuentes disponibles de 

carbono y nitrógeno, por lo que no podemos predecir la actividad de especies 

aisladas in vivo (Ponizovskaya et al., 2019). 

La disminución del pH en el MML puede estar relacionada con la secreción 

de ácidos orgánicos por los hongos en el medio circundante. Esto está en 

concordancia con datos bibliográficos que señalan que la secreción de una gran 

variedad de ácidos orgánicos (oxálico, oxalacético, cítrico, glucónico, oxoacético 

y fumárico) por diferentes hongos, los convierte en agentes altamente 

deteriorantes de minerales y rocas (Gilbert and Stephens, 2018; Schumacher 

and Gorbushina, 2020). Los ácidos orgánicos consiguen formar complejos con 

iones de calcio, aluminio, hierro, manganeso, silicio y magnesio contribuyendo 

aún más a la degradación del material (Guiamet et al., 2012; Sazanova et al., 

2014). 

Por otro lado, la secreción de pigmentos está estrechamente relacionada con 

el deterioro estético porque puede cambiar la coloración normal de los materiales 

de construcción. En este sentido, se ha reportado que E. nigrum tiene micelio 

aéreo pigmentado con estructuras reproductivas y su proliferación puede 

contribuir a alteraciones estéticas en las catedrales (Trovão et al., 2019). Este 

daño también puede ser causado por otros hongos dematiáceos, por ejemplo L. 
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theobromae. Sin embargo, no solo la secreción de pigmento puede provocar un 

deterioro visual, sino también el desarrollo extenso de micelio también causa 

deterioro físico-químico.  

Los pigmentos protegen a los hongos contra muchos factores de estrés 

ambientales físicos y químicos (altas temperaturas, daño del ADN, acumulación 

de especies reactivas de oxígeno, desecación y estrés osmótico). Por ejemplo, 

la captura y / o la energía de radiación reflejada por los pigmentos tiene múltiples 

funciones biológicas que van desde el camuflaje hasta funciones fundamentales 

en el mantenimiento de la vida, incluido el aprovechamiento de la energía solar 

para uso metabólico y la protección contra los daños por radiación (Cordero and 

Casadevall, 2017). Además, algunos pigmentos, como la melanina, pueden 

reforzar la pared celular y aumentar la virulencia de hongos patógenos en plantas 

y animales, reduciendo su susceptibilidad a los biocidas (Chamilos et al., 2016). 

Otro estudio sostiene la idea de que los pigmentos se relacionan con el desarrollo 

de biopelículas. Los Dothideomycetes y Eurotiomycetes que habitan en rocas 

tienen el mismo número de fotorreceptores y el mismo conjunto de pigmentos 

protectores. Esto sugiere que la fotopercepción y la regulación son importantes 

para que los hongos reciban nutrientes a través de la cooperación con los 

fotótrofos (Schumacher and Gorbushina, 2020).  

Por su parte, L. theobromae y A. spectabile presentaron los valores más altos 

en la variación del peso del ladrillo in situ. La humedad relativa es un factor 

abiótico, que no solo puede influir en el crecimiento de los hongos, sino que 

también puede provocar modificaciones en las propiedades mecánicas de los 

ladrillos (Sathiparan and Rumeshkumar, 2018). Por primera vez, se encontró que 

estas especies tenían capacidad de biodeterioro. 

Las agrupaciones formadas en el PCA son multifactoriales ya que las cepas 

pueden tener similitudes en su taxonomía y ecología. Sobre todo, si las variables 

analizadas en este estudio son caracteres diagnósticos suficientes para estos 

hongos. Así, los aislados que están en el mismo grupo pueden tener las mismas 

estrategias de crecimiento y ecológicas, compartir los mismos nichos ecológicos 

y utilizar el mismo sustrato. 
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Del mismo modo, se ha informado que cepas pertenecientes a los géneros 

Alternaria, Cladosporium, Penicillium y Aspergillus se aislaron en material 

cerámico arquitectónico (Coutinho et al., 2015). Estos dos últimos son 

considerados como colonizadores primarios del sustrato y estrategas r. Por otro 

lado, las especies de Alternaria y Cladosporium son colonizadores secundarios 

de los sustratos  y fueron catalogadas como estrategas K (Jeschke et al., 2019). 

Estas características relacionadas con la biología de los aislados pueden ser las 

condiciones que favorezcan su participación en el biodeterioro de los materiales 

de construcción. Las hifas pueden penetrar los poros de estos materiales y 

además de causar daño físico, pueden facilitar la colonización de otras especies. 

Entonces, es necesario proteger las construcciones edilicias de donde se 

aislaron las especies. Esta protección puede realizarse mediante la aplicación 

de recubrimientos antifúngicos sobre los materiales para controlar el 

biodeterioro, tema abordado en los siguientes capítulos. 

Los resultados indican que el estudio de la micobiota, que interviene en el 

biodeterioro de los materiales de construcción en función de su ecología y 

atributos de deterioro, puede contribuir a realizar posteriormente estudios 

enfocados a la protección del ladrillo y el concreto. A pesar de estos resultados 

prometedores, se deben realizar más investigaciones que puedan abordar el 

estudio de los hongos en consortium y el efecto de la competencia entre las 

cepas. En este sentido, sería interesante estudiar el crecimiento combinado de 

estas cepas y su efecto sobre el deterioro de los materiales. 
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Capítulo 3 

Actividad antifúngica de recubrimientos con 
nanoaditivos obtenidos a partir de tanino de 

Caesalpinia spinosa 
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Introducción  
Los fitoquímicos como polifenoles, alcaloides, esteroides, terpenoides y 

saponinas, exhiben propiedades intrínsecas a su función biológica  

(Pethakamsetty et al., 2017; Kumar et al., 2019). Los polifenoles, componentes 

principales de los taninos, son importantes dado que forman parte del sistema 

de defensa de las plantas y se encuentran principalmente en sus frutos, semillas, 

flores y cortezas (Ping et al., 2012; Teng et al., 2019). Las propiedades químicas 

únicas del tanino han llevado a su amplio uso como colorante alimentario, 

antioxidante, agente de tratamiento de aguas residuales, adsorbente de metales 

y a su aplicación en el curtido de cuero (Braga et al., 2018; Pinela et al., 2019). 

En comparación con los metales y los agentes curtientes sintéticos, el tanino 

vegetal tiene las ventajas de ser renovable, ecológico y seguro de usar (Guo et 

al., 2020).  

Caesalpinia spinosa, conocido como árbol de “tara”, es un pequeño árbol 

espinoso que se encuentra frecuentemente en las zonas áridas de América del 

Sur y se caracteriza por sus vainas que contienen una alta cantidad de 

polifenoles, superior al 40% (Cordero et al., 2016). El tanino de “tara” (TT) a 

diferencia de otros taninos comerciales puede ser obtenido de forma sustentable 

a partir de las vainas que produce el árbol permitiendo conservar los ejemplares 

correspondientes. Los pobladores de las zonas donde abunda este espécimen 

han practicado la recolección artesanal de las vainas desde la antigüedad. Los 

componentes principales del TT son polifenoles hidrolizables basados en una 

estructura química básica donde el ácido quínico se encuentra unido al ácido 

gálico mediante uniones del tipo éster, por lo tanto, se los puede clasificar dentro 

de los denominados galotaninos (Spennati et al., 2019). En la Figura 3.1 como 

ejemplo se muestra parte de la estructura química que puede encontrarse en los 

polifenoles que componen el TT. 
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Figura 3.1. Estructura química básica que puede encontrarse en los polifenoles 

que componen el tanino de “tara”. Tomado de Bellotti et al., 2012a. 

Los polifenoles, como los presentes en el TT, poseen propiedades 

antioxidantes que podrían atribuirse a su capacidad para donar átomos de 

hidrógeno, electrones y ser agentes quelantes fuertes (Badhani et al., 2015; 

Odeniyi et al., 2020). Esto resulta prometedor en la biorreducción de iones 

metálicos para obtener NPs con actividad antimicrobiana (Valsalam et al., 2019). 

La actividad antimicrobiana de las NPs como las de Ag o Cu, se atribuye en gran 

medida a la interacción de estas con grupos tiol o amino presentes en 

biomoléculas.  

Por tanto, en este capítulo se describe el uso de tanino de Caesalpinia 

spinosa en la síntesis de NPs antifúngicas utilizando soluciones acuosas de sal 

de plata y cobre. Posteriormente, se emplearán los nanoaditivos más activos en 

la formulación de recubrimientos funcionalizados para controlar el deterioro 

fúngico de materiales. El TT utilizado para la síntesis de NPs fue obtenido de 

forma comercial por la empresa Indunor. Las NPs fueron caracterizadas 

mediante espectrofotometría UV-visible, microscopia electrónica de trasmisión, 

microscopia electrónica de barrido, mapeo y espectroscopia de rayos X y 

espectroscopía FTIR. La actividad antifúngica de las NPs en suspensión se 

determinó mediante método de difusión en agar (Kirby-Bauer) e inhibición del 

crecimiento fúngico en el ensayo de macrodilución sobre Aspergillus niger 
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MN371276, Penicillium commune MN371392, Cladosporium sphaerospermum 

MN371394 y Lasiodiplodia theobromae MN371283. En la formulación del 

recubrimiento sol-gel funcionalizado con NPs antimicrobianas se empleó 3-

aminopropil trietoxisilano y mercaptopropiltrimetoxisilano. Los recubrimientos de 

silano se caracterizaron mediante determinación de ángulo de contacto, 

absorción de agua y prueba de resistencia fúngica. 

Materiales y métodos  
Biosíntesis y caracterización de las nanopartículas  

Las nanopartículas se obtuvieron a partir de soluciones acuosas de AgNO3 

y Cu (NO3)2 .3H2O a las que se añadió la solución de TT en constante agitación 

durante 30 min. Se utilizaron tres concentraciones de TT: 500, 1000 y 2000 ppm, 

las cuales se prepararon con el producto tal y como se suministró de forma 

comercial por la empresa Indunor (Figura 3.2). La concentración final de las sales 

en el sistema de síntesis fue de 10-2 M en ambos casos. Este proceso se realizó 

a 60°C y el pH se ajustó a 7 con una solución de NH4OH (Deyá and Bellotti, 

2017).  

 

Figura 3.2. Tanino de Caesalpinia spinosa o árbol de “tara” 
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Por otro lado, se determinó la concentración de polifenoles totales en la 

solución acuosa de TT mediante espectrofotometría UV-visible utilizando el 

reactivo de Folin Denis (FD) y ácido tánico (AT) como patrón (Bellotti et al., 

2012a). El resultado es expresado como polifenoles totales (PT).  

La estabilidad en el tiempo de las suspensiones de NPs se evaluó mediante 

espectroscopía UV-visible (UV-vis) realizada en diferentes momentos: 24 horas, 

1 mes y 3 meses. El equipo utilizado fue un espectrofotómetro UV SP2000. Se 

aplicó Microscopia electrónica de trasmisión (TEM por su sigla en inglés) para 

confirmar la obtención de las nanopartículas, observar su morfología y el tamaño 

de la partícula. El equipo utilizado fue un JEOL 100 CXII a una tensión de 

aceleración de 100 KV.  

