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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el empleo de microesferas de silice mesoporosa
MCM-41 como soporte del carvacrol para el desarrollo de pinturas antifungicas de base
agua.

Las MCM-41 se sintetizaron mediante la técnica de Liu et al., fundada en el uso de
ligandos de silicatos como precursores inorganicos hidroliticos y tensioactivos como
especies porogenas. La carga del carvacrol en MCM-41 se realiz6 por impregnacion y
posterior adsorcion de vapor en un vial herméticamente cerrado incubado a 40 ° C durante
24 horas.

Se formularon y prepararon pinturas base acuosa en las que se incorporé6 como
aditivo, 2% p/p, microesferas impregnadas con carvacrol (Pintura A), una pintura con
microesferas sin impregnar (Pintura B), una pintura con carvacrol 2% p/p en forma libre
(Pintura C) y otra pintura control sin microesferas y sin carvacrol (Pintura D). Se pintaron
paneles de yeso y se realizaron ensayos de bioresistencia de la pelicula seca frente al
hongo Aspergillus sp. Al finalizar el ensayo se realizé una inspeccion visual y observaciones
mediante microscopia electronica de barrido (MEB).

Los resultados mostraron que los paneles con la Pintura C y D se encontraban
cubiertos con crecimiento fungico. El porcentaje de cobertura fue alrededor de un 30 a 70%
para la pintura C y un porcentaje mayor a 70% para la pintura D. Las pinturas A y B no
presentaron crecimiento a simple vista. Las observaciones en MEB mostraron diferencias
entre estas dos ultimas, exponiendo crecimiento en el caso de la Pintura B. Estos resultados
indican que la incorporacion de las microesferas de por si tienen un efecto biocida, debido
muy probablemente al tensioactivo utilizado para su sintesis. A su vez, las micrografias MEB
revelan que la impregnacion del carvacrol en la silice mejora aun mas el efecto biocida de
las microesferas. Este estudio demuestra que las microesferas de silica mesoporosa MCM-
41 podrian ser una alternativa como soporte para la carga del carvacrol en pinturas con
actividad antifungica.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la preservacion del medio ambiente es un tema que a nivel mundial
esta impulsando cada vez mas la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias y avances
para obtener procesos industriales mas amigables con el medio ambiente.

El biodeterioro constituye un conjunto de procesos fisicos y quimicos que generan
alteraciones en diversos materiales. La prevencion del crecimiento de hongos, asi como el
desarrollo de medidas de tratamiento apropiadas para objetos contaminados, son un desafio
permanente.

El uso de biocidas tales como aceites esenciales (AE) y extractos vegetales con
propiedades bactericidas y fungicidas ha cobrado mayor importancia en el ultimo tiempo. La
actividad antifungica de los AE se ha atribuido a la presencia de compuestos aromaticos y
grupos fendlicos. Un ejemplo de ellos es el carvacrol, 5-isopropil-2-metilfenol, el cual es un
componente mayoritario de varios aceites esenciales, principalmente del orégano, tomillo y
ajedrea [1-3]. Generalmente, los AE son sustancias volatiles sensibles al oxigeno, luz,
humedad y calor, caracterizadas por un fuerte aroma. Estas caracteristicas especiales
podrian perjudicar su aplicabilidad. En este sentido, la tecnologia de recubrimiento basada
en la incorporacién de microcontenedores ha surgido como una estrategia en el avance de
materiales protectores y funcionales. La microencapsulacién protege al biocida de la
degradacién y permite el control adecuado del proceso de liberacion, prolongando asi la
duracion del efecto biocida y reduciendo el residuo del mismo.

