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RESUMEN

Los documentos en soporte papel son vulnerables al dafio provocado no sélo por la
temperatura elevada y el exceso de humedad y luz, sino también por el biodeterioro. El
biodeterioro es causado por los microorganismos como consecuencia de la formacion
de biofilms y de la utilizacion del papel como fuente de carbono y energia. En las
bibliotecas y los archivos se han usado tradicionalmente sustancias quimicas para la
prevencion del biodeterioro. Los aceites esenciales y extractos vegetales (biocidas
naturales) son una opcion para la preservacion del patrimonio, porque son amigables
para el ambiente. El objetivo de este trabajo fue estudiar el control y prevencion del
biodeterioro de documentos almacenados en el Archivo Histérico del Museo de La
Plata, en el Departamento de Investigacion Historica y Cartografica de la Direccion de
Geodesia del Ministerio de Obras Publicas de la Provincia de Buenos Aires y en el
Archivo Nacional de la Republica de Cuba, empleando biocidas naturales. La actividad
biocida se analiz6 frente a cepas de bacterias y hongos aisladas de diferentes
documentos. Se detectd actividad positiva en la mayor parte de los biocidas ensayados.

1. INTRODUCCION

El acervo documental, custodiado en archivos y museos, esta expuesto a sufrir
alteraciones fisicas, quimicas y/o biologicas. En la colonizacion y degradacion del papel,
interacttan diferentes poblaciones microbianas, bacterias, hongos y actinomicetes.
Hongos y bacterias utilizan el papel como fuente nutricional, haciendo uso de sus
complejos sistemas enzimaticos (glucanasas y proteasas), ayudados por las
condiciones micro y macro climaticas del ambiente [1].

Entre las plagas que amenazan a diario las bibliotecas y las colecciones de archivos, la
presencia de hongos es, sin duda, una de las mas importantes [2, 3, 4]. Sin embargo
entre las bacterias, Bacillus sp., puede atacar la celulosa, el pergamino y las colas,
provocando el deterioro de los documentos debido a la produccion de amilasas,
celulasas, N-acetil R-glucosaminidasa, acido lactico y fosfatasa acida, que causan
descenso de pH y originan manchas violaceas o rojizas y resquebrajan el papel [5, 6].
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El dafio del material documental es el resultado de la capacidad de adhesion que
presentan los microorganismos formando biofilms o consorcios, que potencian el
deterioro de la documentacion.

Los métodos empleados para prevenir el biodeterioro deben considerar la inhibicién del
crecimiento de los organismos o de la actividad metabdlica de los mismos y la
modificacion de las caracteristicas del ambiente donde se desarrolla el proceso de
biodeterioro [7]. Desde la antigliedad, extractos vegetales y aceites volatiles de hierbas,
especies y plantas han sido reconocidos por su actividad antimicrobiana [8, 9, 10].

En los dltimos afios, se ha renovado el interés de los cientificos por el uso de estas
sustancias naturales por sus propiedades antibacteriana y antifingicas. Sin embargo,
entre los estudios realizados, s6lo unos pocos mencionan su eventual uso en el campo
de la conservacion de los bienes culturales [11, 12, 13, 14, 15, 16, 17].

El objetivo de este trabajo fue estudiar el control y prevencién del biodeterioro de
documentos almacenados en el Archivo Histérico del Museo de La Plata (AHMP), en el
Departamento de Investigacion Histérica y Cartografica de la Direccion de Geodesia del
Ministerio de Obras Publicas de la Provincia de Buenos Aires (ADIHC) y en el Archivo
Nacional de la Republica de Cuba (ARNAC) empleando aceites esenciales y extractos
vegetales.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal. Obtencion de los aceites esenciales y extractos vegetales.

Se utilizaron las siguientes plantas: Allium sativum L. (ajo); Arctium lappa L. (bardana);
Centaurea cyanus L. (centaurea); Citrus sinensis Osbeck.(naranja); Citrus limon (L.)
Burm (limoén); Cuminum cyminum L. (comino); Eucalyptus citriodora Hook (eucalipto);
Laurus nobilis L. (laurel); Medicago sativa L. (alfalfa); Myristica fragans Out. (nuez
moscada); Origanum vulgare L. (orégano); Pimpinella anisum L. (anis); Pinus caribaea
Mor. (pino macho); Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) y Thymus vulgaris L.
(tomillo) cosechadas de su habitat natural. Estas plantas fueron seleccionadas por su
actividad antimicrobiana informada en la literatura [18, 19]. Las plantas se secaron en
estufa a 60° C durante 24h y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su
posterior macerado, se procedié segun Guiamet et al., 2006 [20]. Para la obtencién 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.

