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Introduccion

Las pinturas de exterior se utilizan principalmente para proteger materiales estructurales del
deterioro y la degradacion. Muchas veces las pinturas pueden sufrir decoloracién causada por
la presencia de microorganismos tales como bacterias y microalgas vy, si el crecimiento de
estos no se controla, pueden ocurrir diversas patologias como agrietamiento, descamacion y
penetracion de agua en el material subyacente [1-3]. La decoloracion causada por el
crecimiento de microorganismos es uno de los principales problemas para los fabricantes de
pinturas, que incluyen biocidas quimicos en sus formulaciones para evitar este fenémeno [4-
7]. Los biocidas quimicos muchas veces se vuelven ineficaces después de unos afios de
tratamiento, seguido de la recolonizacion por nuevos microorganismos y suelen ser
contaminantes para el ambiente y el personal que los aplica [8]. Una alternativa a los quimicos
es utilizar como antimicrobianos y alguicidas metabolitos secundarios producidos por las
plantas tales como acidos fendlicos, flavonoides, terpenoides o alcaloides [9] de comprobada
eficacia bactericida y alguicida [10-12]. Desde hace un tiempo en el laboratorio de Biofilms y
Biocorrosion del CIDEPINT estudiamos la capacidad bactericida y alguicida de compuestos
de origen vegetal y su incorporacion en pinturas y revestimientos con el proposito de evitar el
desarrollo de biopeliculas y el consecuente biodeterioro de materiales estructurales. El
objetivo de este trabajo es presentar los resultados hallados en nuestro laboratorio sobre la
actividad bactericida y alguicida de diferentes compuestos organicos presentes en plantas:
timol, carvacrol, eugenol, isoeugenol, guayacol, anisol y acido vainillinico, para su posterior
incorporacion en pinturas de exterior.

Experimental
Compuestos organicos naturales.

Se evaluaron siete compuestos (Sigma-Aldrich, USA) presentes en plantas: isoeugenol,
carvacrol, timol, eugenol, guayacol, anisol y acido vainillinico.

Actividad antimicrobiana de los compuestos naturales.

La actividad antimicrobiana de los compuestos naturales se evalué utilizando el método de
difusion en agar (método de Kirby-Bauer) [13] contra bacterias Grampositivas (Bacillus cereus,
Staphylococcus sp. y Kocuria rhizophila) y Gramnegativas (Pseudomonas aeruginosa) Los
indculos se prepararon en caldo Muller-Hinton con una DOoonm) = 0.1 (=108 UFC ml"), luego
se inocularon placas de agar Muller-Hinton con hisopo estéril. En cada placa se colocaron
discos de papel filtro estériles de 6 mm de diametro. En el papel filtro se colocaron 8 pl de una
solucion 4 M de cada compuesto. Las placas se incubaron 18-20 h a 30 + 2 -C. Las zonas de
inhibicion del crecimiento bacteriano se midieron considerando: < 6 mm nula actividad
antibacteriana, 7-10 mm actividad antibacteriana moderada y = 11 mm actividad
antibacteriana alta [13]. Asimismo, se testearon como controles dimetil sulféxido (DMSO)
(utilizado como solvente para diluir los compuestos ensayados), agua destilada vy



estreptomicina (antibiotico de reconocida actividad) a una concentracion de 40 mg ml'. El
ensayo se realizo por triplicado.

Actividad alguicida de los compuestos naturales

Las algas utilizadas para la evaluacion de la actividad alguicida se obtuvieron raspando con
bisturi estéril una pared exterior pintada que mostraba signos de colonizacién biolégica y
biodeterioro [14]. La muestra fue transportada al laboratorio en condiciones estériles y se
coloco en caldo BG11 para su crecimiento y mantenimiento. La actividad alguicida se evalu6
mediante el ensayo de microatmadsfera [15]. Para ello, 200 ul de un cultivo de algas de 7 dias
con aprox. 3. 10° mI"' de algas se inoculd uniformemente en una placa de Petri con agar BG11.
En el centro de la tapa de la placa de Petri invertida, se colocé un disco de papel de filtro
estéril de 13 mm de diametro y sobre el que vertieron 50 pl del compuesto puro o diluido en
DMSO (125 mM a 1000 mM, equivalente a 5-40 ymol.cm™). Las placas se incubaron bajo
condiciones controladas de fotoperiodo (16/8 h luz/oscuridad) y de temperatura (25 °C)
durante 28 dias. Como control de crecimiento algal se emplearon placas con agar BG11 sin
papel filtro y placas con papel filtro humedecido con DMSO. Todas las pruebas se realizaron
por duplicado. La actividad inhibidora de los compuestos en la comunidad de algas se evalué
mediante el célculo del porcentaje de cobertura empleando el software Image J y clasificado
segun Walentowska et al. (2015) [16].

Formulacién y elaboracién de la pintura

La pintura utilizada fue un latex de exterior de base acuosa formulada (Tabla 1) y elaborada
en el CIDEPINT.