Desde hace una década las microesferas de silica mesoporosa han atraido la
atencion de la comunidad cientifica. Este hecho es debido a sus excepcionales propiedades
fisico-quimicas como son su resistencia mecanica, estabilidad quimica, biocompatibilidad y
versatilidad sintética [4,5]. Las posibilidades que abren estas propiedades las hacen idoneas
para ser utilizadas en un amplio campo de aplicaciones que van desde la biotecnologia
hasta la ciencia de los materiales. Uno de los materiales mesoporosos mas descrito es el
MCM-41. Estos compuestos se caracterizan por ser materiales que poseen canales
unidimensionales y por tener una composicion quimica modificable mediante la adicion de
cationes metalicos o variaciones en las condiciones de sintesis. Las MCM-41 resultan
entonces materiales ideales para los procesos de absorcion de moléculas bioactivas.

Las pinturas de base acuosa son aquellas en las que el vehiculo es una emulsion de
la resina en agua. Al ser aplicadas, la emulsién se rompe al eliminarse el agua durante el
secado, obteniéndose asi una fase oleosa continua. En las formulaciones de este tipo de
pinturas se han eliminado los solventes organicos, reduciéndose asi la emision de estos
compuestos y, por ende, la contaminacién ambiental. La desventaja de estas pinturas es el
gran contenido de aditivos que requieren para su formulacion: espesantes (en su mayoria a
base de celulosa), emulsionantes, plastificantes, etc.. Todos los aditivos son susceptibles de
biodeterioro [6-8]. Ademas, los aditivos convencionales utilizados como biocidas en pinturas
y recubrimientos suelen ser téxicos, produciendo contaminaciéon ambiental y problemas en la
salud [9,10]. Una alternativa “ecoamigable” para su reemplazo podria ser la utilizacion de
productos naturales como por ejemplo los aceites esenciales.

Estudios previos del grupo de investigacion realizados en pinturas acuosas
conteniendo al carvacrol en forma libre han sido pocos satisfactorios. Estos, han demostrado
la inactividad del compuesto fendlico frente al crecimiento del Aspergillus sp. Este resultado
podria deberse a que el carvacrol no fue eficientemente incorporado a la pintura ya que
posee una alta volatilidad expuesto al aire.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el empleo de microesferas de silica
mesoporosa MCM-41 como soporte del carvacrol para el desarrollo de pinturas antifungicas
de base agua.

MATERIALES Y METODOS

Materiales



El Tetra Etil Orto Silicato 98% (TEOS) se adquirido en Sigma-Aldrich, Argentina. El
bromuro de Hexadeciltrimetili Amonio (BrCTMA) fue adquirido en ICN biomedicals Inc,
EEUU. Se empled NH; (25%) marca Ensure y etanol comercial.

El 5-isopropil-2-metilfenol (Carvacrol) se compré en (Sigma, Argentina). El agar-agar
fue suministrado por Parafarm (Argentina) y la peptona proteosa fue comprada a Oxoid
(Tecnolab, Argentina). Se utilizaron todos los materiales tal como se recibieron, sin
purificacién adicional.

Preparacion de las microesferas de silice mesoporosas cargadas con
carvacrol

Se sintetizaron las microesferas mesoporosas MCM-41 siguiendo la metodologia
propuesta por Liu et al [11], fundada en el uso de ligandos de silicatos como precursores
inorganicos hidroliticos y tensioactivos como especies porégenas.

Sobre 161 mL de H,O destilada se agregaron 117 mL de NH; (25 %), mezclandose a
temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron 10,94 g de BrCTMA. La mezcla fue
calentada suavemente a 37 °C hasta la completa disolucion del surfactante. Una vez
disuelto se agregaron 260 mL de etanol comercial. Luego se incorpor6 a la mezcla los 22,30
mL de TEOS, manteniendo 2 horas en agitacion a temperatura ambiente. El precipitado
blanco obtenido se recolectd por filtracion y fue lavado con 2,5 litros de agua destilada. El
producto asi obtenido fue secado en estufa a 35 °C durante 24 h.

La carga del carvacrol en MCM-41 se realizé mediante impregnacién y posterior
adsorcion de vapor en un vial herméticamente cerrado e incubado a 40 °C durante 24 horas
en continua agitacion.