Las NPs se purificaron mediante lavados sucesivos utilizando una 

microcentrífuga DLAB D3024R a 15000 rpm durante 20 min a 20 °C. Las NPs 

purificadas fueron observadas mediante microscopía SEM, se les realizaron 

mapeos y el análisis superficial correspondiente mediante espectroscopía de 

rayos X por dispersión de energía (EDS por su sigla en inglés). Las 

observaciones y análisis se realizaron a bajo vacío, el equipo utilizado fue un FEI 

Quanta 200 Philips.  

Las NPs purificadas también fueron analizadas mediante el espectro 

infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR por su sigla en inglés). Se siguió la 

metodología del disco de KBr y se utilizó un espectrómetro Perkin-Elmer 

Spectrum One. El análisis de los espectros se realizó mediante el programa 

KnowItAll® Informatics System, Versión: 10.0.18362. 

Actividad antifúngica de las nanopartículas en suspensión 

Los ensayos microbiológicos fueron realizados utilizando las cepas aisladas 

y seleccionadas debido a sus atributos biodeteriorantes estudiados en el 

Capítulo 2: Aspergillus niger MN371276, Penicillium commune MN371392, 

Cladosporium sphaerospermum MN371394 y Lasiodiplodia theobromae 

MN371283. La actividad antifúngica de las Nps en suspensión se determinó 

mediante dos pruebas: método de difusión en agar (Kirby-Bauer) e inhibición del 

crecimiento fúngico en el ensayo de macrodilución (Fernández et al., 2020).  
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En el caso de la prueba de Kirby-Bauer, se colocaron discos de papel de 6 

mm con las suspensiones de NPs sobre 15 mL de Agar extracto de malta (MEA) 

inoculado con 200 mL de una solución de esporas (105 esporas/mL). El ajuste 

de la concentración de esporas en solución se realizó mediante el empleo de 

una cámara de Neubauer. Se usó solución fisiológica como control negativo 

mientras que el control positivo fue una solución de sal de amonio cuaternario 

(CH3(CH2)15N(CH3)3]Br) con una concentración de 3 mg/mL. El período de 

incubación fue de 48 horas y la temperatura se reguló a 28 ºC. El diámetro (D) 

de la zona de inhibición alrededor de cada disco se registró utilizando un calibre 

digital. Por lo tanto, la muestra analizada se consideró positiva cuando D era 

mayor o igual a 6 mm y negativa cuando D era menor de 6 mm.  

Para el método de macrodilución, se determinó el crecimiento de hongos 

mediante la medición de los diámetros de las colonias (mm). Se adicionó 

suspensión de NPs en placas de Petri con MEA, de manera que las diluciones 

finales tuvieron una concentración de 10, 50 y 167 µg/mL. Como control, se 

utilizaron placas de Petri sin NPs (0 µg/mL) con MEA. Posteriormente, las placas 

se inocularon en el centro con 20 µL de suspensión a 105 esporas/mL y se 

incubaron durante 7 días a 28 °C. La prueba se realizó por triplicado. 

Formulación y caracterización de los recubrimientos sol-gel 

El ladrillo comercial utilizado fue caracterizado mediante la determinación de 

absorción de agua, densidad y porosidad, siguiendo los procedimientos 

estandarizados correspondientes: IRAM 12588, IRAM 12593 y ASTM C642, 

respectivamente. El recubrimiento sol-gel funcionalizado con NPs fue preparado 

para ser aplicado en la protección de ladrillos comerciales. El procedimiento 

utilizado y el ajuste de las condiciones de preparación del recubrimiento sol-gel 

fueron estudiadas en un trabajo previo (Gámez-Espinosa et al., 2020). Se 

emplearon dos precursores: 3-aminopropil trietoxisilano (AMEO) y 3-

mercaptopropiltrimetoxisilano (MTMO) (Camsi-X, usado como se suministra). 

Tanto el AMEO como el MTMO se agregaron en una concentración de 2% (v/v). 

El precursor se añadió al sistema en una proporción de 0,9 ml de etanol + 0,06 

mL de NPs + 0,02 mL de AD + 0.02 mL de silano por cada mL de solución. El pH 

se ajustó previamente a 4 con HNO3. Se usó AD como control para reemplazar 
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las suspensiones de NPs. El tiempo de hidrólisis fue de una hora, luego del cual, 

las muestras estudiadas (ladrillos de 4,0 ± 0,4 cm3) se trataron por inmersión 

durante 90 segundos en las soluciones preparadas y se secaron a temperatura 

ambiente durante dos semanas. Después de esto, se evaluó la actividad 

antifúngica de los recubrimientos. 

Los recubrimientos de silano se caracterizaron mediante determinación de 

ángulo de contacto y absorción de agua. El ángulo de contacto se midió 

colocando una gota de AD con una pipeta Pasteur sobre cada una de las 

muestras estudiadas. La imagen de cada gota fue registrada  mediante un 

microscopio digital Gaosuo y el ángulo de contacto fue determinado mediante el 

software Gaosuo (Koch and Barthlott, 2009). Para la determinación de absorción 

de agua, los ladrillos fueron colocados en un desecador con sílica gel hasta peso 

constante (3 días aproximadamente). Luego, se pesaron en una balanza 

analítica y posteriormente se colocaron en cámara de humedad a 100%. 

 Durante el primer ciclo se registraron valores de peso a diferentes tiempos 

durante 11 días.  En el segundo ciclo, nuevamente se pasaron a un desecador 

con sílica gel durante 3 días y se colocaron en cámara de humedad a 80% por 5 

días. Para lograr este valor de humedad, en la cámara se añadió una solución 

saturada de NH4Cl y la temperatura se mantuvo entre 20-25°C.  Después se 

pasan a desecador durante 10 días hasta peso constante. Finalmente, otra vez 

a humedad 100% durante 4 días (tercer ciclo). En todos los casos, los ensayos 

se realizaron por triplicado y se utilizaron ladrillos sin tratar como controles.  

Prueba de resistencia fúngica del recubrimiento sol-gel 

La actividad antifúngica de los recubrimientos funcionalizados con Nps se 

evaluó siguiendo los lineamientos de la norma ASTM 5590 (“ASTM D5590 

Standard Test Method for Determining the Resistance of Paint films and Related 

Coatings to Fungal Defacement by Accelerated Four-Week Agar Plate Assay 

(West Conshohocken, PA: ASTM International),” 2010).  

Las muestras se inocularon con 50 µL solución de esporas (105 esporas/mL) 

y se colocaron en placas de Petri con Agar Mineral Mínimo (MMA). El período de 

incubación fue de 30 días a 28 °C. El crecimiento de hongos observado en las 

muestras se clasificó según el porcentaje del área cubierta (%). Las muestras sin 
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crecimiento (0%), crecimiento escaso (<10%), ligero (10-30%), moderado (30-

60%) e intenso (60-100%) se evaluaron como 0, 1, 2, 3 y 4, respectivamente. 

Finalmente, las muestras se observaron mediante microscopio estereoscópico 

(Leica S8 APO) SEM (Philips FEI Quanta 200) y se tomaron los registros 

fotográficos correspondientes.  

Para la observación en SEM, las muestras fueron preparadas siguiendo la 

metodología propuesta por Simões et al., 2013. En primer lugar, fueron 

sumergidas en una solución de glutaraldehído al 2,5 % en Buffer fosfato salino 

(PBS). En la preparación de del PBS, por cada litro de AD se añadieron 8g de 

NaCl, 0,14 g de KH2PO4 y 0,9 g de K2HPO4. Posteriormente, para la 

deshidratación, estas fueron embebidos en soluciones de etanol al 20, 50, 70, 

90 y 100% durante 30 min en cada solución. No fue necesario aplicar el secado 

por el método del punto crítico y finalmente se aplicó metalizado con oro. Las 

condiciones de trabajo fueron en alto vacío (10-6 torr). 

Análisis estadístico  

El análisis estadístico de la medida del diámetro de la colonia se realizó con 

el programa RStudio 1.1.463®. La distribución de probabilidad se analizó con la 

prueba de distribución normal. Se realizó un ANOVA de un factor y 

posteriormente se aplicó la prueba de Tukey. El factor incluido fue la 

concentración de nanopartículas. Las pruebas utilizadas se aplicaron mediante 

el paquete multcomp. 
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Resultados  
Biosíntesis y caracterización de las nanopartículas 

Con el método de biosíntesis propuesto, fue posible obtener NPs estables 

mediante el uso de TT y soluciones acuosas de AgNO3 y Cu(NO3)2. Los 

espectros UV-visible y las micrografías TEM e histogramas de la distribución de 

tamaño de los NPs estables en suspensión se muestran en la Figura 3.3 y 3.4, 

respectivamente.  

La espectrofotometría UV–visible permite constatar en forma rápida la 

aparición de bandas de absorción característica producidas por las NPs en 

suspensión. Estas bandas se atribuyen a la excitación colectiva de los electrones 

superficiales de las NPs. De esta forma la reducción de los iones metálicos 

produce soluciones de color característico con bandas de absorción propias de 

cada NP (Valodkar et al., 2011).  

Luego mediante TEM es posible corroborar la obtención de las NPs 

correspondientes, además, de determinar el tamaño promedio y la morfología 

correspondiente. Los productos obtenidos a partir de la solución de AgNO3 y TT 

a 1000 y 500 ppm fueron denominados como Ag1NPT y Ag5NPT, 

respectivamente. La suspensión obtenida con la solución de TT de 2000 ppm 

resultó inestable precipitando a las 24h. Por otro lado, con la solución de Cu 

(NO3)2 y TT, solo se observó la aparición de una banda de absorción cuando la 

concentración de TT fue de 2000 ppm (CuNPT). 
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Figura 3.3.  Espectros UV-visible de las Nps obtenidas a partir de TT. A: 
Ag1NPT, B: Ag5NPT y C: CuNPT. 

B 
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Figura 3.4.  Micrografías TEM e histogramas del análisis de distribución de 

tamaño de Nps obtenidas a partir de TT. A y B: Ag1NPT. C y D: Ag5NPT. E y F: 

CuNPT. La barra en cada micrografía corresponde a 20 nm y amplificación 

270000x. 

Las Figura 3.3 muestra los espectros UV-visible de Ag1NPT, Ag5NPT y 

CuNPT. En el caso de los espectros de las AgNPs se observó un pico máximo 

A B 

C 

E F 

D 
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de absorción entre 400 y 410 nm que se mantiene en el tiempo, pero aumenta 

en intensidad para Ag5NPs (Figura 3.3 A y B). Este tipo de banda de absorción 

es característica y corresponde a la resonancia plasmónica superficial (RPS) de 

las NPs. En el caso de las NPs de Ag la longitud de onda del máximo de 

absorción observado en el presente trabajo es coincidente con la bibliográfica 

consultada (Shrivastava et al., 2007; Ider et al., 2017). A partir de estos hallazgos 

se pudo constatar la presencia de las NPs de Ag en ambas suspensiones. En el 

caso de CuNPT se puede ver un pico máximo aproximadamente a los 350 nm 

que se mantuvo estable en el tiempo, aunque presentando una disminución de 

intensidad a los 90 días (Figura 3.3 C). Esta banda correspondería a la RPS del 

óxido cuproso (Kerour et al., 2018).  

Por otra parte, en la Figura 3.4 se observan las micrografías TEM de las NPs. 

