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ABTRACT

Chemicals that have traditionally been used as antimicrobial in preventing
biodeterioration of cultural heritage are toxic to the environment and cause adverse
health and material effects. Since ancient times, extracts and essential oils of plants
"biocides plant” have been used as antimicrobials in different fields. They are produced
by plants as defense mechanisms, have broad spectrum activity are economic products
and are biodegradable. Using environmentally friendly products is presented as a viable
solution shows advantages from the standpoint of economic and environmental and
ecological output proves that encourages reduced use of toxic chemicals and pollutants
to the environment. The aim of this paper is to present the studies that were used
"biocides plant" for the control of microorganisms involved in biodeterioration
processes and that pollute the environment of archives and libraries, and cause human
health problems. The "biocides plants” were obtained from various plants harvested
from natural habitat of La Plata, Argentina and Havana, Cuba, and were tested against
bacteria and fungi isolated from archival and library environments and materials
belonging to cultural heritage. The biocidal activity was studied using the agar diffusion
method. Essential oils and extracts were analyzed by gas chromatography coupled to
mass spectroscopy (GC/MS). The literature has indicated that the antimicrobial activity
of "biocide plants” is due to sesquiterpenes, triterpenoids, flavonoids, sterol, phenols,
alkaloids, esters, coumarins, etc., Some of them are present in the products tested. The
determination of zones of inhibition by the agar diffusion method showed moderate
effectiveness and / or positive in most plant biocides tested.
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RESUMEN

Las sustancias quimicas que tradicionalmente se han utilizado como antimicrobianas en
la prevencion del biodeterioro del patrimonio cultural, son toxicas para el
medioambiente y producen efectos negativos sobre la salud y el material. Desde la
antiguedad, los extractos y los aceites esenciales de plantas “biocidas vegetales”, han
sido utilizados como antimicrobianos en distintos campos. Son producidos por las
plantas como mecanismos de defensa, poseen actividad de amplio espectro, son
productos econdémicos y son biodegradables. El utilizar productos ambientalmente
amigables se presenta como una solucién viable, que muestra ventajas desde el punto de
vista econémico y medioambiental y resulta ser una salida ecolégica que propicia la
disminucion del uso de sustancias quimicas toxicas y contaminantes para el
medioambiente. El objetivo de este trabajo es presentar los estudios en los que se
emplearon “biocidas vegetales” para el control de microorganismos participantes en los
procesos de biodeterioro, que contaminan los ambientes de archivos y bibliotecas, y
causan problemas a la salud humana. Los “biocidas vegetales” se obtuvieron de diversas
plantas cosechadas de su hébitat natural en La Plata, Argentina y en La Habana, Cuba y
se probaron frente a bacterias y hongos aislados de ambientes de archivos y bibliotecas
y de materiales pertenecientes al patrimonio cultural. La actividad biocida se estudio
empleando el método de difusion en agar. Los extractos y aceites fueron analizados por
cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectroscopia de masas (CG/EM). En la
literatura se ha indicado que la actividad antimicrobiana de los “biocidas vegetales” es
debida a sesquiterpenos, triterpenoides, flavonoides, esteroles, fenoles, alcaloides,
ésteres, cumarinas, etc., algunos de ellos estan presentes en los productos ensayados. La
determinacion de zonas de inhibicién por el método de difusién en agar mostrd

diferencias en la efectividad.
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INTRODUCCION

El patrimonio cultural esta expuesto constantemente a la influencia del
ambiente (Mandrioli et al., 2003; Guiamet et al., 2010, 2011). Factores fisicos,
quimicos y bioldgicos interactian con los materiales promoviendo cambios en su
estructura y composicién Las alteraciones ocasionadas por los factores biolégicos se
conoce con el nombre de biodeterioro (Hueck, 1965). La intensidad del deterioro esta en
funcion de la composicion del material, de las condiciones ambientales y el

microorganismo asociado.

