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RESUMEN

Las construcciones con valor histdrico y cultural estan expuestas al deterioro producto de las
condiciones ambientales y la actividad de diversos organismos en especial aquellos del
orden microscopico entre los que se destacan los hongos entre los mas deteriorantes. Los
recubrimientos antimicrobianos como las pinturas higiénicas tienen el objetivo principal de
prevenir el biodeterioro mediante la incorporacién de aditivos antimicrobianos también
llamados biocidas. Entre estos biocidas se encuentran las isotiazolonas, benzoisotiazolonas,
cloraminas, cloruros de alquilo o arilo, compuestos efectivos, pero toxicos para el ser
humano. En tal sentido, se estan desarrollando nuevos biocidas, amigables con el ambiente
como las sales de amonio cuaternario y derivados de productos naturales entre otros. A su
vez, existen nanoparticulas metalicas como las de plata que han mostrado ser activas frente
a distintas especies de microorganismos, especialmente bacterias (segun datos
bibliograficos) y que resultan promisorias para la aplicacion en la formulacion de
recubrimientos antimicrobianos.

Por el amplio campo de aplicaciéon de las nanoparticulas existe un creciente interés en
desarrollar procesos de sintesis amigables con el ambiente que eviten el uso de productos
quimicos toxicos. Los extractos vegetales acuosos resultan una opcién promisoria dado que
contienen entre sus componentes agentes reductores aptos para la sintesis de las
nanoparticulas.

El presente trabajo tuvo como objetivo el uso de extractos vegetales acuosos de Aloysia
triphylla (cedron), Laurelia sempervirens (laurel) y Ruta chalepensis (ruda) para la obtencién
de nanoparticulas de plata. Luego, se procedid con la seleccion de los productos mas
eficientes para integrar una formulacién de pintura de interior que prevenga el biodeterioro
fungico. Las nanoparticulas obtenidas mediante el extracto de laurel mostraron ser las mas
apropiadas en tal sentido.

Se realizaron ensayos en placa con aislamientos fungicos, Chaetomium globosum y
Alternaria alternata, obtenidos en un trabajo previo a partir de peliculas de pintura acrilicas
de interior biodeterioradas.
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INTRODUCCION

Las estructuras afectadas por el deterioro asociado con microorganismos, mayormente
hongos y bacterias, generan un serio problema, en especial, cuando se trata de
construcciones de importancia patrimonial, cuya intervencion y recuperacién requiere de un
abordaje multidisciplinario y altos costos. Por lo tanto, en relacion a la conservacion de tales
estructuras la prevencion debe desempefiar un papel cada vez mas relevante. Una de las
posibles estrategias para la prevencién del biodeterioro es el desarrollo de recubrimientos
antimicrobianos. Estos recubrimientos contienen aditivos que previenen el desarrollo de
biopeliculas sobre su superficie una vez aplicados.

Entre los microorganismos considerados mas deteriorantes se encuentran los hongos
que, por su forma de nutricion, liberan gran cantidad de acidos y enzimas que pueden
degradar las pinturas y por otro lado, al extender su micelio provocan la ruptura de los
sustratos sobre los que crecen [1,2]. También, son conocidos por contribuir con la formacion
de bioaerosoles que afectan negativamente la salud humana. Es por ello que, en general se
le agregan a las pinturas agentes biocidas como isotiazolonas, benzoisotiazolonas,
cloraminas, cloruros de alquilo o arilo, piritiona de cinc, entre los tracicionales. Estos
compuestos son cuestionados en relacion a su toxicidad y, por lo tanto, la obtencion de
nuevos aditivos antifungicos mas eficientes y amigables con el ambiente resulta
indispensable para el desarrollo de nuevas formulaciones de recubrimientos protectores.
Entre las lineas de investigacion se encuentran las de las sales de amonio cuaternario y las
nanoparticulas metalicas, estas ultimas, de las mas promisorias, por su amplio campo de
aplicacion, en productos como: indumentaria, detergentes, cosméticos y farmacéuticos [3].
Las nanoparticulas (Nps) se caracterizan por contar con propiedades dependientes del
tamano y la forma, a su vez, estas son afectadas por el método y las condiciones de sintesis
[4]. La metodologia mas frecuentemente de sintesis utiliza reductores como el borohidruro
de sodio, hidrégeno, citratos y solventes como el agua u organicos como el tetrahidrofurano
y el N,N-dimetilformamida [5]. El uso de extractos vegetales acuosos en la sintesis de las
nanoparticulas resulta una opcién eficiente de bajo costo y amigable con el medio ambiente
que se enmarca en la denominada quimica verde [6]. Este método de sintesis ofrece vastas
posibilidades teniendo en cuenta la gran diversidad de plantas con amplio rango de
metabolitos que incluye agentes reductores y estabilizantes en su composicion [3]. Los
extractos contienen alcaloides, proteinas, enzimas, aminoacidos, alcoholes, terpenoides,
flavonoides, polifenoles y glucidos que se cree serian responsables de la reduccion de los
iones presentes en la solucion; esto sigue siendo materia de estudio [6].