Aislamiento fungico y medios de cultivo

El aislamiento fungico utilizado fue Aspergillus sp., la eleccion de este hongo se debe
principalmente a que es uno de los colonizadores primarios de superficies pintadas, ya que
presenta bajos requerimientos de actividad de agua sobre los sustratos, rapido crecimiento,
facil visualizacion y mayor resistencia a los biocidas [12,13]. Se cultivé en medio de cultivo
agarizado (MCA) de la siguiente composicién: 1,5 g agar-agar, 1,0 g dextrosa, 0,5 g
proteasa peptona, 0,1 g KH,PO,, 0,05 g MgSO,, H,O destilada hasta completar 100 mL. Se
incubd en estufa a 28 °C durante 7 dias. La suspension de esporas de Aspergillus sp., para
realizar los ensayos sobre sustratos pintados, fue preparada a partir de un cultivo en MCA,
en las condiciones antes mencionadas. Las esporas fueron removidas de las placas y
depositadas en frascos con 5 mL de una solucién de NaCl 0,85 % p/v y Tween-20 0,00 5%
p/v. La concentracién de esporas fue ajustada a 10° esporas/mL utilizando una cdmara de
Neubauer.

Formulacién y elaboracion de las pinturas

Se formuld una pintura acrilica al agua, sin agregado de biocida, cuya composicion se
presenta en la Tabla 1. Se elaboré en una dispersora de alta velocidad. Una vez finalizada,
se fracciondé en partes. A la primer fraccion, (Pintura A), se le incorpord microesferas
impregnadas con carvacrol a un 2 % (p/p) en peso de la composicién total de pintura. A la
segunda fraccion, (pintura B), se le afiadié microesferas sin impregnar. A la tercera fraccion,
(Pintura C), se le agrego6 el carvacrol al 2 % (p/p) en forma libre. Por ultimo, como control se
utilizé una cuarta fraccion, (Pintura D), sin agregado de microesferas ni del compuesto
fendlico. Se conservaron en frascos cerrados a temperatura ambiente hasta su uso.



Tabla 1: Composicién de la pintura

Componente %
(p/p)
Agua (solvente) 25,2
Antiespuma 0,3
Espesante (celuldsico) 0,5
Dispersantes 0,45
Humectante 0,15
TiO, (Pigmento opacante) 19,0
CaCOj; natural (Pigmento carga) 41,6
CaCO; precipitado (Pigmento extendedor) 3,7
Resina acrilica estirenada 7,2
Aguarras (Coalescente insoluble) 1,3
Butilglicol (Coalescente soluble) 0,6

Ensayo de bioresistencia al ataque fungico sobre pelicula seca de pintura

Se aplicaron dos manos de pintura sobre paneles de yeso de 2,5 cm x 2,5 cm y se
dejaron secar a temperatura ambiente durante 15 dias (curado). Pasado ese tiempo, se
esterilizaron con luz UV durante 20 minutos y, luego, se colocaron en placas de Petri
conteniendo papel de filtro con 1 mL de agua estéril, para generar una atmaésfera humeda.
Se inoculé cada panel con 100 uL de la suspension de esporas de Aspergillus sp. y se
incubaron en atmaosfera controlada con 86 % HR durante 30 dias. Se ensayaron los paneles
por cuadruplicado. Los paneles se evaluaron segun la especificacion estandar ASTM D5590
[14] en la que el crecimiento fungico se estima como porcentaje de cobertura sobre la
superficie.

Observacion de la pelicula de pintura por Microscopio Electronico de Barrido

Adicionalmente se realizaron observaciones de los paneles en microscopio electrénico
de barrido (MEB). Para ello se fijaron las muestras con glutaraldehido al 2,5 % v/v (24 h) y
se deshidrataron con soluciones graduales de etanol desde 20 % v/v a 100 % v/v (30 min
cada una). Posteriormente se les efectud secado por punto critico y finalmente metalizado
con oro. Se realizaron las observaciones en un microscopio electrénico FEI, modelo Quanta
200 en modo de alto vacio entre 5-12,5 kV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos para los ensayos de bioresistencia al ataque fungico sobre
pelicula seca de pintura fueron satisfactorios; dado que a simple vista el agregado de
microesferas de silica mesoporosa cargadas con carvacrol o sin cargar (pinturas A y B)
ejerce un efecto inhibitorio ya que no se observa crecimiento fungico. Sin embargo, la
pintura C que contiene el carvacrol en forma libre presenta un grado de cobertura de la
superficie pintada entre un 30 a 70%. Mientras que el porcentaje de la pintura D, que no
tiene agregado de microesferas ni del compuesto fendlico, es mayor del 70 %.