Con las cuales se pudo constatar la morfología quasi-esférica exhibida por 

Ag1NPT (Figuras 3.4 A y B) y por Ag5NPT (Figuras 3.4 C y D). Además, Ag1NPT 

tienen la frecuencia de tamaño más alta en 15 nm y un tamaño medio de 20 nm 

mientras que, Ag5NPT mostraron una frecuencia más alta para tamaños más 

bajos con un tamaño promedio de 12 nm. En el caso de CuNPT, también 

presentaron una morfología quasi-esférica, lo cual puede observarse en las 

Figuras 3.4 E y F. En relación con el tamaño de estas NPs en promedio 

registraron un valor de 17 nm. 

Otros métodos para la caracterización de las NPs son SEM, EDS y FTIR. En 

la Figura 3.5 se muestran las micrografías SEM y mapeos de las Nps obtenidas. 

En este sentido, Ag1NPT y Ag5NPT presentaron una disposición compacta 

(Figuras 3.5 A y C) y distribución uniforme como se observa en el mapeo (Figuras 

3.5 B y D). La distribución uniforme de las nanopartículas puede depender de 

varios parámetros, por ejemplo: la disposición de las partículas durante la 

preparación de la muestra, su uniformidad morfológica, los tipos de electrones 

(detector de electrones secundarios) y las condiciones de trabajo (alto vacío). En 

el caso de CuNPT también presentaron una disposición compacta similar a las 

AgNPs y una distribución uniforme (Figura 3.5 E y F). 

 Asimismo, los espectros EDS de ambas AgNPs mostraron un pico resuelto 

a los 3 keV (Figuras 3.6 A y B) correspondiente a la Ag confirmando su presencia 
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en las NPs sintetizadas y reafirmando los resultados descritos por 

espectroscopía UV-vis y TEM. En el espectro EDS de CuNPT se observó la 

aparición de una señal intensa de oxígeno que corroboraría la presencia de óxido 

de cobre (Figura 3.6 C). Además, muestra un pico ~ 0,9 keV correspondiente al 

Cu, confirmando la presencia de este elemento en las NPs obtenidas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5. Micrografías SEM y mapeos. A y B: Ag1NPT; D-F: Ag5NPT; G-I: 

CuNPT.  
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Figura 3.6. Espectros EDS: A: Ag1NPT. B: Ag5NPT. C: CuNPT. 

La Figura 3.7 presenta los espectros FTIR del TT y las NPs purificadas. Los 

tres espectros muestran una banda ancha entre 3600-3200 cm-1 correspondiente 

al estiramiento del grupo O-H (enlaces de H intramoleculares) presente en los 

polifenoles. Los aumentos en la fuerza de los enlaces de H van acompañados 

de cambios a frecuencias más bajas de las bandas de absorción debido a la 
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vibración de estiramiento O-H, como se puede ver en el caso de TT (Singh et al., 

2014). El pico a 2922 cm-1 correspondiente al estiramiento simétrico del CH2 del 

anillo está más definido en el caso de las AgNPs.  

El espectro TT presenta un pico definido y fuerte a 1711 cm-1 que 

corresponde al estiramiento de los grupos carbonilos (–C=O) presentes en los 

galotaninos. La desaparición de este pico en los espectros de ambos NPs podría 

estar relacionado con los mecanismos de reducción. En este sentido, la donación 

de electrones a partir de grupos carbonilo estaría relacionada con el cambio en 

su frecuencia de estiramiento (Bellotti et al., 2012a).  

Los tres espectros presentan picos entre 1623 y 1600 cm-1 correspondientes 

a grupos carboxilo en este tipo de polifenoles. Se pueden observar dos picos a 

1537 y 1448 cm-1 en el espectro TT que se corresponden con el estiramiento del 

enlace C = C del anillo aromático (Zmozinski et al., 2018). Estos picos se 

desplazaron hacia números de onda más bajos en el caso de los NPs.  

 

Figura 3.7. Espectros FTIR del tanino de C. spinosa (TT) y las NPs obtenidas. 
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En todos los casos, los picos a ~ 1200 cm-1 y ~ 1100 cm-1 corresponden a la 

vibración de los enlaces fenólicos. Los espectros FTIR demostraron que los 

galotaninos están fuertemente asociados con las NPs purificadas.  

Estos resultados estarían indicando que los polifenoles intervienen en el 

mecanismo de síntesis. Los polifenoles presentes en el TT reducirían los iones 

metálicos para generar las NPs actuando como agentes reductores. Al mismo 

tiempo funcionan como estabilizantes verdes de las partículas en solución 

acuosa lo que explica la estabilidad de los sistemas obtenidos en el tiempo. 

Por otro lado, la presencia de los polifenoles fue constatada mediante su 

determinación por espectrofotometría utilizando el reactivo de FD. La 

concentración de polifenoles totales en la solución de TT utilizada para la síntesis 

de Ag5NPT dio como resultado 287 mg/L. Esto corroboró la presencia de los 

polifenoles provenientes del tanino en el sistema de síntesis y el mecanismo 

propuesto. 

Actividad antifúngica de las nanopartículas 

El ensayo de difusión en agar mostró que solo las suspensiones de Ag1NPT 

y Ag5NPT tuvieron actividad antifúngica frente a todas las cepas estudiadas. Por 

esta razón, se seleccionaron estas suspensiones para continuar con el ensayo 

de macrodilución. Las Figuras 3.8 y 3.9 muestran el efecto de las NPs en el 

crecimiento micelial de las cepas. En la Figura 3.8 se puede ver que existen 

diferencias estadísticamente significativas (ρ≤0.05) entre los valores de diámetro 

de colonia de A. niger cuando la concentración de Ag1NPT y Ag5NPT fue de 10 

µg/mL.  

En el caso de P. commune, C. sphaerospermum y L. theobromae, no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones 

de Ag5NPT, indicando elevado efecto inhibitorio de estas NPs 

independientemente de la concentración utilizada. Por tanto, se demuestra una 

mayor actividad antifúngica de Ag5NPT con respecto a los Ag1NPT. Aunque no 

se observa inhibición total del crecimiento frente a A. niger, la relación entre el 

diámetro de la colonia y la concentración de Ag5Nps es inversamente 

proporcional. 
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Figura 3.8. Medidas del diámetro de la colonia. Letras diferentes en barras 

indican diferencia estadísticamente significativa (ρ≤0.05) para la prueba de 

Tukey. 
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Figura 3.8 (Continuación). Medidas del diámetro de la colonia. Letras 

diferentes en barras indican diferencia estadísticamente significativa (ρ≤0.05) 

para la prueba de Tukey. 
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En los registros fotográficos que se encuentran en la Figura 3.9 se puede 

observar la inhibición total del crecimiento de P. commune en la placa a partir de 

la concentración de 50 µg/mL, mientras que en el caso de A. niger la inhibición, 

aunque no resultó total, sí presenta una relación dependiente de la concentración 

de las NPs en el sistema.  

 

 

Figura 3.9. Efecto de las NPs sobre el diámetro de la colonia. Crecimiento de 

hongos en placa de Petri con MEA y Ag5NPT, t = 7 días, T = 28 ° C. 

Por otro lado, no se observa crecimiento en las placas a partir de la menor 

concentración testeada (10 µg/mL) frente a C. sphaerospermum y L. 

theobromae, mostrando estas cepas en comparación con A. niger y P. commune 

una mayor sensibilidad frente a las NPs. La menor sensibilidad exhibida por los 
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colonizadores primarios estudiados representaría una ventaja en los estadios 

iniciales del crecimiento sobre un material. 

Formulación y caracterización de recubrimiento sol-gel 

En una primera instancia se caracterizaron los ladrillos comerciales sin tratar. 

En este caso, la absorción de agua, densidad y porosidad tuvieron valores de: 

22±1 %; 1,40 ±0,03 g/cm-3 y 30,9±0,8 % respectivamente.  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se seleccionó la suspensión 

de Ag5NPT como nanoaditivo para la formulación de los recubrimientos. El 

método de hidrólisis propuesto permitió obtener el recubrimiento sol-gel 

funcionalizado con Ag5NPT, un posible mecanismo se propone en el esquema 

de la Figura 3.10. Esto es, durante el proceso de hidrólisis el silano en presencia 

de H20 y H+ se convierte en silanol. Posteriormente en la etapa de condensación, 

las AgNPs se asocian al silanol, mediante la interacción con los grupos -NH2. 

Finalmente, el sol-gel funcionalizado se adsorbe en el material mediante la 

condensación y la formación de los enlaces -O-Si.  

 

Figura 3.10. Mecanismo de funcionalización de sol-gel con AMEO y Ag5NPs 

sobre el material. 
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El ángulo de contacto es útil en el estudio de la hidrofilicidad de los 

recubrimientos. En la Figura 3.11 se observan registros fotográficos obtenidos al 

realizar el ensayo de determinación del ángulo de contacto donde pueden 

observarse las gotas depositadas sobre cada muestra estudiada. El ladrillo sin 

recubrir fue superhidrofílico con valores registrados menores a 10° (Figura 3.11 

A). Sin embargo, hubo un cambio en las características de hidrofobicidad / 

hidrofilicidad cuando los ladrillos fueron tratados con el recubrimiento (Figura 

3.11 B-E) dado que el ángulo de contacto aumentó a más de 90º cambiando, por 

lo tanto, a un comportamiento hidrofóbico. Cabe destacar, que los ladrillos 

tratados con AMEO presentaron ángulos de contacto mayores que los tratados 

con MTMO, incluso cuando el recubrimiento sol-gel fue funcionalizado con 

AgNps. 

 

Figura 3.11. Ángulo de contacto. A: Ladrillo sin recubrimiento sol-gel (control), 

B: AMEO, C: AMEO + Ag5NPT, D: MTMO. E: MTMO + Ag5NPT. 

0.0 ± 0.0  A  129.3 ± 0.9°  B  

130.7 ± 1.2°  

D 100.4 ± 0.3°  E 129.2 ± 0.4°  

C 
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En la Figura 3.12 aparecen los gráficos correspondientes al análisis de 

absorción de agua de los recubrimientos estudiados. En términos generales, los 

ladrillos recubiertos absorben menos agua que el ladrillo control. Pero hasta las 

300 horas no se alcanza el punto de saturación de humedad, por lo tanto, durante 

este intervalo de tiempo, existen oscilaciones en la ganancia y pérdida de agua, 

debido probablemente a cambios de temperatura en el ambiente. Existe una 

relación directamente proporcional entre la humedad y la temperatura, en este 

caso, a mayor temperatura es mayor la humedad y los ladrillos pueden absorber 

más agua. 
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Figura 3.12. Absorción de humedad de los recubrimientos. Las barras 

representan la desviación estándar de los valores. 
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Prueba de resistencia fúngica del recubrimiento sol-gel  

La Tabla 3.1 muestra las calificaciones de la evaluación del desempeño de 

las distintas muestras estudiadas, en relación con el crecimiento de los hongos 

inoculados. Cuando las cepas estuvieron expuestas al ladrillo sin recubrir hubo 

un crecimiento abundante (60-100%), excepto en el caso de C. sphaerospermum 

que creció de forma moderada (30-60%). Los ladrillos que fueron recubiertos con 

AMEO o MTMO presentaron un crecimiento moderado frente a P. commune y L. 

theobromae. Cuando estas muestras fueron inoculadas con A. niger y C. 

sphaerospermum se observó un crecimiento invasivo y ligero, respectivamente. 

  

Tabla 3.1. Índice de crecimiento fúngico según el área cubierta. 