El biodeterioro afecta no sélo la estética de los bienes patrimoniales sino también puede
producir la degradacion de los mismos, lo que provoca pérdidas materiales e
econdémicas insalvables. Por ejemplo, los documentos depositados en bibliotecas y
archivos poseen la extraordinaria responsabilidad de salvaguardar para las generaciones
futuras, la memoria gréafica de la nacion, de alli la importancia de su proteccion y
preservacion. Por otra parte muchos microorganismos presentes en archivos y
bibliotecas causan dafios a la salud humana. Aspergillus spp. es uno de los hongos de
mayor interés clinico pues posee especies que son capaces de provocar una gran
cantidad de afectaciones a las personas tales como alergias de Tipo | (hipersensibilidad
inmediata o rinitis alérgica seguida de ataques de asma), sinusitis, otitis, keratitis y
pueden ocasionar hasta aspergilosis severas (Latgé, 1999; Gost et al., 2003).

Las sustancias quimica que tradicionalmente se han utilizado como antimicrobianos
para la prevencion del biodeterioro en el patrimonio cultural, son en general sustancias
toxicas para el medioambiente y la salud humana y provocan cambios en el material en

que se las aplican (Videla et al., 1996; Giudice, 2003; Martinez Outerifio, 2003).
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La aplicacién de productos obtenidos de plantas ambientalmente amigables (extractos y
aceites esenciales) en el control de microorganismos que participan en el biodeterioro
del patrimonio cultural, se presenta como una solucion viable que muestra ventajas
desde el punto de vista econdmico y medioambiental y resulta ser una salida ecolégica
que propicia la disminucién del uso de sustancias quimicas toxicas y contaminantes para
el medioambiente. La actividad antimicrobiana se debe a la presencia de compuestos
fenolicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, etc. (Heisey & Gorman,
1992; Daferera et al., 2000; Marriott et al., 2001; Sartorato et al., 2004). Pueden actuar
como reguladores del metabolismo intermedio, activar o bloquear reacciones
enzimaticas, afectar directamente una sintesis enziméatica o alterar estructuras de

membranas (Singh & Shunkla, 1984).

Desde la antigliedad se conoce la actividad antimicrobiana de los extractos y aceites
esenciales de plantas y en los Gltimos afios, se ha renovado el interés de los cientificos
por el uso de estas sustancias naturales. Sin embargo, entre los muchos estudios
realizados, sélo unos pocos mencionan su uso en el campo de la conservacién de los
bienes culturales (Chingduang et al., 1995; Dhawan, 1995; Cheng et al., 2003;
Gatenaby & Townley, 2003; Rakotonirainy & Lavéndrine, 2005; Guiamet et al., 2006,
2008a, 2009, 2010; Stampella et al., 2010). EIl objetivo de este trabajo es presentar los
estudios en los que se emplearon “biocidas vegetales” para el control de
microorganismos participantes en los procesos de biodeterioro, que contaminan los

ambientes de archivos y bibliotecas, y causan problemas a la salud humana.
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METODOLOGIA
Material vegetal. Obtencidn de los aceites esenciales y extractos vegetales.
Se utilizaron las siguientes plantas cosechadas de su hébitat natural (Tabla 1).

Tabla 1. Plantas utilizadas para la obtencidn de extractos y aceites esenciales.

Table 1. Plants used to obtain extracts and essential oils.

Nombre cientifico Familia Nombre Vulgar
Allium sativum L. Amaryllidaceae  Ajo
Arctium lappa L. Asteraceae bardana
Artemisia sp. Asteraceae ajenjo
Baccharis crispa Pers Asteraceae Carqueja
Camellia sinensi (L.) Kuntze Theaceae Té
Centaurea cyanus L Asteraceae Centaurea
Cestrum nocturnum L. Solanaceae Dama de noche
Cichorium intybus L. Asteraceae Achicoria
Citrus sinensis Osbeck Rutaceae Naranja
Conyza bonariensis (L.) Cronquist Asteraceae Coniza
Eucalyptus citriodora Hook Myrtaceae Eucaliptus
llex paraguayensis A-St. Hill Aquifoliaceae Yerba mate
Laurus nobilis L. Lauraceae Laurel
Medicago sativa L. Fabaceae Alfalfa
Mentha piperita L. Lamiacae Menta piperita
Mentha arvensis L. Lamiacae Menta
Nerium oleander L. Apocynaceae Laurel rosa
Origanum x applii Lamiaceae Oregano
Origanum vulgare Lamiaceae Oregano
Petroselinum crispum (Mill.) Fuss  Apiaceae Perejil
Pimpinella anisum L. Apiaceae Anis
Pinus caribaea Morelet Pinaceae Pino
Piper nigrum L. Piperaceae Pimienta negra
Plantago major L. Plantaginaceae Llanten
Syzygium aromaticum L. Myrtaceae Clavo de olor
Thymus vulgaris L. Lamiaceae Tomillo
Verbena officinalis L. Verbenaceae Verbena
Wedelia glauca (Ortega) Hoffm Asteraceae Sunchillo