La Fig. 1 muestra las micrografias de los paneles pintados obtenidas por MEB con un
aumento de 800 X. Se observaron diferencias importantes entre las pinturas A y B, que a
simple vista no se percibian. La pintura A (Fig 1-1) no revela crecimiento alguno del hongo
sembrado mientras que la pintura B (Fig. 1-2) muestra un desarrollo ligero de hifas, que se
extienden por toda la superficie de la pintura sin observar la presencia de esporas. También
estas micrografias corroboran las diferencias entre las Pinturas A y B con la pintura C que
es aquella que contiene al carvacrol libre (Fig. 1-3). En la misma se puede observar un



moderado crecimiento fungico con presencia considerable de hifas y esporas. En la imagen
de la Pintura D (Fig. 1-4) se observa claramente la colonizacién fungica, incluso se dificulta
la visualizacién de la superficie de base (pintura) por el abundante desarrollo del micelio.
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Figura 1. Imagenes correspondientes a los paneles pintados obtenidas por MEB con un aumento de
800 X. 1) Pintura A, conteniendo microesferas cargadas con carvacrol 2) Pintura B, conteniendo
microesferas, 3) Pintura C, conteniendo carvacrol en forma libre y 4) Pintura C, control sin
microesferas ni carvacrol. Las barras indican la escala.

Estos resultados sugieren los siguientes analisis:

El carvacrol en forma encapsulada presenta una actividad antifingica sobre la pelicula
de pintura, a diferencia de la pintura que lo contiene en forma libre que no manifiesta la
inhibicién de crecimiento. Este resultado corroboraria la proteccion del microcontenedor
sobre el compuesto fendlico logrando asi el adecuado control del proceso de liberacion y a
su vez, prolongar la duracion del efecto biocida.



Por otra parte, las microesferas de silica presentan cierta actividad antifungica que
puede atribuirse muy probablemente al tensioactivo que forma parte de la sintesis y que
qgueda retenido en su interior. Por lo tanto, es importante destacar un efecto sinergista entre
las microesferas de silica mesoporosa y el carvacrol lo que permite la inhibicion total del
crecimiento del Aspergillus sp. y el aumento de la efectividad de la pintura con propiedad
antifungica.

CONCLUSIONES

En este estudio se revela que la pintura que contiene carvacrol en forma libre no
muestra actividad frente al crecimiento del hongo Aspergillus sp. A su vez, la pintura con
microesferas presenta un efecto biocida propio, debido muy probablemente al tensioactivo
utilizado para su sintesis. La pintura que contiene carvacrol impregnado en la silica
mesoporosa fue capaz de mantener su bioactividad e inhibir el crecimiento fungico luego de
los 30 dias de ensayo. En este sentido se podria destacar un efecto sinérgico entre el
carvacrol y las MCM-41 logrando asi una pintura antifungica con mayor efectividad.

Por lo tanto se demuestra que las microesferas de silica mesoporosa MCM-41 podria
ser una alternativa eficiente como soporte para incorporar el carvacrol en una pintura de
base acuosa con actividad antifungica.

En una siguiente etapa se eliminara el tensioactivo contenido en las microesferas
mediante calcinacion. Posteriormente se repetiran los ensayos de bioresistencia al ataque
fungico sobre pelicula seca de pintura y se evaluara el comportamiento antifingico de las
pinturas formuladas con carvacrol en forma libre y encapsulada en microesferas de silica
mesoporosa MCM-41 calcinadas.
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