En relacion a lo expuesto, el presente trabajo tuvo como objetivo el uso de extractos
vegetales acuosos de: Aloysia triphylla (cedrdn), Laurelia sempervirens (laurel) y Ruta
chalepensis (ruda) para la sintesis de Nps de plata. Las plantas fueron seleccionadas
teniendo en cuenta la abundancia en la region y datos bibliograficos [7]. Luego de la sintesis
se procedid con la caracterizacion de las particulas obtenidas y la evaluacion de la
bioactividad frente a los aislados fungicos de interés, Chaetomium globosum y Alternaria
alternata, obtenidos en un trabajo previo a partir de peliculas de pintura acrilicas de interior
biodeterioradas [8].

La caracterizacion se llevé a cabo mediante: espectroscopia UV-Vi, microscopia
electrénica de transmision (TEM) y distribucion de tamafio por dispersion de luz dinamica
(DLS). Las Nps obtenidas mediante el extracto de laurel fueron seleccionadas para la
evaluacion de la actividad antifungica por presentar menor tamafio y mayor estabilidad en el
tiempo segun los resultados de caracterizacion obtenidos. En una siguiente etapa se
formularon y elaboraron pinturas acrilicas de base acuosa integrando las Nps
seleccionadas. Por ultimo, se procedié con la evaluacion de la resistencia al crecimiento de
los aislados fungicos de interés sobre las peliculas de pintura obtenidas, en ensayos en
placa, siguiendo un procedimiento similar al presentado por la norma ASTM D5590-00 [8].
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MATERIALES Y METODOLOGIA
Obtencion de los extractos vegetales

En base a datos bibliograficos y teniendo en cuenta el facil acceso a los mismos se
seleccionaron los siguientes especimenes vegetales:

» Aloysia triphylla (cedron): arbusto que alcanza 5 metros de uso popular a cuyas
infusiones obtenidas a partir de las hojas se le atribuyen propiedades digestivas,
carminativas, analgésicas y antiespasmadicas entre otras. Los componentes mayoritarios
de su aceite esencial fueron identificados como citral, verbenona (1 a 5%) metil
heptenona, d-citronelol, geraniol, I-limoneno y cariofileno [7].

» Laurelia sempervirens (laurel): arbol de hasta 40 metros, segun el uso popular
cuentan con propiedades medicinales las hojas, flores y cortezas para diversas dolencias
como resfriados y enfermedades venéreas. Segun bibliografia la destilacion de las hojas
en corriente de vapor de agua y posterior analisis del extracto por cromatografia gaseosa
(columna no polar), resonancia magnética nuclear y espectro de masa, permitieron
identificar como componentes mayoritarios: safrol y eugenol [7].

» Ruta chalepensis (ruda): arbusto que puede alcanzar los 6 metros, ha sido apreciada
popularmente por su gusto amargo y aroma por lo cual se ha usado para aromatizar
bebidas alcohdlicas, ademas, es conocida por su efecto contraceptivo. Segun datos
bibliograficos su aceite esencial posee alcoholes y aldehidos alifaticos, no terpénicos, por
ejemplo, n-octanol, n-nonanol, n-nonanal, n-decanal y el a-sinensal, que contribuyen al
aroma fresco y agradable tipico de los citricos [7].