Muestra A.niger P.commune C. sphaerospermum L. theobromae 
Control 4 4 3 4 
AMEO 3 3 2 3 

AMEO+Ag5NPT 0 1 0 0 
MTMO 4 3 3 3 

MTMO+Ag5NPT 2 2 1 1 

 

Los ladrillos que estuvieron recubiertos con MTMO+Ag5NPT, tuvieron un 

crecimiento ligero de A. niger y P. commune, mientras C. sphaerospermum, L. 

theobromae fue calificado como 1 (escaso). Sin embargo, no hubo crecimiento 

cuando las cepas se enfrentaron al material cerámico recubierto con AMEO+ 

Ag5NPT, exceptuando las muestras inoculadas con P. commune en las cuales 

se observó crecimiento muy escaso calificado como 1.  
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Figura 3.13. Estereofotografías (80×) del ensayo de resistencia fúngica de los 

recubrimientos sol-gel, t = 30 días, T= 28 °C. 

En la Figura 3.13 se muestran estereofotografías de algunas de las muestras 

al finalizar el ensayo. En los controles se observa crecimiento por casi toda la 

superficie del ladrillo. Cuando las cepas estuvieron enfrentadas a los ladrillos con 

AMEO este crecimiento disminuye, pero se mantiene en menos proporción para 

P. commune cuando fue inoculado sobre AMEO+Ag5NPT. Sin embargo, no se 

observó crecimiento de las otras cepas en este mismo tratamiento. En la Figura 
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3.13 se pueden ver solamente resultados de muestras recubiertas con AMEO y 

+ Ag5NPT ya que exhibieron la mejor performance antifúngica. 

La Figura 3.14 muestra registros fotográficos del ensayo de resistencia 

fúngica de los recubrimientos sol-gel frente a A. niger. En este caso, cuando la 

cepa se inoculó en el ladrillo control (Figuras 3.14 A y B) y ladrillo con AMEO 

(Figuras 3. 14 C y D), se observó crecimiento micelial. Pero esto no ocurrió 

cuando la cepa fue inoculada en AMEO y +Ag5NPT (Figuras 3.14 E y F).  

La figura 3.15 compila las imágenes SEM de este ensayo. En las 

microfotografías de la muestra control (Figura 3.15 A-C) se puede observar 

micelio somático, reproductivo y abundantes fialoconidios libres. Además, en las 

Figuras 3.15 B y C se muestran en detalle un conidióforo y ornamentaciones de 

un fialoconidio respectivamente. Por otra parte, cuando el ladrillo está cubierto 

con AMEO se observan parcialmente estas estructuras (Figura 3.15 D). 

Finalmente, se observaron conidios degenerados de A. niger en los ladrillos con 

AMEO + Ag5NPT, lo que afectó la colonización del sustrato (Figuras 3.15 E y F). 

Por otra parte, en la Figura 3.16 se observan microfotografías SEM de este 

ensayo, pero cuando las muestras fueron inoculas con P. commune. En la Figura 

3.16 A-C se observan abundantes fialoconidios con ornamentaciones intactas. 

Sin embargo, aunque no hubo un 100% de inhibición de P. commune, cuando 

estuvo enfrentado al recubierto con AMEO+Ag5NPT, se observó que las 

ornamentaciones de los fialoconidios están ausentes (Figura 3.16 D).   
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Figura 3.14. Ensayo de resistencia fúngica de los recubrimientos sol-gel frente 

a A. niger.  A y B: control (ladrillo sin recubrimiento sol-gel ); C y D: ladrillo con 

AMEO; E, y F: ladrillo con AMEO+Ag5NPT. B, C y F se obtuvieron con 

microscopio estereoscópico (80×), t = 30 días. 
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Figura 3.15. Fotos SEM del ensayo de resistencia fúngica de los recubrimientos 

sol-gel frente a A. niger.  A, B y C: control; D: ladrillo con AMEO; E y F: ladrillo 

con AMEO + Ag5NPT, t = 30 días. 
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Figura 3.16. Fotos SEM del ensayo de resistencia fúngica de los recubrimientos 

sol-gel frente a P. commune.  A y B: control; C ladrillo con AMEO; D: ladrillo con 

AMEO + Ag5NPT, t = 30 días. 
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Discusión  
Mediante el uso de TT fue posible obtener suspensiones de NPs de plata y 

óxido de cobre de acuerdo a los resultados obtenidos de espectrofotometría UV-

vis, TEM, SEM y EDS. Las AgNPs probaron ser activas frente a las cepas 

estudiadas mientras que las que contenían Cu no mostraron indicios de actividad 

antifúngica en el ensayo de difusión. Estos hallazgos se correlacionan con los 

obtenidos en otros trabajos, en cuanto a un mayor grado de actividad de las NPs 

de Ag en relación con otros metales entre los que podemos incluir el Cu y Zn, 

obtenidos a partir de extractos vegetales acuosos (Barberia-Roque et al., 2019b). 

Con los espectros FTIR se comprobó que los TT estaban asociados a las AgNPs. 

Por lo tanto, mediante esta técnica de caracterización fue posible comprobar que 

los polifenoles intervienen en la síntesis y estabilización de las partículas. Por su 

parte, con las micrografías de TEM no solo se confirmó la obtención de las NPs, 

sino que también se comprobó la diferencia de tamaños entre Ag1NPT y 

Ag5NPT. El tamaño y la forma de las partículas juega un papel importante en la 

función biológica (Morones et al., 2005; Mittal et al., 2013). Esto es, partículas de 

tamaño promedio menor (Ag5NPT) tuvieron mayor actividad en el ensayo de 

macrodilución con respecto a las de mayor tamaño (Ag1NPT). Además, después 

de la forma triangular, las quasiesféricas resultan ser las más antimicrobianas 

mientras tengan un tamaño similar de partícula (Raza et al., 2016).  

     Algunos autores también han informado de la actividad antifúngica de AgNPs. 

Por ejemplo, Odeniyi et al., 2020 obtuvieron AgNPs a partir de  reductores verdes 

que tenían actividad antifúngica contra A. niger y Valsalam et al., 2019 

describieron la síntesis verde de AgNps a partir del extracto vegetal de 

Tropaeolum majus y su actividad contra Penicilium sp. Según la literatura 

científica, un posible mecanismo de actividad antifúngica se basa en la 

internalización de los AgNPs por el extremo apical de la hifa en crecimiento. Una 

vez que las NPs están en el medio intracelular, su fuerte interacción con 

nucleófilos como los grupos amino y tiol provoca la inactivación de algunas 

enzimas y afecta procesos como la nutrición y la respiración celular. Los iones 

de plata pueden causar la desnaturalización de biomoléculas (por ejemplo, 

ácidos nucleicos, enzimas y proteínas), lo que afecta la viabilidad de las células 

fúngicas (Shen et al., 2020). Por último, en el ensayo de macrodilución, cepas 
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de crecimiento más rápido como A. niger y P. commune fueron más resistentes 

a las Nps, comportamiento que no se observó en L. theobromae.  

En cuanto a las condiciones de síntesis, de las tres concentraciones de tanino 

de tara evaluadas la menor, de 500 ppm, probó ser más eficiente en cuanto a la 

obtención de NPs de menor tamaño, estables y de mayor actividad antifúngica. 

Esto resulta promisorio en cuanto a la economía del proceso, el cual, al mismo 

tiempo no presenta ningún tipo de desecho al concluir la síntesis. En tal sentido, 

el aditivo es utilizado en forma directa en la preparación del sol-gel. De esta 

forma el proceso se aproxima en mayor medida a los preceptos de la síntesis 

verde (Zuin, 2016). 

     Con respecto a la caracterización de ladrillos comerciales, varios autores han 

informado valores de porosidad similares. Por ejemplo, Graziani et al., 2016 

explicaron la influencia de la porosidad total (36.6±0.6%) y la rugosidad de la 

superficie en la susceptibilidad de los ladrillos al deterioro por microorganismos. 

Con relación al ángulo de contacto, cuanto mayor sea la hidrofobicidad de la 

película menor va a ser la retención de agua por parte del material. Por lo tanto, 

desde el punto de vista de la colonización fúngica esto sería más eficiente que 

si fuera hidrofílica. Lo que guarda estrecha relación con los resultados obtenidos 

en el ensayo de absorción de humedad. En este caso, los ladrillos pierden 

totalmente la humedad absorbida cuando se ponen en ambiente de humedad 

baja (la pierden tanto a 0% de humedad como a 80% de humedad, aunque 

pierde un poco más a 0%). Además, cuando fueron puestos nuevamente en alta 

humedad, continúan absorbiendo la misma cantidad de agua.  

      La actividad antifúngica de AMEO+ Ag5NPT puede deberse entonces a la 

presencia de NPs retenidas en la matriz de silano sumado al efecto de la 

hidrofobicidad de la superficie. Además, este resultado es novedoso ya que 

demuestra que los recubrimientos sol-gel formulados con AMEO y AgNPs 

presentan mayor actividad antifúngica con respecto a los recubrimientos que 

contienen MTMO y AgNPs. Los registros fotográficos de este ensayo también 

confirmaron que la actividad antifúngica del recubrimiento sería efectiva debido 

a la presencia de Ag5NP y a la hidrofobicidad que le brinda al material. Hasta el 

momento, este es el primer informe de recubrimiento funcionalizado con AgNP 
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sintetizado a partir del tanino de C. spinosa para la protección de ladrillos en el 

control del deterioro fúngico de materiales. 
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Capítulo 4 

Tanino de Schinopsis balansae aplicados en 
la obtención de nanocompuestos para 

recubrimientos antifúngicos 
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Introducción  
Recubrimientos sol-gel aditivado con biocidas ecológicos se pueden usar 

contra el deterioro fúngico de ladrillos y pinturas. Previamente se ha observado 

que el recubrimiento sol-gel aditivado con nanopartículas de plata obtenidas a 

partir del tanino de Caesalpinia spinosa se utilizó para controlar el biodeterioro 

de los ladrillos (Capítulo 3). Además, los recubrimientos formulados con aditivos 

antimicrobianos de sílice obtenidos por el método sol-gel tuvieron actividad 

antifúngica contra Chaetomium globosum y Alternaria alternata (Arreche et al., 

2017). Incluso, la actividad antifúngica de las nanopartículas de plata fitogénicas 

(AgNPs) fue bien informada en la literatura científica (Żarowska et al., 2019; 

Kavitha et al., 2020; Khan et al., 2020).  

Schinopsis balansae comúnmente conocido como “quebracho colorado” es 

un árbol nativo de América del Sur y es muy apreciado por su alto contenido de 

taninos condensados (Streit and Fengel, 1994; Marchesini et al., 2020). Se 

extraen de la madera, por lo que implica deforestación a diferencia del tanino de 

tara que es hidrolizable y se extrae de la vaina del árbol. Los taninos de 

quebracho se han utilizado en recubrimientos antiincrustantes (Bellotti et al., 

2012b, 2014) y anticorrosivos (Byrne et al., 2020). Los componentes principales 

del tanino de “quebracho” (TQ) son polifenoles, fácilmente extraíbles con agua 

caliente (Bellotti et al., 2012b).  Los polifenoles, como los presentes en TQ, 

poseen propiedades antioxidantes que podrían atribuirse a su capacidad para 

donar hidrógenos, electrones y quelatos de iones metálicos involucrados en la 

generación de radicales libres. Esto resulta prometedor para la biorreducción de 

iones metálicos en la obtención de NPs con potencial antimicrobiano (Valsalam 

et al., 2019). 