2.2 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 depédsitos del AHMP, del ADIHC y del ARNAC. Las cepas
bacterianas utilizadas fueron: Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus polimixia,
Bacillus sp., Enterobacter agglomerans, Streptomyces sp. y los hongos: Aspergillus
niger, Aspergillus clavatus, Penicillium sp., Fusarium sp.
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Las muestras se tomaron con hisopos estériles de las superficies de los documentos.
Posteriormente, fueron homogeneizadas en 10 mL. de solucidn fisiologica salina estéril,
y se sembraron en capsulas de Petri a través de la técnica de recuento en placa o
recuento de colonias [21], en diferentes medios de cultivo [14]. El tiempo de incubacién,
para ambos casos, fue de 48-72 h para bacterias y una semana para hongos. La
temperatura de incubacion fue de 28°C.

2.3 Ensayo “in vitro” de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y extractos vegetales se evalué
mediante la técnica de los hoyos [22]. Las suspensiones de las cepas bacterianas
utilizadas fueron ajustadas al tubo 3 de la escala de McFarland (9 x 108 UFC/mL) y las
placas de Petri con agar nutritivo fueron inoculadas con dicha concentracion [23]. Para
los hongos, la suspension de conidias se ajusté a 10° conidias/mL con una camara de
Neubauer [24, 25]. A los hoyos de 5 milimetros de diametro, se les adicionaron 10 L
del extracto vegetal o del aceite esencial. Los aceites esenciales se probaron puros y
diluidos con etanol al 50% y 25%. Fueron utilizados como controles etanol al 70% y
sulfato de gentamicina 40 mg/mL (IMEFA, Cuba).

Para las bacterias, las capsulas se incubaron a 28 ° C durante 24 h y para los hongos a
28 ° C durante 5 dias. Luego se midieron los halos de inhibicion en milimetros. El rango
establecido para determinar la susceptibilidad al aceite esencial y al extracto se analizo
en funcion del diametro del halo (d): 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.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad de los aceites esenciales y extractos vegetales varié segun el
microorganismo ensayado (Tablas 1y 2).

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 [26, 27, 28, 29, 30, 31], algunos de los cuales estan presentes en las
soluciones evaluadas y el efecto antimicrobiano sobre las cepas ensayadas les seria
atribuible [31].

Eucalyptus citriodora Hook y Pinus caribaea Mor. son plantas ampliamente estudiadas
debido, en gran medida, a su uso tradicional en medicina y por su actividad
antibacteriana y antifangica [32]. Se atribuye la actividad antimicrobiana del género
Eucalyptus a la presencia de taninos, eucaliptol y terpenos en sus hojas. Los estudios
realizados utilizando Eucalyptus citriodora Hook y Pinus caribaea Mor. para prevenir el
biodeterioro de papeles sometidos a envejecimiento artificial [15, 16, 17], demostraron
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que no hubo cambios en la apariencia de los mismos, ya que la acidez de los papeles
no presento variaciones.

La actividad antimicrobiana del aceite de Pimpinella anisum L. fue negativa frente a las
bacterias ensayadas (Tabla 1). Resultados similares fueron obtenidos por Kivang y
Akgul (1986) [33] y Chaudry y Tarig (2006) [34]. Este comportamiento puede deberse a
un problema de solubilidad del aceite, debido a que la diferente susceptibilidad de las
bacterias a las sustancias puede deberse a variaciones en la estructura de la pared
celular, los lipidos y la composicién de proteinas de la membrana citoplasmaética [9].

El aceite de Pimpinella anisum L mostr6 una actividad positiva frente a los hongos
analizados (Tabla 2),

La actividad antibacteriana y antifingica, del aceite de Syzygium aromaticum L. fue
variable. La mayoria de las bacterias Gram + fueron sensibles a este aceite, sin
embargo Enterobacter agglomerans (Gram -) fue resistente. Resultados similares
fueron reportados por diferentes autores en la conservacion del patrimonio documental
[12, 13].

Una actividad antibacteriana muy baja se obtuvo con el aceite de Cuminum cyminum L.,
contrariamente a lo reportado por otros autores [34, 35].

La actividad antibacteriana de Allium sativum L. fue muy variable entre las bacterias
Gram +. Frente a Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis fue significativamente menos
eficaz que para Bacillus sp. y Bacillus polimixa. Esta variabilidad podria deberse a la
resistencia que poseen las bacterias esporuladas [36]. Sin embargo, en comparacion
con Streptomyces sp. la actividad fue positiva. La actividad antifungica también fue
positiva. La actividad biocida probablemente es debida a la alicina y el ajoeno, son
sustancias que inhiben la actividad de las enzimas tales como colinesterasa, ureasa,
etc. [37].

El efecto antimicrobiano de Arctium lappa L. es atribuido a una lactona sesquiterpénica
presente en las partes aéreas de las plantas [38]

El aceite esencial de Laurus nobilis L. mostré una baja actividad frente a bacterias y
hongos. Sin embargo, la concentracion maxima estudiada (Tabla 2) solo inhibio la
formacion de conidias de las cepas de Aspergillus.

Para el aceite de Origanum vulgare L., no se obtuvieron diferencias significativas entre
las cepas de bacterias Gram + y Gram - analizadas. Esto podria deberse a la presencia
de timol, que puede actuar sobre las membranas celulares [23]. Sin embargo, para los
hongos, fue efectivo e inhibio la formacion de conidias de todas las cepas estudiadas.