Se recolectaron las hojas de las especies antes mencionadas se les efectud tres
lavados con agua destilada y se las secé a 45°C. Como se dijo anteriormente, los vegetales
cuentan con una gran variedad de metabolitos aprovechables en la sintesis de
nanoparticulas. Por tal motivo, se procedid con la extraccion de los mismos mediante una
metodologia tradicional denominada infusidon que consiste en una simple extraccion solido-
liquido. Se tomaron 20g del material vegetal molido y se pusieron en contacto con 200mL
de agua destilada (AD) a 80°C durante 3 minutos, luego se procedio con el filtrado con papel
de poro fino. Por ultimo, se preservé cada uno de los extractos en frascos de color caramelo
en heladera hasta su uso [9].

Sintesis de las nanoparticulas

Los extractos obtenidos se utilizaron para sintetizar las nanoparticulas partiendo de
una solucién acuosa 10°M de AgNO; [9]. La sintesis se realizd mezclando 20mL del
extracto y 180 mL de la solucion de AgNO; en un recipiente con agitacién constante. Se
trabajé a temperatura ambiente (26°C) y a temperatura regulada en 60°C. Se regulé el pH a
un valor de 8 empleando solucion de NH,OH y los productos obtenidos fueron conservados
en heladera hasta su utilizacion.

Caracterizacion de las nanoparticulas
Espectroscopia UV-Vis

En primer lugar las Nps fueron caracterizadas mediante espectrofotometria UV-Vis,
técnica que ha probado ser muy util para el analisis rapido de las soluciones coloidales de

las Nps. Se basa en que la reduccion de los iones metalicos produce soluciones que en el
caso de la plata tienen un color amarillento con una banda intensa entre 400-450 nm
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atribuida a la excitacion colectiva de los electrones en la superficie de las particulas
(absorcién plasmonica superficial) [6]. Por tal motivo, se realizaron los espectros entre 350-
600 nm de cada uno de los productos obtenidos, para determinar la estabilidad de los
mismos se repitieron a lo largo del tiempo.

Distribucion de tamaiio

Se determind la distribucion de tamafo por dispersion de luz dindmica y las
mediciones fueron realizadas mediante un equipo Malvern Zetasizer Nano ZS que cuenta
con un laser He—Ne operado a una longitud de onda de 633 nm y un angulo de deteccion de
90°.

Evaluacion de la actividad antifingica

Se evalud la actividad antifungica de los productos obtenidos que reunian las
propiedades requeridas (banda de absorcion entre 400-450nm, estable en el tiempo). Se
determiné el porcentaje de inhibicién en placa de cultivos de C. globosum y A. alternata en
distintas diluciones de las Nps en el medio de cultivo (MC) de composicion: 2,0g de agar,
1,0g de dextrosa, 0,5g de proteasa peptona, 0,1g de KH,PO,, 0,05g de MgS0,.7H,0 y agua
destilada hasta 100 mL. Las placas fueron inoculadas en el centro con 20uL de una
suspension de esporas obtenidas a partir de cultivos de las especies fungicas de interés. La
concentracién de las suspensiones (10° esporas/mL) fue ajustada mediante una camara de
Neubauer. Se prepararon placas con 15 mL de MC con dos concentraciones de Nps de 1,1
ppmy 2,2 ppm con la intencion de evaluar en forma rapida y con bajas concentraciones cual
de los productos era el mas activo. Los controles correspondientes sélo contenian el MC.
Las placas fueron incubadas a 28°C por siete dias al término del cual se midi6 el crecimiento
fungico como el didmetro promedio de su micelio en cada caso. Con los resultados
obtenidos se calculd el porcentaje de inhibicion (%) [10]. El diametro de crecimiento se
obtuvo por el promedio de tres medidas independientes. A partir de los datos obtenidos se
determiné la concentracién inhibitoria minima (CIM) que es la minima de las
concentraciones ensayadas donde no se observo crecimiento.

Microscopia electrénica de transmision

Para un estudio mas detallado en relacion a la forma se procedidé a la observacion
mediante microscopia electronica de transmisién (TEM) de las Nps seleccionadas. La
suspension fue dispuesta en un porta muestra de cobre (formvar-coated copper grid). El
equipo utilizado fue un JEOL JEM-1230 a un voltage de aceleracion de 100 kV.