En este capítulo se describe la obtención de recubrimientos sol-gel 

funcionalizado con AgNPs obtenidos a partir de una solución acuosa de tanino 

de S. balansae comercial para el control del deterioro fúngico de material 

cerámico y pintura al agua. En la formulación del recubrimiento sol-gel se 

emplearon dos precursores diferentes, 3-aminopropiltrietoxisilano y 3-

mercaptopropiltrimetoxisilano. Los recubrimientos sobre la pintura se 

caracterizaron por SEM, EDS, mapeo de rayos X, ángulos de contacto, ciclos de 



109 
 

absorción/desorción de humedad y prueba de resistencia fúngica. Por otra parte, 

en la pintura acrílica se utilizó una formulación factible para fachadas de exterior 

y fue caracterizada mediante el grado de dispersión (método Hegman), tiempo 

de secado según norma ASTM D1640, poder cubritivo según norma ASTM D344 

y prueba de lavabilidad. Por lo tanto, este trabajo constituye el primer estudio 

reportado sobre el uso de recubrimientos sol-gel funcionalizados con NPs 

fitosintetizadas a partir del tanino de “quebracho colorado” y su eficiencia 

antifúngica en sistemas protectores de ladrillos y pinturas al agua. 

Materiales y métodos  
Biosíntesis y caracterización de las nanopartículas  

Las nanopartículas se obtuvieron a partir de una solución acuosa de AgNO3 

a la que se le añadió la solución  de TQ en constante agitación durante 30 min a 

60 °C y se ajustó el pH a 7 mediante solución de NH4OH (Deyá and Bellotti, 

2017). La concentración final de la sal en el sistema de síntesis fue de 10-2 M.  

El TQ se usó tal y como se suministró por la empresa UNITAN. En la Figura 

4.1 A y B se puede observar la estructura química básica del tipo de polifenoles 

que componen el TQ y, además, el aspecto del producto utilizado. Para la 

síntesis de las NPs se utilizaron dos concentraciones de TQ, 500 y 1000 ppm. 

Las partículas en suspensión se mantuvieron en la heladera a 4 °C. 
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Figura 4.1. (A) Estructura química básica de los polifenoles que componen el 

tanino de “quebracho colorado”. (B) Registro fotográfico del mismo.  

También se determinó la concentración de polifenoles totales en la solución 

acuosa de TQ mediante espectrofotometría UV-visible utilizando el reactivo de 

Folin Denis (FD) y ácido tánico (AT) como patrón (Bellotti et al., 2012a). El 

resultado se expresó como polifenoles totales (PT). 

A 

B 
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En primer lugar, se realizó espectroscopía UV-vis para verificar la presencia 

de las NPs y luego evaluar su estabilidad en el tiempo (1, 30, 60 y 90 días). Las 

medidas se realizaron en un espectrofotómetro UV SP 2000. Se aplicó 

Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) para confirmar la obtención de 

las NPs, observar su morfología y determinar el tamaño de partícula promedio. 

El equipo utilizado fue un JEOL 100 CXII a una tensión de aceleración de 100 

KV. Además, las NPs se purificaron mediante lavados sucesivos utilizando una 

microcentrífuga DLAB D3024R a 15000 rpm durante 20 min a 20 °C. Las NPs 

purificadas fueron evaluadas mediante microscopía electrónica de barrido 

(SEM), espectroscopía de dispersión de energía de rayos X (EDS) y mapeo de 

rayos X. El microscopio utilizado fue un Philips FEI Quanta 200 y las condiciones 

de trabajo fueron de bajo vacío (10-2 torr). Por último, los espectros FTIR de las 

NPs purificadas se obtuvieron usando el método del disco KBr mediante un 

espectrómetro Perkin-Elmer Spectrum One. El análisis de los espectros se 

realizó mediante el programa KnowItAll® Informatics System, Versión: 

10.0.18362. 

Actividad antifúngica de las nanopartículas en suspensión  

Las cepas seleccionadas fueron Aspergillus niger MN371276, Penicillium 

commune MN371392, Cladosporium sphaerospermum MN371394 y 

Lasiodiplodia theobromae MN371283 debido a su actividad altamente 

deteriorante descrita en el Capítulo 2.  

El método de difusión en agar (Kirby-Bauer) y la  inhibición del crecimiento 

fúngico en el ensayo de macrodilución fueron los ensayos empleados para 

determinar la actividad antifúngica de las Nps en suspensión (Fernández et al., 

2020). En el caso de la primera, se colocaron discos de papel de 6 mm con las 

suspensiones de NPs sobre 15 mL de Agar extracto de malta (MEA) inoculado 

con 200 mL de una solución de esporas (105 esporas/mL). Se usó solución 

fisiológica como control negativo mientras que el control positivo fue una solución 

de sal de amonio cuaternario (CH3(CH2)15N(CH3)3]Br) de 3 ppm. El período de 

incubación fue de 48 horas y la temperatura se reguló a 28 ºC. El diámetro (D) 

de la zona de inhibición alrededor de cada disco se registró utilizando un calibre 
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digital. Por lo tanto, la muestra analizada se consideró positiva cuando D era 

mayor o igual a 6 mm y negativa cuando D era menor de 6 mm.  

Para el método de macrodilución, se determinó el crecimiento de hongos 

mediante la medición de los diámetros de las colonias (mm). Se adicionó 

suspensión de NPs en placas de Petri con MEA, de manera que las diluciones 

finales tuvieron una concentración de 10, 50 y 167 µg/mL. Como control, se 

utilizaron placas de Petri sin NPs (0 µg/mL) con MEA. Posteriormente, las placas 

se inocularon en el centro con 20 µL de suspensión de 105 esporas/mL y se 

incubaron durante 7 días a 28 ° C. La prueba se realizó por triplicado. 

Formulación y caracterización de recubrimiento sol-gel 

El recubrimiento sol-gel funcionalizado con NPs fue preparado para su 

aplicación en la protección de ladrillos comerciales que fueron caracterizados en 

el Capítulo 3. Se emplearon dos precursores: 3-aminopropiltrietoxisilano (AMEO) 

y 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MTMO) (Camsi-X, usado como se suministra)  

y el ajuste de las condiciones de preparación del recubrimiento sol-gel fueron de 

acuerdo a lo que propusieron (Gámez-Espinosa et al., 2020). Esto es, ambos 

silanos se agregaron en una concentración de 2% (v/v). El precursor se añadió 

al sistema en una proporción de 0,9 ml de etanol + 0,06 mL de NPs + 0,02 mL 

de AD + 0,02 mL de silano por cada mL de solución. El pH se ajustó previamente 

a 4 con HNO3. Finalmente, los ladrillos (4,0 ± 0,4 cm3) se trataron por inmersión 

durante 90 segundos en las soluciones preparadas y se secaron a temperatura 

ambiente durante dos semanas.  

Por otra parte, se evaluó otra variante en la protección de materiales que 

consistió en probar la eficiencia del recubrimiento sol-gel funcionalizado sobre 

una pintura acrílica. La formulación utilizada se puede ver en la Tabla 4.1. Para 

la formulación se tuvo en cuenta una composición básica de factible utilización 

en fachadas de exterior. 
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Tabla 4.1. Composición de la pintura acrílica  

Compuestos  % por peso 
Agua 16,40 

Antiespuma 0,11 
Agente espesante  0,22 

Agente estabilizador de pH 0,04 
Agente dispersante  0,15 
Agente surfactante  0,04 

TiO2 9,96 
CaCO3 natural 21,91 

CaCO3 precipitado 1,95 
Resina (1:1) 52,33 

Coalescentes 1,01 
 

La pintura se preparó en una dispersora de alta velocidad. En un primer paso 

se dispersó agua destilada con antiespuma (Q202, Diransa) y espesantes 

(Cellosize 52000, Dow). Luego se adicionaron agentes dispersantes 

estabilizadores de pH (AMP-95, Angus) y el agente surfactante (Dow), 

suspendidos en agua. Posteriormente, se añadieron los pigmentos uno a uno y 

finalmente se añadió una mezcla de resina acrílica-estireno (Thyosil 190, 

Diransa), coalescentes (aguarrás y butilglicol) y antiespuma. 

La pintura acrílica se caracterizó por: grado de dispersión (método Hegman), 

tiempo de secado según norma ASTM D1640, poder cubritivo según norma 

ASTM D344 y prueba de lavabilidad. El método Hegman consiste en pasar el 

recubrimiento líquido por una ranura cónica calibrada que varía en profundidad 

de 100 a 0 mm. La profundidad a la que los grupos continuos de partículas o 

aglomerados sobresalen a través de la superficie se toma como el grado de 

dispersión. En la prueba de lavabilidad, la pintura se aplica a un panel de plástico 

negro que se frota con un cepillo de nailon sumergido en agua. Se determina el 

número de pasadas de ida y vuelta (ciclos) necesarios para observar el sustrato 

negro al quitar la pintura. 

Finalmente, la pintura se aplicó en portaobjetos de vidrio para luego ser 

tratada por el recubrimiento sol-gel. Se sumergieron portaobjetos de 2,5 cm2 con 

pintura acrílica en las soluciones durante 90 s y se dejaron secar durante 14 días 

a 25 °C. También se prepararon controles, donde el mismo volumen de NPs en 
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suspensión fue reemplazado por AD. Después de esto, se evaluó la actividad 

antifúngica de las muestras recubiertas (ladrillos y pintura acrílica). 

Los recubrimientos de silano sobre la pintura se caracterizaron por SEM, 

EDS, mapeo de rayos X, ángulos de contacto y ciclos de absorción/desorción de 

humedad. El ángulo de contacto se midió por triplicado colocando una gota de 

agua destilada con una pipeta Pasteur sobre la pintura acrílica revestida. Se 

tomó una fotografía de la gota con un microscopio digital Gaosuo y se midió el 

ángulo de contacto con el software Gaosuo (Koch and Barthlott, 2009). Muestras 

de vidrios recubiertos secos, previamente pesados en balanza analítica, se 

colocaron en una cámara de 100% de humedad y se determinó la ganancia de 

peso durante 1000 h con el fin de determinar la absorción/desorción de agua. En 

todos los casos, los ensayos se realizaron por duplicado. 

Prueba de resistencia fúngica del recubrimiento sol-gel  

La actividad antifúngica de los recubrimientos funcionalizados con NPs sobre 

el ladrillo y la pintura acrílica, se evaluaron utilizando la norma ASTM 5590. Las 

muestras se colocaron en placas Petri con 10 mL de Agar Mineral Mínimo 

(MMA). Cada una fue inoculada con el mismo volumen (50 μL) de una solución 

de esporas (105 esporas/mL). Las cepas fueron las mismas que se usaron en los 

ensayos previos. Las placas de Petri se incubaron a 28 °C durante 30 días. El 

crecimiento de hongos observado en las muestras se informó como el porcentaje 

(%) del área cubierta (0%, <10%, 10-30%, 30-60% y 60-100%) y se clasificó 

como 0,1, 2, 3 y 4 respectivamente, teniendo en cuenta la norma ASTM 5590. Al 

final de la prueba, las muestras se observaron con microscopio estereoscópico, 

Leica S8 APO, y se tomaron registros fotográficos con una cámara digital Leica 

y, también, mediante SEM. El procedimiento para observar las muestras en el 

SEM fue explicado en la sección de materiales y métodos del Capítulo 2.  