El aceite de Thymus vulgaris L. mostré una marcada actividad en las cepas bacterianas
ensayadas, siendo de mayor actividad al 25%. Rassoli et al. (2006) obtuvieron
resultados positivos con Aspergillus niger [39].
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CONCLUSIONES

Se observé un efecto biocida en la mayoria de los extractos y aceites esenciales
ensayados frente a cepas de bacterias y hongos aisladas de documentos
pertenecientes al patrimonio documental argentino y cubano.

A pesar que los hongos son generalmente mas resistentes a los antimicrobianos, los
aceites esenciales fueron efectivos frente a los hongos ensayados.

De los resultados obtenidos se deduce el uso prometedor de biocidas naturales en el
control de microorganismos asociados al biodeterioro del patrimonio documental.
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Tabla 1. Diametros de los halos de inhibicion obtenidos en mm para bacterias

Bacillus Bacillus Bacillus sp. | Bacillus | Enterobacter | Streptomyces
cereus | thuringiensis polimixia | agglomerans sp.
AE 4 6 0 NE NE NE
Allium sativum L. 50% 5 4 NE 14 >30 >30
25% 3 4 NE 11 >30 >30
Arctium lappa L. 70% NE 3 10 NE NE NE
99% NE 12 8 NE NE NE
Centaurea cyanus L 70% NE 0 0 NE NE NE
99% NE 4 6 NE NE NE
AE 0 0 0 NE NE NE
Citrus sinensis Osbeck 50% 0 4 3 5 5 8
25% 0 3 6 4 5 4
Puro NE NE NE 5 0 11
Citrus limon (L.) Burm. 50% NE NE NE 13 0 13
25% NE NE NE 12 0 13
AE NE NE NE 5 8 10
Cuminum cyminum L. 50% NE NE NE 5 4 6
25% NE NE NE 5 3 5
Eucalyptus citriodora Hook. AE 8 11 9 NE NE NE
AE 6 8 NE NE NE NE
Laurus nobilis L. 50% 3 3 NE 4 2 4
25% 3 4 NE 4 2 4
Medicago sativa L. 70% NE 0 2 NE NE NE
99% NE 0 0 NE NE NE
AE NE NE NE 3 5 6
Myristica fragans Out. 50% NE NE NE 2 2 4
25% NE NE NE 1 2 4
AE 17 17 NE 11 15 19
Origanum vulgare L. 50% 21 19 NE 11 11 14
25% >30 >30 NE 10 10 11
AE 0 0 0 NE NE NE
Pimpinella anisum L. 50% 0 0 0 2 4 5
25% 0 0 0 5 6 7
Pinnus caribaea Morelet ext NE 9 6 NE NE NE
AE 10 8 10 10
Syzygium aromaticum L. 50% 9 9 9 10 7 11
25% 13 14 14 10 7 12
AE 16 13 26 NE NE NE
Thymus vulgaris L. 50% 21 19 25 NE NE NE
25% 27 26 >30 NE NE NE
Etanol 70% 0 0 0 0 0 0
Sulfato de gentamicina 40mg/ 0 0 0 0 0 0
mL

AE: aceite esencial puro.
70% y 99%: extractos etandlicos.
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Tabla 2 Diametros de los halos de inhibicion obtenidos en mm para hongos

Aspergillus | Aspergillus | Penicillium Fusarium
niger clavatus sp. sp.
50% >40 >40 >40 >40
Allium sativum L. 25% >40 >40 >40 >40
7.5% >40 >40 >40 >40
AE IE IE IE IE
Citrus limon (L.) Burm. 50% IE IE IE IE
25% IE IE IE IE
AE IE IE IE IE
Citrus sinensis Osbeck 50% IE IE IE IE
25% IE IE IE IE
AE 2 2 4 5
Coriandrum sativum L. 50% 2 0 IE 3
25% IE 0 0 0
AE 17 20 20 19
Cuminum cyminum L. 50% 15 18 10 15
25% 0 17 4 5
50% 0 0 0 0
Laurus nobilis L. 25% 0 0 0 0
7.5% 0 0 0 0
AE 3 6 4 2
Myristica fragans Out. 50% 2 1 2 0
25% 1 0 0 0
50% 20* 25* 30* 25*
Origanum vulgare L. 25% 15* 15* 15* 15*
7.5% 5 8 9 9
50% >40 >40 >40 >40
Pimpinella anisum L. 25% >40 >40 >40 >40
7.5% >40 >40 >40 >40
50% 15* 13* 15* 20*
Syzygium aromaticum L. 25% 15* 7* 6* 15*
7.5% 4 6 5 8
Sulfato de gentamicina 40 mg/mL 0 0 0

AE: aceite esencial

* . Indica que también afecta la esporulacion fungica en la zona proxima al aceite

esencial.

IE: inhibicion de la esporulacion.