Estas plantas fueron seleccionadas por su actividad antimicrobiana informada en la
literatura (Cowan, 1999; Daferera et al. 2000; Masood et al., 2004; Pereira et al., 2005;
Padmini et al., 2010). Las plantas se secaron en estufa a 60° C durante 24h y se

almacenaron a temperatura ambiente hasta su posterior macerado. Los extractos
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hidroalcohdlicos se obtuvieron segiin Guiamet et al. (2006). Para la obtencion de los
extractos y aceites se emplearon las partes aéreas de la planta. Los aceites esenciales se
extrajeron del material vegetal por hidrodestilacion empleando un equipo de destilacion

tipo Clevenger.

Andlisis de los aceites y extractos por cromatografia gaseosa acoplada a

espectroscopia de masas (CG/EM)

Los analisis CG/EM fueron realizados con un cromatédgrafo gaseoso con detector de
masas Perkin Elmer Clarus 500/560D. T © horno 80 °C, Rampa 1 10 °C/min hasta 200
°C, Gas carrier Helio: 0.8 mL/min, Split 10, Tiempo de corrida 23 min. Solvent Delay 0

a 3 min, MS Scan 50 a 400.

Toma de muestras, aislamiento e identificacion de los microorganismos

Las experiencias se llevaron a cabo con cepas de bacterias y hongos aisladas de soportes
documentales de los depositos del Archivo Historico del Museo de La Plata, del
Archivo del Departamento de Investigacion Historica y Cartogréafica de la Direccion de
Geodesia del Ministerio de Obras Pablicas de la Provincia de Buenos Aires y del
Archivo Nacional de la Republica de Cuba. Las cepas bacterianas utilizadas fueron:
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus polymyxa, Bacillus sp.1, Bacillus sp. 2,
Enterobacter agglomerans, Streptomyces sp., Staphylococcs sp. y los hongos:

Aspergillus niger, Aspergillus clavatus, Penicillium sp. y Fusarium sp.
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Las muestras se tomaron con hisopos estériles de las superficies de los documentos.
Posteriormente, fueron homogeneizadas y se sembraron alicuotas en capsulas de Petri
(Madigan et al., 2009) en diferentes medios de cultivo (Guiamet et al., 2008b). La
incubacion fue de 48 a 72 h para bacterias a 28 + 2 °C y de una semana para hongos a

28 +2 °C.

Ensayo de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y extractos vegetales se evaluo
mediante la técnica de los hoyos (Trivedi & Hotchandani, 2004). Las suspensiones de
las cepas bacterianas utilizadas fueron ajustadas al tubo 3 de la escala de McFarland (9
x 10® UFC.mL™) (Sartoratto et al., 2004). Para los hongos, la suspensién de conidias se
ajusté a 10° conidias/mL con una cdmara de Neubauer (Araujo et al., 2004) y después
de las diluciones convenientes, las placas de Petri con agar Sabouraud se inocularon con
10* conidias.mL™. A los hoyos de 5 milimetros de didmetro, se les adicionaron 10 pL

del extracto vegetal o del aceite esencial.

Para las bacterias, las capsulas se incubaron a 28 + 2 °C durante 24 a 72 h y para los
hongos a 28 + 2 °C durante 5 dias. Luego se midieron los halos de inhibicion en
milimetros. El rango establecido para determinar la susceptibilidad al aceite esencial o
el extracto se analizo en funcion del didmetro del halo (d) sin tener en cuenta el hoyo de
5 mm. Por tanto, d < 6 mm es indicativo de la actividad negativa, d = 6 - 9 mm indica
una actividad moderada, d > 9 mm indica una actividad positiva. Los ensayos se