Análisis estadístico  

El análisis estadístico de la medida del diámetro de la colonia se realizó con 

el programa RStudio 1.1.463®. La distribución de probabilidad se analizó con la 

prueba de distribución normal. Se realizó un ANOVA de un factor y 

posteriormente se aplicó la prueba de Tukey. El factor incluido fue la 
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concentración de nanopartículas. Las pruebas utilizadas se aplicaron mediante 

el paquete multcomp. 

Resultados  
Biosíntesis y caracterización de las nanopartículas  

       Con el método de síntesis propuesto, fue posible obtener AgNPs. Cuando 

se añadió las soluciones de TQ (500 y 1000 ppm) a la solución acuosa de AgNO3, 

se obtuvieron Ag5NPQ y Ag1NPQ, respectivamente. Esto se evidenció en los 

espectros UV-vis donde se pudo observar la banda de absorción (~ 400 nm) 

correspondiente a la resonancia plasmónica superficial de las AgNPs (Ider et al., 

2017). La Figura 4.2 muestra los espectros de absorción UV-vis de las AgNPs 

sintetizadas con las soluciones de TQ.  

Ambos espectros UV-vis muestran picos máximos aproximadamente entre 

400 y 410 nm que lograron mantenerse en el tiempo, aumentando en intensidad 

para Ag1NPQ a partir de los 30 días (Figura 4.2A). 

 

Figura 4.2. Espectros UV-vis de AgNPs sintetizadas con tanino de S. balansae. 

 

Ag1NPQ 

A 
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Figura 4.2 (Continuación). Espectros UV-vis de AgNPs sintetizadas con tanino 

de S. balansae. 

        Por otro lado, en los espectros FTIR de TQ y NPs obtenidas de a partir de 

estos taninos, existen picos bien resueltos a 3414, 1618 y 1500-1000 cm-1 

(Figura 4.3). Picos entre 3600-3400 cm-1 correspondientes al estiramiento del 

grupo O-H (enlaces H intramoleculares, puente simple) fueron detectados. Los 

aumentos en la fuerza de los enlaces H van acompañados de cambios a 

frecuencias más bajas de las bandas de absorción debido a la vibración de 

estiramiento O-H. Además, se detectó el pico a 1618 cm−1 asignado al 

estiramiento de las dobles uniones C=C en los compuestos aromáticos (Bellotti 

et al., 2012b, 2012c). En el caso de las Ag5NPQ, este pico se puede ver 

desplazado a frecuencias más bajas. En ambos espectros de AgNPs se puede 

observar un aumento en la intensidad de la absorbancia alrededor de 1700 cm-1 

a diferencia de lo que ocurre con el TQ, esto puede atribuirse a la oxidación de 

los polifenoles y la aparición en consecuencia de grupos C=O en las muestras. 

Esto último se corrobora con la reducción de los iones metálicos y la formación 

de las NPs. Por otro lado, se observan picos próximos a 1520 y 1450 cm-1 

debidos al estiramiento de los enlaces C=C correspondiente a los fenoles 

(Morrison and Boyd, 1990; Bellotti et al., 2012b).  

Ag5NPQ 

B 
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Figura 4.3. Espectros FTIR del tanino de S. balansae (TQ) y las NPs obtenidas. 

La presencia de estos grupos funcionales en las Ag1NPQ y Ag5NPQ 

purificadas demuestra que el TQ están asociadas a ellas. Además, permitió 

proponer un mecanismo de biosíntesis: los polifenoles presentes en el TQ 

reducirían los iones Ag+ a Ag°, actuando como agente reductor y estabilizante 

``verde´´, similar al mecanismo del tanino de tara a pesar de las diferencias 

químicas entre ellos.  
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Figura 4.4. Imágenes TEM e histograma del análisis de distribución de tamaño. 

A, C y E: Ag1NPQ; B, D y F: Ag5NPQ. La barra en cada micrografía corresponde 

a 20 nm. A y B: 270000X; C y D: 450000X 

 

A B 

C 

E F 

D 
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         Por otro lado, la presencia de los polifenoles fue constatada mediante su 

determinación por espectrofotometría utilizando el reactivo de FD. La 

concentración de polifenoles totales en la solución de TQ utilizada para la 

síntesis de Ag5NPQ dio como resultado 395 mg/L. Esto corroboró la presencia 

de los polifenoles provenientes del tanino en el sistema de síntesis y el 

mecanismo propuesto.  

La Figura 4.4 muestra las micrografías TEM y el histograma del análisis 

de distribución de tamaño. Los Ag1NPQ (Figura 4.4 A y B) son quasiesféricas y 

mostraron una frecuencia más alta con un tamaño promedio de 27 nm (Figura 

4.4 E). Además, las Ag5NPQ (Figura 4.4 C y D) tienen la misma forma que las 

Ag1NPQ, pero en este caso las partículas tuvieron un tamaño medio más bajo 

(22 nm) (Figura 4.4 F). Las imágenes TEM revelaron que las partículas están 

cubiertas por una capa que correspondería a la materia orgánica de los taninos, 

manteniéndolas estables y dispersas. Reafirmando los resultados obtenidos en 

el espectro FTIR.  

         Por otro lado, la Figura 4.5 proporciona micrografías SEM, mapeo y 

espectros EDS de las NPs biosintetizadas. Las imágenes SEM de Ag1NPQ y 

Ag5NPQ mostraron que las partículas tienen una disposición compacta (Figura 

4.5 A y C). Con las micrografías de mapeo se determinó la distribución uniforme 

de Ag al momento de preparar la muestra (Figura 4.5 B y D). En el espectro EDS 

de Ag5NPQ se observó un pico resuelto a 3 keV, lo que confirma la presencia 

de Ag en el sistema de síntesis y reafirma los resultados descritos por 

espectroscopia UV-vis (Figura 4.5 E).  
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Figura 4.5. Micrografías SEM, mapeo de Nps y espectros EDS. A y B: Ag1NPQ. 

C, D y E: Ag5NPQ.  

A B 

C D 

E 
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Efecto de las nanopartículas en suspensión sobre el crecimiento fúngico  

El ensayo de difusión en agar mostró que las suspensiones de Ag1NPQ y 

Ag5NPQ tienen actividad antifúngica en todas las cepas estudiadas (D ≥ 6 mm). 

Por esta razón, se utilizaron ambas NPs en el ensayo de macrodilución. La 

Figura 4.6 muestra el efecto de las NPs sobre el crecimiento de las cepas 

fúngicas en estudio.  

Los valores del diámetro de las colonias fueron mayores cuando las cepas 

se enfrentaron a Ag1NPQ, incluso A. niger y P. commune crecieron cuando la 

concentración fue de 167 µg/mL. Por otro lado, cuando las cepas se enfrentaron 

a Ag5NPQ, solo hubo crecimiento de A. niger a 10 y 50 µg/mL y P. commune a 

10 µg/mL. Por tanto, las Ag5NPQ mostraron una mayor actividad antifúngica con 

respecto a Ag1NPQ. Además, C. sphaerospermum y L. theobromae fueron más 

sensibles a las NPs en comparación con A. niger y P. commune ambos 

colonizadores primarios. Esto corrobora lo observado con las NPs obtenidas con 

TT y cuyos resultados se muestran en el Capítulo 3.  

          La Figura 4.7 ilustra mediante registros fotográficos el ensayo de 

macrodilución con las diferentes concentraciones de Ag5NPQ en MEA frente a 

las cuatro cepas al final del período de incubación. Se observaron pequeñas 

colonias de A. niger y P. commune cuando se inocularon en medio con las 

concentraciones más bajas de NPs en comparación con el control. Por otro lado, 

no hubo crecimiento de C. sphaerospermum y L. theobromae en ninguna de las 

concentraciones de Ag5NPQ empleadas. 
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Figura 4.6. Medidas del diámetro de la colonia. Letras diferentes en barras 

indican diferencia estadísticamente significativa (ρ≤0.05) para la prueba de 
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Figura 4.6 (Continuación).  Medidas del diámetro de la colonia. Letras 

diferentes en barras indican diferencia estadísticamente significativa (ρ≤0.05) 

para la prueba de Tukey. 
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Figura 4.7. Efecto de las NPs sobre el diámetro de la colonia. Crecimiento de 

hongos en placa de Petri con MEA y Ag5NPQ, t = 7 días, T = 28 ° C. 

Formulación y caracterización de recubrimiento sol-gel 

Considerando los espectros de absorción UV-vis, los espectros FTIR, el 

análisis de distribución de tamaño y la actividad antifúngica, se seleccionó la 

suspensión de Ag5NPQ como nanoaditivo en la formulación de los 

recubrimientos. El método de hidrólisis y condensación propuesto permitió 

obtener el recubrimiento sol-gel funcionalizado con Ag5NPQ.  

Se realizó la caracterización de la pintura acrílica utilizada y el grado de 

dispersión fue superior a 100 µm, el tiempo de secado al tacto fue de 45 min 

mientras que el secado duro fue de 115 min. El poder cubritivo se obtuvo 

después de dos aplicaciones cruzadas (75 + 75 µm) y la capacidad de lavabilidad 

0 µg/mL 10 µg/mL 50 µg/mL 167 µg/mL 

    

    

    

    

A. niger 

P. commune 

C. sphaerospermum 

L. theobromae 
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fue mayor que 4000 ciclos. Los valores mostrados son aceptables para pintura 

acrílica de acuerdo con los estándares utilizados. 

         La Figura 4.8 muestra micrografías SEM de las muestras. En la pintura 

acrílica se observó una superficie muy irregular (Figura 4.8 A y B). Sin embargo, 

en el recubrimiento sol-gel (Figura 4.8 C y D) y el recubrimiento sol-gel + Ag5NPs 

(Figura 4.8 E y F) sobre la pintura acrílica, se constató la presencia de una 

superficie más homogénea, posiblemente debido a la presencia del 

recubrimiento propiamente dicho.  

      Por su parte, en la figura 4.9 se observa el mapeo de rayos X y en la figura 

4.10 los espectros EDS de las mismas muestras.  La pintura sin recubrimiento 

sol-gel presentó una distribución parcialmente homogénea de elementos Ti, Mg, 

O y C (Figura 4.9 A y B). Además, los picos del espectro de EDS para estos 

elementos se observaron a los 0,4; 1,2; 0,5 y 0,1 keV, respectivamente (Figura 

4.10 A). Estos elementos están presentes en los compuestos químicos utilizados 

en la pintura.   

      Cuando la pintura estuvo recubierta con AMEO y recubrimiento AMEO+ 

Ag5NPQ, el mapeo de rayos X mostró una distribución homogénea de elementos 

como Ti, Mg, O y C (Figura 4.9 C y E). Incluso en las Figuras 4.9 D y F se observó 

una distribución homogénea sobre todo el material de Si y Ag. Además, los 

espectros EDS detectaron N y Si a los 0,1 y 1,7 keV, respectivamente (Figura 

4.10 B), estos elementos son parte de la estructura química AMEO utilizado. Por 

último, se observó un pico de Ag a 3 keV en los espectros EDS del recubrimiento 

sol-gel + Ag5NPQ sobre la pintura (Figura 4.10 C). Esto estaría indicando que 

las Ag5NPQ fueron retenidas en la matriz durante el secado del recubrimiento 

sol-gel y posiblemente interactúen con los grupos amino del silano. 
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Figura 4.8. Microfotografías SEM. A y B: Control (pintura sin recubrimiento sol-

gel). C y D: Recubrimiento de sol-gel sobre la pintura. E y F: Recubrimiento sol-

gel + Ag5NPs sobre la pintura 

A B 

C D 

E F 
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Figura 4.9. Mapeo de rayos X. A y B: Control (pintura sin recubrimiento sol-gel). 