Formulaciéon y elaboracién de las pinturas

Las Nps seleccionadas se utilizaron en la formulacion de una pintura acrilica de base
acuosa segun una composicidén presentada en la Tabla 1 que responde a aquella empleada
como control, sin biocida. La formulacién, en especial, resulta compatible para la aplicaciéon
en cielo raso, por su elevada concentracion de pigmento en volumen (PVC). Las pinturas
fueron elaboradas en una dispersora de alta velocidad y las Nps fueron incorporadas como
parte de la suspension acuosa producto de la sintesis reemplazando el agua de la
composicién presentada en la Tabla 1. Esto representa una gran ventaja dado que la
sintesis propuesta y la posterior elaboracion de las pinturas no presenta productos de
desecho lo cual también se enmarca en los lineamientos de la quimica verde [11]. Se
elaboraron dos pinturas de distinta concentracion: 3,6 mg y 5,4 mg por cada 100g de pintura
denominadas N1 y N2 respectivamente. Las concentraciones en la pintura fueron
seleccionadas teniendo en cuenta datos bibliograficos [10].
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Tabla 1: Composicion de la pintura en % en volumen

. CaCOs; CaCOs; Resina acrilica s
0, (natural) | (precipitado) (1:1) Aditivos | - Agua
5,3 17,3 1,4 8,1 4.7 63,2

Evaluacion de la bio-resistencia de las pinturas en placa

Las pinturas obtenidas se aplicaron sobre portaobjetos de vidrio con pincel y se
dejaron curar por 15 dias antes de realizar el ensayo de bio-resistencia con las especies C.
globosum y A. alternata. Los portaobjetos fueron cortados en piezas de 2,5 x 2,5 cm? e
irradiados con una lampara germicida UV Philips de 20 Watts, durante 40 minutos de cada
lado. Las piezas de vidrio pintadas y sus respectivos controles, sin biocida, fueron
dispuestas en placas con medio mineral minimo agarizado (5g de NaCl, 1g de HK,PO,, 1g
de (NH4)H2PO4, 1g de (NH4).SO4, 0,29 de MgSO,, 3g de KNO3, 20g de agar y 1000 mL
agua destilada) (referencia 2013). Las placas fueron incubadas por un mes a 28°C. Al
término del periodo de incubacion se evalu6 el grado de crecimiento de la biopelicula
fungica sobre las peliculas de pintura utilizando la escala de referencia de la norma ASTM
D5590-00. Segun la norma se establece en relacion al crecimiento superficial la siguiente
escala: nulo, escaso (<10%), leve (10-30%), moderado (30-60%), abundante (60-100%)
con una calificacién de 0, 1, 2, 3 y 4 respectivamente [8].

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las nanoparticulas

Los espectros UV-Vis realizados con las soluciones obtenidas muestran como
varian, segun el extracto utilizado para la sintesis, las propiedades espectroscopicas de los
productos obtenidos. En la Figura 1 se muestran los espectros de las Nps obtenidas con los
extractos de cedron y de ruda a pH = 8 y 60°C. En el primer caso, puede observarse que el
espectro casi no se modifica con el tiempo y que la banda es ancha, con un maximo de
absorcion a 400nm. El ancho de las bandas indica una amplia distribucién de tamano de
particulas. En el caso de las Nps obtenidas con el extracto de ruda, puede observarse un
espectro similar al anterior, sin embargo luego de 57 dias las particulas precipitan indicando
un aumento de tamafio o aglomeracion de las mismas con lo cual no se obtuvo el espectro.

Los espectros de las nanoparticulas obtenidas con extracto de cedrén a 26°C fueron
similares a los obtenidos a 60°C mientras que debido a los resultados obtenidos empleando
ruda no se obtuvieron Nps a 26°C.

En el caso de las particulas obtenidas con extracto de laurel (Figura 2) se observaron
los resultados mas promisorios con bandas de absorcion dentro del intervalo esperado para
las NPs de plata entre 400-450nm, confirmandose la obtencion de las mismas [12]. En el
caso de las Nps sintetizadas a 60°C, la banda mostré ser mas estable en el tiempo como
puede verse en la Figura 3 presentando, incluso, un aumento en la absorbancia luego de
125 dias.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se seleccionaron las Nps sintetizadas a
partir del extracto de laurel para continuar con la caracterizacion y evaluar la actividad
antifungica en un ensayo de dilucién en placa.