Tabla 1: Formulacion de la pintura de exterior

COMPONENTES % plp
Resinas Emulsion acrilica (Thyosil E190/E195 10:1) 40,7
Carbonato de calcio 21,6
Pigmentos
Dioxido de titanio 6,1
Agua 27,2
Solventes Aguarras mineral 2,2
Butilglicol 0,9
Antiespumante (Thyosil Q202) 0,2
Espesante celuldsico (Cellosize 52000) 0,5
Dispersante (Polacril D40) 0,3
Aditivos
AMP-95 (aditivo multifuncion) 0,1
Surfactante (TRITON CF-10) 0,1
Hexametafosfato de sodio 0,1




Se utilizé un dispersor de alta velocidad y luego se filtré6 con malla de lycra (500-600 pm) para
eliminar las particulas de mayor tamafo (aglomerados). Una porcién de la pintura se utilizé
como pintura control “libre de biocidas”, y el resto de la pintura se dividié en porciones a las
que se le adicionaron, separadamente, los compuestos (al 2% m/m) que exhibieron actividad
alguicida en los ensayos de microatmésfera. Sobre muestras de papel de filtro de 2,8 cm de
lado se aplicaron, con pincel, tres manos de pintura en distintos sentidos y se dejaron secar
durante 7 dias a temperatura y humedad ambiente.

Actividad alguicida de pinturas al agua con compuestos naturales

El crecimiento de las algas en los papeles de filtro pintados se evalué mediante la prueba de
biorresistencia, segun norma ASTM D5589-97 especificacion estandar [17], en la que el valor
nominal es asociado con el porcentaje de cobertura de crecimiento en la superficie. Los
papeles de filtro pintados se inocularon en forma de aerosol con el indculo algal (1,4 10° algas.
ml"). Se colocaron en placas de Petri con agar BG11 y se incubaron en condiciones
controladas de fotoperiodo y temperatura (16/8 h luz/oscuridad, 25 -C) durante 28 dias. El
ensayo se realizé por duplicado.

Resultados y discusién

La Figura 1 muestra la actividad bactericida de los compuestos ensayados. Los compuestos
ejercieron una actividad de moderada a alta siendo el carvacrol el mas eficaz, seguido del
isoeugenol y el menos eficaz fue el acido vainillinico. EI mecanismo de accién del carvacrol
ha sido uno de los mas estudiado entre los agentes antimicrobianos naturales. El carvacrol
afecta la permeabilidad de las células bacterianas al interactuar con componentes de la
membrana celular [18]. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
actividad de los compuestos y entre esta y la actividad de la estreptomicina. Cabe sefialar que
Pseudomonas aeruginosa solo fue sensible a la estreptomicina. Por el contrario, Bacillus
cereus, Staphylococcus sp. y Kocuria rhizophila fueron mas susceptibles al carvacrol que a la
estreptomicina.
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Figura 1. Zona de inhibicion de crecimiento (en mm) ejercida por los compuestos naturales y el
antibidtico de referencia sobre las cepas bacterianas ensayas.
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Los ensayos de microatmdsfera mostraron variados resultados del efecto alguicida de los
diferentes compuestos y en sus diferentes concentraciones. En la Figura 2 se presentan solo
algunos resultados a modo de ejemplo. De acuerdo con este ensayo, timol, carvacrol,
eugenol, isoeugenol y guayacol fueron seleccionados para ser incorporados en la formulacién
de la pintura. La actividad alguicida de algunos de estos compuestos no es sorprendente dada
la gran similitud estructural que existe entre ellos. Estos compuestos son isémeros
estructurales (carvacrol-timol por un lado y eugenol-isoeugenol por el otro). De hecho, los
cuatro compuestos presentan un anillo fendlico, que tal vez sea el responsable de su
bioactividad [19].

Tratamiento

Control
Concentracién ensayada y valor de crecimiento algal®
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Figura 2. Algunos de los resultados obtenidos para el ensayo de microatmoésfera. * El valor del
crecimiento algal se basa en la siguiente escala: 0: sin crecimiento visible evaluado microscépicamente,
1: sin crecimiento visible a simple vista (visible al microscopio); 2: crecimiento visible a simple vista,
hasta el 25% de la superficie; 3: crecimiento visible a simple vista, hasta el 50% de la superficie; 4:
crecimiento mayor al 50% de la superficie; 5: crecimiento muy intenso, cubriendo toda la superficie [15].



ING. QUIMICA

Los resultados del ensayo de resistencia al crecimiento de las algas de las pinturas con los
compuestos incorporados se muestran en la Figura 3. Puede notarse el efecto de inhibicion
total del crecimiento algal de todos los compuestos empleados.

Control Timol Carvacrol
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Figura 3. Ensayo de crecimiento algal sobre muestras pintadas. Los ndmeros indican la valoracion del
porcentaje de cobertura segin Norma ASTM D5589-97: 4 = cobertura > 60% = crecimiento elevado; 0
= sin crecimiento.

Conclusiones

- El isoeugenol, el carvacrol y el acido vainillinico exhibieron propiedades antibacterianas
contra bacterias Grampositivas y Gramnegativas.

- Eugenol, timol, guayacol, carvacrol e isoeugenol ejercieron en mayor o menor medida una
inhibicion del crecimiento algal en las concentraciones ensayadas.

- Anisol y acido vainillinico no mostraron ningun efecto alguicida aun en su estado puro.

- En todos los casos, las pinturas formuladas con los compuestos bioactivos incorporados
inhibieron la colonizacién algal.

- Estos compuestos, por lo tanto, podrian incorporarse como potenciales biocidas en
formulaciones de pintura de exterior con el objeto de evitar el biodeterioro de las superficies
pintadas.
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