realizaron por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad de los aceites esenciales y extractos vegetales varié segun el
microorganismo ensayado (Tablas 2, 3 y 4). En la literatura se ha indicado que la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y extractos vegetales es debida a
diferentes metabolitos secundarios presentes en ellos incluyendo: triterpenoides,
flavonoides, fenoles, alcaloides, cumarinas, taninos y esteroides (Cottiglia et al., 2001,
Wanjala et al., 2002; Takahashi et al., 2004; Mesa et al., 2004; Kiské & Roller, 2005;
Guiamet et al., 2009), algunos de los cuales estan presentes en las soluciones evaluadas
(Tablas 5) y el efecto antimicrobiano sobre las cepas ensayadas les seria atribuible

(Guiamet et al., 2009).

Se obtuvo actividad positiva con los extractos hidroalcohdlicos de Arctium lappa L.
(99%) Arctium sp. (70 y 99%), Eucaliptus citriodora Hook, Pinus caribaea Morelet y
Wedelia glauca (Ortega) Hoffm (70%) frente a algunas de las cepas bacterianas
analizadas (Tabla 2). El efecto antimicrobiano de Arctium sp. es atribuido a una lactona
sesquiterpénica presente en las partes aéreas de esta planta (Lima et al., 1993). Arctina 'y
arctigenina son los principales constituyentes del fruto de Arctium lappa L. los cuales
presentan diversas actividades bioldgicas y un importante nimero de propiedades
farmacologicas (Liu et al., 2010). Eucalyptus citriodra Hook y Pinus caribaea Morelet
son plantas de uso tradicional en medicina por su actividad antibacteriana y antifingica
(Ramesani et al., 2002). La actividad antimicrobiana del Eucalyptus sp. es debida a la
presencia de taninos, eucaliptol y terpenos, en sus hojas (de la Paz et al., 2009).
Estudios realizados utilizando Eucalyptus citriodora Hook y Pinus caribaea Morelet

para prevenir el biodeterioro de papeles sometidos a envejecimiento artificial
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demostraron que no hubo cambios en la apariencia de los mismos ya que la acidez de
los papeles no presento variaciones (Gomez de Saravia et al., 2010). Para algunas cepas
bacterianas los extractos hidroalcoholicos de Arctium lappa L., Centaurea cyanus L.
Cichorium intibus L. y Plantago major L. presentaron una actividad bacteriostatica

(Tabla 2).

Tabla 2. Actividad antibacteriana de extractos hidroalcohdlicos de plantas

Table 2. Antibacterial activity of hydroalcoholic extracts from plants

10
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Microorganismos

o
(%)) (%]
‘D — N %)
2 8 & & 3
Plantas o £ 8 9 3
o 5 = = =)
@ £ g 3 2
i 4] 4] 3
n
Arctium lappa L. 70% 7 2/10* 0
99% 16 2/8* 12*

, 70% 7 14 15 0
Arctium sp. 99% 6 6 11 0
Artemisia sp. Hojas 70% 20

Flores 70% 14
Baccharis crispa Pers 70% 3
99% 4
Camellia sinensis (L.) Kuntze  7qo 8 4
70% 0 0/5* 0
Centaurea cyanus L 99% 8 2/8* 12%
Cestrum nocturnum L. 99% 0 0 0
: — 70% 0 10*
Cichorium intybus L. 99% 6 0
Conyza bonariensis (L) 70% 0 2 3 0
Cronquist 99% 0 0 3 0
Cymbopogon citratus DC 70% 2
99% 3
Eucalyptus citriodora tintura 15 9
. 70% 0 2 4 0
llex paraguayensis 99% 0 5 2 0