C y D: Recubrimiento de sol-gel sobre la pintura. E y F: Recubrimiento sol-gel + 

Ag5NPs sobre la pintura 

A B 

C D 

E F 
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Figura 4.10. Espectros EDS. A: Control (pintura sin recubrimiento sol-gel). B: 

Recubrimiento de sol-gel sobre la pintura. C: Recubrimiento sol-gel + Ag5NPs 

sobre la pintura. 

       Por otro lado, en la Figura 4.11 se muestran los resultados obtenidos a partir 

del ensayo de absorción de humedad lo cual evidenció que no existieron 

diferencias significativas en la absorción de humedad entre la pintura acrílica con 

y sin silano. En el primer ciclo se absorbe mucha humedad, luego en el segundo 

y tercero se estabiliza al 0,2%. La desorción de agua es similar. Los datos 

A 

B 

C 



129 
 

graficados corresponden a los vidrios que absorbieron más agua en cada 

muestra. Los resultados indican que la presencia de la película de silano no 

modificó la absorción de humedad de la pintura. 

 

 

Figura 4.11. Ciclos de absorción/desorción de humedad en las muestras. 
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Figura 4.12. Estereografías de gotas de agua sobre muestras y el ángulo de 

contacto. A: Pintura, B: recubrimiento sol-gel sobre la pintura y C: recubrimiento 

de sol-gel + Ag5NPs sobre la pintura. 

70.0 ± 0.6°  A  

B  76.6 ± 0.7°  

C  84.2 ± 0.5°  
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La Figura 4.12 proporciona estereografías de las gotas de agua depositadas 

sobre las muestras en el ensayo de determinación del ángulo de contacto.  

Los valores del ángulo de contacto de la pintura sin recubrimiento sol-gel, 

recubrimiento sol-gel sobre la pintura y recubrimiento sol-gel+ Ag5NPQ sobre la 

pintura fueron 70,0±0.6°, 76,6±0,7° y 84,2±0,5° respectivamente (Figura 4.12 A-

C). Entonces, todas las muestras fueron hidrofílicas ya que los ángulos de 

contacto tuvieron valores entre 10° y 90° (Koch and Barthlott, 2009). Por lo tanto, 

el recubrimiento no aportó la condición de hidrofobicidad a la pintura, pero la 

aumentó levemente, por la modificación hacia valores mayores del ángulo de 

contacto. 

Prueba de resistencia fúngica del recubrimiento sol-gel   

En la Tabla 4.2 se puede ver el índice de crecimiento fúngico de acuerdo con 

el área cubierta sobre el material cerámico.  

Tabla 4.2. Índice de crecimiento de hongos según el área cubierta en el ladrillo. 

Muestra  A. niger P. commune C. 
sphaerospermum 

L. 
theobromae 

Control 4 4 3 4 
AMEO 3 3 3 3 

AMEO+ Ag5NPQ 0 0 0 0 
MTMO 4 3 2 2 

MTMO+ Ag5NPQ 2 2 1 1 
 

         Registros fotográficos obtenidos al concluir el ensayo de resistencia 

fúngica en los ladrillos recubiertos con AMEO se observan en las Figuras 4.13, 

4.14 y 4.15 frente a distintas cepas.  

En la Figura 4.13 se observan colonias solamente en el control y en el 

recubrimiento de AMEO. En el caso de A. niger, P. commune y L. theobromae el 

crecimiento se observó sobre el ladrillo y en el medio de cultivo. En el caso de 

C. sphaerospermum solo se observan colonias puntuales en los ladrillos. Por su 

parte, en la figura 4.14 se muestran estereofotografías de este ensayo. Se 

observó micelio somático y reproductivo de todas las cepas cuando estuvieron 

enfrentadas al control y AMEO, no así en el caso de AMEO+Ag5NPQ solo se 

observó el ladrillo.  
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 Figura 4.13. Ensayo de resistencia fúngica de los ladrillos recubiertos con 

AMEO en MMA, t = 30 días y T = 28 °C. 
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Figura 4.14. Estereofotografías del ensayo de resistencia fúngica de los ladrillos 

recubiertos con AMEO, t = 30 días y T = 28 °C. 80x 

Por último, la figura 4.15 muestra las microfotografías SEM. En el control 

se observaron abundantes fialoconidios libres o asociados a conidióforos de A. 

niger y P. commune, no así en caso de C. sphaerospermum y L. theobromae 

donde la presencia de micelio somático es muy conspicua. No hubo crecimiento 
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fúngico sobre AMEO+Ag5NPQ debido a la actividad antifúngica de las 

nanopartículas. 

Control AMEO+ Ag5NPQ 

  

  
 

Figura 4.15. Micrografías SEM del ensayo de resistencia fúngica de los ladrillos 

recubiertos con AMEO, t = 30 días y T = 28 °C.1000x 
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Control AMEO+ Ag5NPQ 

  

  
 

Figura 4.15 (Continuación). Micrografías SEM del ensayo de resistencia 

fúngica de los ladrillos, t = 30 días y T = 28 °C.1000x 

Por otra parte, las figuras 4.16, 4.17 y 4.18 muestran los resultados obtenidos 

de este ensayo cuando los ladrillos estuvieron recubiertos con MTMO. En la 

figura 4.16 se observaron colonias tanto en el control, como en los tratamientos. 

A. niger, P. commune y L. theobromae mostraron un crecimiento más invasivo 

sobre el material con respecto a C. sphaerospermum. 
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Figura 4.16. Ensayo de resistencia fúngica de los ladrillos recubiertos con MTMO 

en MMA, t = 30 días y T = 28 °C. 
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Figura 4.17. Estereofotografías del ensayo de resistencia fúngica de los ladrillos 

recubiertos con MTMO, t = 30 días y T = 28 °C. 80x 

En todas las estereofotografías (Figura 4.17) se observó micelio somático y 

reproductivo, para el caso de A. niger y P. commune con una apariencia 

pulverulenta y para el resto de las cepas una apariencia algodonosa. En las 

micrografías de SEM (Figura 4.18) se observan solamente las ornamentaciones 

conidiales de A. niger y P. commune. En el caso de C. sphaerospermum se 
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observó micelio somático escaso y ruptura de las hifas en L. theobromae cuando 

estuvieron enfrentadas a MTMO+Ag5NPQ. Por lo tanto, AMEO + Ag5NPQ tuvo 

mejor performance antifúngico con respecto a MTMO+ Ag5NpQ en el 

recubrimiento de material cerámico. 

Control MTMO+ Ag5NPQ 

  

  
 
Figura 4.18. Micrografías SEM del ensayo de resistencia fúngica de los ladrillos, 

t = 30 días y T = 28 °C.10000x 
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Control MTMO+ Ag5NPQ 

  

  
 

Figura 4.18 (Continuación). Micrografías SEM del ensayo de resistencia 

fúngica de los ladrillos, t = 30 días y T = 28 °C.3000x 
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    Por otra parte, en la Tabla 4.3 se puede ver el índice de crecimiento fúngico 

sobre la pintura con y sin el tratamiento con el sol-gel de acuerdo con el área 

cubierta. El recubrimiento sol-gel aplicado sobre la pintura fue el de AMEO 

teniendo en cuenta la mayor eficiencia reportada en el ensayo con el material 

cerámico.  

Tabla 4.3. Índice de crecimiento de hongos según el área cubierta. 

Cepas Pintura sin 
recubrimiento 

sol-gel 

Pintura con 
recubrimiento 

sol-gel  

Pintura con 
recubrimiento 

sol-gel + 
Ag5NPQ  

A. niger 4 3 0 
P. commune 3 2 0 

C.sphaerospermum 3 2 0 
L. theobromae 4 3 0 

 

Los resultados de las pruebas de resistencia fúngica de las muestras frente 

a A. niger, P. commune y C. sphaerospermum se muestran en la Figura 4.19 y 

Figura 4.20 a partir de los registros fotográficos obtenidos. En las muestras no 

recubiertas las cepas tuvieron un crecimiento intenso (60-100%), excepto en el 

caso de P. commune y C. sphaerospermum que tuvieron un crecimiento 

moderado (30–60%) sobre pintura acrílica. En las muestras tratadas con el 

recubrimiento AMEO, se observó un crecimiento moderado de A. niger y L. 

theobromae, aunque fue ligero (10-30%) en las otras dos cepas. Sin embargo, 

no hubo crecimiento de hongos en las muestras cuando fueron recubiertas con 

AMEO + Ag5NPQ debido a la presencia de estas partículas retenidas en la matriz 

de silano.  

En la pintura sin y con recubrimiento de sol-gel, se observó micelio somático 

y reproductivo, tanto en el medio de cultivo como en las muestras. En cambio, el 

recubrimiento de sol-gel + Ag5NPQ sobre la pintura demostró ser eficiente para 

prevenir el desarrollo de películas fúngicas con una inhibición del 100% contra 

las cepas empleadas en este estudio (Figura 4.20). Esta evidencia muestra que 

la actividad antifúngica del recubrimiento está relacionada con la presencia de 

Ag5NPQ. 

 



141 
 

 

Figura 4.19. Ensayo de resistencia fúngica de las muestras. Placas de Petri con 

MMA, t = 30 días y T = 28 °C. 
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Figura 4.20. Estereofotografías del ensayo de resistencia fúngica de las 

muestras, t = 30 días, T= 28 °C. 80x 
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Discusión 
       Estudios han indicado que las biomoléculas como proteínas, carbohidratos, 

flavonoides y fenoles no solo juegan un papel en la estabilización  de las 

nanopartículas, sino que también en la reducción de iones al tamaño nano 

(Jasrotia et al., 2020). Posiblemente, la morfología y el tamaño de partícula 

estuvieron influenciados por las condiciones de reacción, como la concentración 

de reactivos, el tipo de agente reductor (polifenoles) y el tiempo o temperatura 

de síntesis.  

         En el capítulo anterior se estudió la síntesis verde de nanopartículas de 

plata utilizando tanino de Caesalpinia spinosa. Curiosamente, el tamaño de 

partícula promedio (27 y 22 nm) en el presente capítulo usando S. balansae fue 

mayor al tamaño de partículas (15 y 7 nm) sintetizadas con C. spinosa. 

Igualmente, la morfología de las nanopartículas fue idéntica, aunque hayan sido 

sintetizadas por diferentes taninos. 