En la Figura 3 a. se destaca la distribucion de tamano de las Nps de Ag sintetizadas
con el extracto de laurel a 60°C, con un tamafo promedio de 59,6 nm, determinado por DLS.
La Figura 3 b. corresponde con las imagenes de TEM de las mismas particulas; en esta
imagen se observa su morfologia cuasi esférica rodeadas de restos de probable extracto
vegetal.
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Figura 1: Espectros UV-Vis obtenidos con el extracto de cedrén y ruda
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Figura 2: Espectros UV-Vis obtenidos con el extracto de laurel a temperatura ambiente (26,5°C) y
60°C.
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Figura 3: Nps de Ag sintetizadas a partir de extracto de laurel a 60° a: Distribucion de tamafio
b: Imagenes TEM

373



La morfologia de las Nps obtenidas a temperatura ambiente, también fue cuasi
esférica aunque algunas presentaban forma triangular. El tamano promedio de las particulas
determinado por DLS fue de 7,9 nm.

En la Tabla 2 se observan los resultados de porcentaje de inhibicion obtenidos.

Tabla 2: Porcentaje de inhibicion (%) del crecimiento fungico en placa

Productos Concentracion de plata C. globosum A alternata
evaluados ppm
Nps de Ag 1 NI 7,7
Temp. ambiente 2 8,6 19,2
Nps de Ag 1 6,7 25,1
60°C 2 20,2 28,6
1 NI NI
Sc. de AgNO; 5 12 NI

Las Nps de plata obtenidas a 60°C con el extracto de laurel mostraron un mayor
grado de inhibicibn en comparacion a las sintetizadas a temperatura ambiente y a los
controles con la sal de plata en solucion, frente a las dos especies fungicas utilizadas en el
ensayo. Por lo tanto, fueron seleccionadas para proseguir con las siguientes etapas del
presente trabajo.

Evaluacion de la bio-resistencia de las pinturas en placa

A partir de las observaciones realizadas a las muestras expuestas al desarrollo de
las biopeliculas fungicas por un mes a 28°C, se evalué el grado de crecimiento sobre las
peliculas de pintura utilizando la escala de referencia de la norma ASTM D5590-00 referida
previamente. Las calificaciones asignadas se presentan en la Tabla 3 donde N1 y N2 se
refieren a las pinturas con Nps de Ag (sintetizadas a partir del extracto de laurel a 60°C) en
la concentracién de 3,6 mg y 5,4 mg por cada 100g de pintura respectivamente.

Tabla 3: Evaluacion de la bio-resistencia de las pinturas

Pinturas C. globosum A. alternata
Control (sin biocida) 3-4 4
N1 1-2 2-3
N2 1 2

Figura 5: Ensayo de bio-resistencia con a, b : Chaetomium globosum y ¢, d: Alternaria
alternata, cuarta semana con N2.

Se puede observar segun los resultados de la Tabla 4 que un aumento en la
concentracién de Nps condujo a una mayor actividad inhibitoria de las peliculas de pintura
en relacién al desarrollo fungico con ambos hongos en comparacion a los controles, aunque
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la inhibicién no fue total. En la figura 5 se resaltan los resultados obtenidos con la pintura
con mayor concentracion de Nps de plata N2.

CONCLUSIONES

Fue posible sintetizar Nps de plata estables a partir de extractos vegetales e
integrarlas en una formulacion de pintura de interior acrilica de base acuosa. El extracto de
laurel resulté el mas eficiente dado que se obtuvieron particulas con las propiedades
requeridas para ser consideradas nanoparticulas y estables en el tiempo. El procedimiento
fue monitoreado en forma rapida y eficiente mediante la realizacién de los espectros UV-Vis.
Ademas, de presentar mejores propiedades en cuanto al tamafo y estabilidad, las
nanoparticulas de plata obtenidas a partir del extracto de laurel a 60°C mostraron ser mas
activas frente a las especies fungicas utilizadas al evaluar la bioactividad en los ensayos en
placa.

Las pinturas también resultaron efectivas en la inhibicion del crecimiento de
biopeliculas fungicas en relacion a los controles aunque el crecimiento no fue nulo. Por lo
tanto seria interesante en una siguiente etapa evaluar una concentracion de solucion de
AgNO; mayor en la sintesis a fin de lograr una mayor concentracion de nanoparticulas en la
suspension a ser incorporadas a las pinturas y por este medio obtener una mayor
concentracién de Ag en la formulacion.
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