. . 70% 0 2
Medicago sativa L. 990/2 0 0

. 70% 4 5 10
Nerium oleander L. 99% 0 0 0

. . . 70% 2

Petroselinum crispum (Mill.) 99% 0

Pinus caribaea Morelet 13 6

. 70% 0 0

Plantago major L. 99% 0 6*

Verbena officinalis L. 99% 2 2 2
Wedelia glauca (Ortega) 20% 29

Hoffm

*Actividad bacteriostatica

11
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Los aceites esenciales ensayados presentaron una actividad positiva en la mayoria de las
cepas ensayadas (Tabla 3). La actividad antibacteriana de Allium sativum L. fue muy
variable entre las bacterias Gram-positivas. Frente a Bacillus thuringiensis fue
moderada y frente Bacillus polymyxa positiva. Esta variabilidad podria deberse a la
resistencia que poseen las bacterias esporuladas (Jigna et al., 2005). Bacillus sp. es una
bacteria que puede degradar un amplio rango de sustratos dado a sus caracteristicas
fisiologicas (Claus & Berkeley, 1986) y la mayoria de las especies producen endosporas
que son altamente resistentes a condiciones ambientales extremas, a los antibi6ticos,
desinfectantes y otras sustancias quimicas, por lo que ademas son féciles de diseminar.
Por otro lado, se ha reportado que durante el proceso de fabricacion del papel de
fotografia, el género Bacillus puede contaminar la gelatina que forma parte de la
emulsion (Stickley, 1986). Frente a Enterobacter aglomerans y Streptomyces sp. la
actividad fue positiva. La actividad antimicrobiana probablemente es debida a la alicina
y el ajoeno, que son sustancias que inhiben la actividad de las enzimas tales como
colinesterasa, ureasa, etc. (Davidson & Parish, 1989). La actividad antifingica también

fue marcadamente positiva.

La actividad antimicrobiana del aceite de Pimpinella anisum L. fue negativa frente a las
especies de Bacillus ensayadas (Tabla 3) y solamente mostré una actividad moderada
para el caso de Enterobacter agglomerans y Streptomyces sp. Resultados similares
fueron obtenidos por Kivang & Akgil (1986) y Chaudry & Tarig (2006). Entre las
bacterias Gram positivas Streptomyces sp., se considera desde 1988 uno de los maés
importantes con relacion a los riegos laborales (Reponen et al., 2001; Hirvonen et al.,

2002). Los compuestos principales del Anis son el anetol y anisaldehido que poseen

12
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propiedades anfifilicas que podrian interferir con la membrana citoplasmatica, las

proteinas, los lipidos y otros fluidos vitales para la célula bacteriana.

Tabla 3. Actividad antibacteriana de aceites esenciales (AE)

Table 3. Antibacterial activity of essential oils (AE)

Microorganismos

o © .
3 < o 4 5 ge @
© § o ¢ 3 E 353 §
© B 7 m S % 8o &
Plantas AE g £ 3 = S o o g g
) 5 = = ° 2 o2 o
m g 3 3 & =2 £3 o
o m m E % w =
N @ @
. . puro 4 8 0 >30 >30 =30
Allium sativum L.
25% O 11 >30 >30
Arctium lappa L. puro 7 8
. ) . puro 0 0 10 5 >30
Citrus sinensis Osbeck
25% O 3 4 2 8
Laurus nobilis L. puro 6 8
Mentha peperita L. puro 4
Mentha arvensis L. puro 6
) puro 18 17 11 15 17
Origanum vulgare L.
25% >30 >30 10 10 11
Origanum x applii puro 13
o } puro 0 0 0 5 6 6
Pimpinella anisum L.
25% O 0 5 6 7
. . 5% 7 10*
Piper auritum Kunth
10% 10 10*
Piper nigrum L. puro 2 2 0
Syzygium aromaticum L. puro 10 8 10 10
_ puro 18 14 28 12
Thymus vulgaris L.
70% 40 14

* Actividad bacteriostatica
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El aceite de Pimpinella anisum L mostré una actividad positiva y relevante frente a

todos los hongos analizados (Tabla 4) de igual forma a lo reportado por Alpsoy (2010).

Para el aceite de Origanum vulgare L. (Tabla 3), no se obtuvieron diferencias

significativas entre las cepas de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas analizadas.

Esto podria deberse a la presencia de timol, que puede actuar sobre las membranas

celulares (Sartoratto et al., 2004). Sin embargo, para los hongos fue efectivo e inhibio,

ademas, la formacion de conidios de todas las cepas estudiadas (Tabla 4 y Fig. 1).