     En el presente capítulo, se registró la actividad antifúngica de las AgNPQ 

biosintetizadas frente a cuatro cepas altamente deteriorantes (A. niger, P. 

commune, C. sphaerospermum y L. theobromae). Ambas poblaciones de 

partículas redujeron el crecimiento micelial de los hongos seleccionados a partir 

de los atributos estudiados en el Capítulo 2. Las NPs obtenidas con la solución 

de TQ de menor concentración mostró mayor actividad frente a las cepas en 

estudio. Esto puede estar relacionado con la diferencia de tamaño ya que las 

nanopartículas pequeñas tienen mayor actividad biológica (27 y 22 nm para 

Ag1NPQ y Ag5NPQ respectivamente) (Mittal et al., 2013). Anteriormente, varios 

estudios científicos han informado de la actividad antifúngica de los AgNPs 

contra diferentes hongos deteriorantes (Barberia-Roque et al., 2019a; Fernández 

et al., 2020; Gámez-Espinosa et al., 2020). Recientemente, (Scroccarello et al., 

2021) observaron que las AgNPs sintetizadas usando compuestos fenólicos 

exhibían actividad antifúngica contra A. niger. Sin embargo, faltan informes sobre 

el efecto de los AgNP en C. sphaerospermum. 
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           Como se menciona en la literatura científica, un posible mecanismo de 

actividad antifúngica se basa en la internalización de los AgNPs por el extremo 

apical de la hifa en crecimiento. Una vez que las NPs están en el medio 

intracelular, su fuerte interacción con nucleófilos como los grupos amino y tiol 

provoca la inactivación de algunas enzimas y afecta procesos como la nutrición 

y la respiración celular. Los iones de plata pueden provocar la desnaturalización 

de proteínas y ADN, lo que afecta la maquinaria replicativa en la célula fúngica 

(Żarowska et al., 2019; Kavitha et al., 2020; Khan et al., 2020). 

       Los valores mostrados en los ensayos de caracterización son aceptables 

para la pintura acrílica de acuerdo con los estándares utilizados.  Las NPs en 

combinación con el recubrimiento se considera un enfoque prometedor para 

fabricar superficies hidrofóbicas mecánicamente duraderas en sustratos sólidos  

al mejorar la adhesión entre el componente nano y los sustratos subyacentes 

(Seyfi et al., 2015). Sin embargo, el recubrimiento sol-gel obtenido no modificó 

las características de hidrofobicidad/hidrofilicidad de la pintura acrílica, aunque 

el ángulo de contacto cambió 10°. 

      Las investigaciones científicas demuestran que tanto la micro/nanoestructura 

rugosa como los componentes de baja energía superficial son indispensables 

para construir superficies hidrófobas (Buruiana et al., 2020). Sin embargo, debido 

a la fragilidad de la rugosidad microscópica, estas texturas no humectantes son 

susceptibles a la destrucción mecánica, incluso con rayones moderados (por 

ejemplo, toque con los dedos), provocando que la durabilidad mecánica sea una 

preocupación importante para las superficies hidrófobas en aplicaciones 

prácticas (Zhang et al., 2020). 

    Por otro lado, las cepas fúngicas seleccionadas crecieron en la pintura sin 

recubrimiento debido a los compuestos orgánicos e inorgánicos presentes en la 

formulación. Por ejemplo, los compuestos orgánicos como la resina pueden 

servir como fuente de carbono (Gaylarde et al., 2011).  Varios autores han 

logrado funcionalizar recubrimiento sol-gel con nanopartículas aplicadas para 

controlar la corrosión y la actividad bacteriana (González et al., 2019; Zhang et 

al., 2021). Pero queda mucho por decir sobre el uso de recubrimientos sol-gel 

con nanopartículas obtenidas por síntesis verde aplicadas como sistema de 
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protección. Un hallazgo interesante es la obtención de un recubrimiento sol-gel 

funcionalizado con AgNPs sintetizados a partir del tanino de S. balansae para la 

protección contra el deterioro fúngico de las pinturas acrílicas. Sin embargo, 

aunque este resultado es muy prometedor, es necesario estudiar la eficiencia del 

recubrimiento por más de 30 días y analizar la liberación controlada de Ag5NPQ 

para optimizar la formulación y extender el comportamiento protector. 
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Capítulo 5 

Conclusiones generales 
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      Sobre la base de las hipótesis planteadas en esta tesis y realizado todos los 

experimentos detallados anteriormente, se han obtenido las siguientes 

conclusiones: 

     Hipótesis 1. Sobre ladrillo y hormigón se desarrolla una micobiota diversa y 

que algunos de los hongos que la integran son microorganismos altamente 

degradantes de esos materiales.  Se acepta la primera hipótesis de la que se 

extraen las siguientes conclusiones: 

• Mediante el método de muestreo y las técnicas de aislamiento utilizadas 

fue posible estudiar los especímenes cultivables obtenidos a partir de la 

micobiota presente en fachadas de dos edificios de La Plata (Catedral de 

La Plata y la Estación Experimental del Centro de Investigación y 

Desarrollo en Tecnología de Pinturas). 

 

• Los géneros con mayor frecuencia relativa de aparición en la fachada de 

la Catedral de La Plata fueron Cladosporium, Penicillium, Aspergillus y 

Alternaria por lo que se consideraron abundantes. 

 

•  DUSM 1 y Chrysonilia sp. fueron las cepas con mayor frecuencia relativa 

de aparición en la Estación Experimental del Centro de Investigación y 

Desarrollo en Tecnología de Pinturas. 

 

• YUSM y C. cladosporioides presentaron la mayor densidad relativa en 

ambos sitios de muestreo. 

 

• Los atributos biodeteriantes permitieron caracterizar las especies 

cultivables aisladas de los sitios de muestreo. 

 

• Las pruebas realizadas permitieron seleccionar entre los aislados las 

cepas con mayor potencialidad biodeteriorante: A. niger MN371276, L. 

theobromae MN371283, C. sphaerospermum MN371394, P. commune 

MN371392 y A. spectabile MT071822.  
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•  El análisis molecular permitió confirmar la identificación taxonómica de 

las cepas altamente biodeteriantes y analizar su relación evolutiva.  

 

•  Las investigaciones en micología son una herramienta para obtener 

información sobre las especies cultivables presentes en la biopelícula de 

las construcciones edilicias 

    Hipótesis 2: Aislados fúngicos altamente deteriorantes pueden ser utilizados 

como bioindicadores en la evaluación de potenciales activos antifúngicos y 

recubrimientos. Se acepta la segunda hipótesis de la que se extraen la siguiente 

conclusión: 

• A. niger MN371276, L. theobromae MN371283, C. sphaerospermum 

MN371394 y P. commune MN371392 son bioindicadores eficientes para 

la evaluación de la performance antifúngica de aditivos y recubrimientos.  

    Hipótesis 3:  Los recubrimientos basados en silanos presentan propiedades 

adecuadas para ser aplicados en la protección de los materiales en estudio. Se 

acepta la segunda hipótesis de la que se extraen las siguientes conclusiones: 

• La determinación del ángulo de contacto, la absorción de agua, SEM, EDS 

y mapeo de rayos X permitieron caracterizar los recubrimientos obtenidos 

por tecnología sol-gel. 

 

• El AMEO y MTMO son precursores eficientes en la obtención de una 

suspensión coloidal estable (sol). 

 

• Con la formulación propuesta se consiguió un recubrimiento hidrofóbico 

que no favorece la retención de agua superficial.  

 

• Los recubrimientos sol-gel disminuyen considerablemente la absorción de 

agua en el material cerámico.  

 

       Hipótesis 4: Las nanopartículas metálicas con actividad fúngica pueden ser 

obtenidas por síntesis verde mediante el uso de extractos vegetales acuosos y 
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que las mismas presentan potencialidades antifúngicas. Se acepta la tercera 

hipótesis de la que se extraen las siguientes conclusiones: 

• A partir del tanino de Caesalpinia spinosa y soluciones acuosas de AgNO3 

y Cu (NO3)2.3H2O fue posible la obtención de nanopartículas (Ag1NPT, 

Ag5NPT y CuNPT) estables en suspensión evidenciadas, en primer lugar, 

por la aparición de las bandas características de absorción en los 

espectros UV-Vis. 

 

• Con el tanino de Schinopsis balansae y la solución acuosa de AgNO3 

también fue posible la síntesis de nanopartículas (Ag1NPQ y Ag5NPQ) 

estables en suspensión.  

 

• Imágenes de TEM confirmaron la obtención de las nanopartículas 

permitiendo determinar su forma y tamaño promedio. 

 

• Espectros FTIR mostraron que los polifenoles tanto del tanino de 

Caesalpinia spinosa como de Schinopsis balansae se encontraban 

asociados a las nanopartículas como consecuencia del proceso de 

síntesis.  

 
• La concentración y el tipo de tanino utilizado en el proceso de síntesis 

afectó el tamaño y morfología de las nanopartículas obtenidas. 

 

• Imágenes SEM, de mapeo y espectro EDS permitieron determinar la 

disposición, dispersión y presencia de los elementos metálicos 

correspondientes.  

 

• Mediante el ensayo de difusión en agar se pudo determinar que las 

nanopartículas de Ag fueron en todos los casos activas frente a A. niger, 

L. theobromae, C. sphaerospermum y P. commune. Por otro lado, las 

nanopartículas de óxido cuproso no resultaron tener actividad frente a los 

mismos bioindicadores. 
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• Mediante el ensayo de macrodilución se pudo determinar que la actividad 

antifúngica era diferente según el proceso de síntesis realizado, en tal 

sentido las nanopartículas obtenidas a partir de sales de plata con la 

menor concentración de tanino de quebracho (Ag5NPQ) lograron un 

mayor grado de inhibición con concentraciones más bajas al considerar la 

cepa de A. niger que ha resultado la más resistente de los cuatro 

bioindicadores en los ensayos en placa.  

 

 

   Hipótesis 5: Los recubrimientos obtenidos mediante la metodología sol-gel 

pueden ser funcionalizados al integrar en su matriz las nanopartículas bioactivas 

y por lo tanto pueden prevenir el biodeterioro fúngico. Se acepta la cuarta 

hipótesis de la que se extraen las siguientes conclusiones: 

• En la formulación del recubrimiento sol-gel se pudo integrar Ag5NPT y 

Ag5NPQ independientemente de los precursores usados (AMEO y 

MTMO). 

 

• La actividad antifúngica de los recubrimientos sol-gel puedo evaluarse 

siguiendo un procedimiento basado en la norma ASTM 5590. 

 

• Recubrimientos con AMEO+Ag5NPT aplicados sobre los materiales 

cerámicos tuvieron mejor performance antifúngica que los recubrimientos 

con MTMO+Ag5NPT. 

 

• Recubrimientos con AMEO+Ag5NPQ aplicados sobre los materiales 

cerámicos tuvieron mejor performance antifúngica que los recubrimientos 

con MTMO+Ag5NPQ. 

 

• Recubrimientos sol-gel con precursor AMEO presentan mayor actividad 

antifúngica con respecto a los recubrimientos con MTMO. 

 

• Recubrimiento con AMEO y AgNPs son eficientes protectores de pinturas 

acrílicas contra el deterioro fúngico.  
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• Recubrimientos sol-gel funcionalizados con Nps pueden ser usados en el 

control del deterioro fúngico de materiales estructurales. 

 

• El control del deterioro fúngico puede contribuir a la conservación 

preventiva de construcciones edilicias. 

 

• La obtención de Nps por síntesis verde con actividad biocida y 

funcionalizadas en recubrimientos sol-gel proporciona un enfoque útil en 

la preservación de los materiales estructurales frente al biodeterioro. 

 

       El empleo de nanopartículas de plata obtenidas a partir de taninos para 
su aplicación en recubrimientos protectores antifúngicos es beneficioso 
porque implica el aprovechamiento de un recurso natural renovable y, en 
especial, en el caso del tanino de tara dado que se obtiene a partir de las 
vainas del árbol, lo cual lo hace una fuente sustentable y accesible. 
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