Tabla 4. Actividad antifingica de aceites esenciales

Table 4. Antifungal activity of essential oils

Aceite Concentracion Aspergillus  Aspergillus Penicillium Fusarium
esencial en etanol niger clavatus sp. sp.
. 50% > 40 > 40 > 40 > 40
Allium 0
sativum L. 25% > 40 > 40 > 40 > 40
7.5% > 40 > 40 > 40 > 40
Citrus 50% IE IE IE IE
sinensis 25% IE IE IE IE
Osbeck 7.5% IE IE IE IE
Origanum 50% 20* 25* 30% 25%
vulgare L 25% 15* 15* 15* 15*
' 7.5% 5 8 9 9
Pimpinella 50% > 40 > 40 > 40 > 40
anisum L. 25% > 40 > 40 > 40 > 40
7.5% > 40 > 40 > 40 > 40
Symgum 52 A O S
aromaticum 25% 15 ! 6 15
7.5% 4 6 5 8

IE: Inhiben la esporulacién

*: Indica que también inhiben esporulacion

14
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La actividad antibacteriana y antifingica del aceite de Syzygium aromaticum L. fue
variable. La mayoria de las bacterias Gram-positivas fueron sensibles a este aceite. Con
relacion a los hongos, fue capaz de inhibir tanto el crecimiento como la esporulacion de
forma marcada a una concentracion del 50% y mantuvo una efectividad relevante para
A. niger y Fusarium sp. incluso a una concentracion del 25 %. Resultados similares
fueron reportados por otros autores para la conservaciéon del patrimonio documental
(Cheng et al., 2003; Rakotonirainy & Lavédrine, 2005). Aspergillus spp. es uno de los
hongos de mayor interés clinico pues posee especies que son capaces de provocar una
gran cantidad de afectaciones a las personas tales como alergias de Tipo |
(hipersensibilidad inmediata o rinitis alérgica seguida de ataques de asma), sinusitis,
otitis, keratitis y pueden ocasionar hasta aspergilosis severas (Latgé, 1999; Gost et al.,

2003).

El aceite esencial de Thymus vulgaris L. mostro una actividad positiva frente a las cepas

de Bacillus ensayadas.

15
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Tabla 5. Compuestos mayoritarios de los aceites esenciales de las plantas ensayadas.

Table 5. Main compounds of essential oils of plants tested

Taxon

Componentes principales

Allium sativum L.
Citrus sinensis Osbeck
Laurus nobilis L.
Mentha arvensis
Mentha piperita
Pimpinella anisum L.
Piper nigrum L.

Origanum vulgare L.

Origanum x applii
Tymus vulgais L.

Syzygium aromaticum L.

Arctium lappa L.

Artemisia sp.

Camellia sinensi (L.) Kuntze
Centaurea cyanus L

Conyza bonariensis (L.) Cronquist
Nerium oleander L.

Verbena officinalis L.

Ajoene, di-2-propenil disulfido, sulfoxido
Limoneno, cineol

Linalol, cineol

Limoneno, terpenos

Limoneno, terpenos

Anetol, anisaldehido, terpenos

Terpenos

Trans-B-cariofilen, timol, 2-metil-5-1-metiletil
fenol,

Timol, carvacol

Terpenos, esteres, carvacol, terpenoides
Eugenol, acetate de eugenilo, limoneno,

terpenos

Ester, cetona, arctina
Terpenos

Sulfuros, terpeno
I-docoseno, cetona, terpeno
Terpenos

Terprnos

Naftaleno, alcanos

16
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Figura 1. Halo de inhibicion de crecimiento de A. niger (A) y Penicillium sp. (B) contra
el aceite esencial de orégano a las cinco concentraciones estudiadas (100, 50, 25, 12,5y
7,5 %). Ademas, se puede observar la inhibicion de la esporulacion de hongos en la
zona préxima a la falta de crecimiento

Figure 1. Inhibition halo of growth of A. niger (A) and Penicillium sp (B) against
oregano oil at five concentrations studied (100, 50, 25, 12.5 and 7.5%). Also, it can

observe the inhibition of the fungal sporulation in the next area to the lack of growth.

CONCLUSIONES

Se observo un efecto biocida en la mayoria de los aceites esenciales ensayados
frente a cepas de bacterias y hongos aisladas de documentos pertenecientes al

patrimonio documental argentino y cubano.

De los resultados obtenidos se deduce el uso prometedor de estos productos

ambientalmente amigables obtenidos de plantas en el control de microorganismos

asociados al biodeterioro del patrimonio cultural.
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