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Resumen

El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar la actividad antifungica del aceite esencial (AE) de Ajedrea, Satureja
montana (Sm), para luego incorporarlo en un recubrimiento de silano y evaluar su desempefio protector al ataque fingico en una
pintura para interior.

Mediante ensayos de contacto, se determiné que el aceite esencial de ajedrea inhibié completamente el crecimiento de los hongos
utilizados, Alternaria alternata, Chaetomium globosum, Aspergillus sp., Mucor sp, en la concentracion ensayada, 1% v/v. En una
segunda instancia, se preparé una solucion de Aminopropiltrietoxisilano (APTES) a la que se le incorporé como aditivo Sm al
2%yv/v. Como blanco se utiliz6 APTES sin Sm. Se pintaron paneles de yeso con una pintura al latex para interior y se cubrieron con
la solucién de silano. Para realizar el ensayo de bioresistencia de los recubrimientos; se inocularon los paneles pintados con
Aspergillus sp. y se incubaron en camara de humedad controlada (86% HR) durante 1 mes. Finalmente, se realiz6 una inspeccion
visual del crecimiento fingico sobre los paneles evaluando su desempefio segtin el grado de cobertura sobre la superficie, por
parte del hongo crecido. Para el recubrimiento utilizado como blanco, el grado de cobertura fue mayor al 90% mientras que el
recubrimiento APTES con Sm 2% v/v no mostré desarrollo del hongo sobre la superficie. Adicionalmente se realizaron
observaciones mediante microscopia electrénica de barrido donde se corroboraron las observaciones.

Este tipo de recubrimientos presentan un gran potencial, por un lado puesto que los aceites esenciales son un recurso natural
renovable y ecoamigable y, por otro, dado que se podrian aplicar sobre otros sustratos como esculturas, murales, para la
preservacion del patrimonio cultural por ser una cubierta transparente que, a simple vista, no modifica la apariencia de los mismos.
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1. Introduccién

Las pinturas de base acuosa son aquellas en las que
el vehiculo es una emulsién de la resina en agua. Al
ser aplicadas, la emulsion se rompe al eliminarse el
agua por secado, obteniéndose asi una fase oleosa
continua. En las formulaciones de este tipo de pinturas
se han quitado los solventes organicos reduciéndose
asi la emisidon de estos compuestos y, por ende, la
contaminacion 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, todos
ellos susceptibles de biodeterioro [1-3]. Entre los
organismos mas deteriorantes se encuentran los
hongos, grupo muy grande, diverso y que se
encuentra en practicamente todos los nichos
ecoldgicos.

La colonizacion microbiana en el interior de los
edificios preocupa en forma creciente desde las
ultimas décadas, por los deterioros estéticos que
pueden ocasionar en los revestimientos y por los
problemas de salud que causan los microorganismos
en personas con bajas defensas o con problemas
respiratorios. Existe mucha bibliografia que relaciona
los problemas de salud con la contaminacion fungica

en ambientes cerrados [4,5]. Entre los géneros mas
comunmente aislados en el interior de los edificios se
encuentran Penicillium, Aspergillus, Cladosporium y
Alternaria [4-7].

Existiendo una creciente necesidad de mantener las
condiciones de higiene a nivel de la superficie, la cual
se torna muy critica, por ejemplo en la prevencion y
control de las infecciones en hospitales,
especialmente porque los patégenos son cada vez
mas resistentes a los agentes antimicrobianos
convencionales [6-10].

Los aditivos convencionales utilizados como biocidas
en pinturas y recubrimientos suelen ser téxicos,
produciendo contaminacién ambiental y problemas en
la salud [11,12]. Una alternativa “ecoamigable” para su
reemplazo podria ser la utilizacion de productos
naturales, como ser los aceites esenciales.

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de
compuestos naturales caracterizados por un fuerte
aroma, que se acumulan como metabolitos
secundarios en las distintas partes de las plantas
aromaticas (flores, brotes, hojas, frutos, tallos, ramas,
corteza, semillas, madera y raices) [13]. El porcentaje
de los componentes de los aceites varia entre
especies, partes de la planta, estacidén y condiciones
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de cosecha, ubicacién geografica, entre otros. Segun
su estructura quimica, los componentes de los AE
son, principalmente, terpenos y terpenoides, sus
derivados oxigenados. Se pueden obtener por
extraccion, fermentacion o expresion, pero la
destilaciéon es el método mas comunmente utilizado
[14]. Se los ha utilizado desde tiempos antiguos por
sus propiedades antisépticas, por su fragancia, para la
preservacion de los alimentos y como antimicrobiano,
analgésico, sedante, anti-inflamatorio, espasmolitico y
anestésico local [13]. Es dificil correlacionar la
actividad antimicrobiana a compuestos individuales o
clases de compuestos, debido a que es posible que
los efectos sean el resultado de muchos compuestos
que actuan sinérgicamente [15].

Los silanos se conocen como productos quimicos
derivados del silicio monomérico. Un silano que
contiene al menos un enlace silicio-carbono, es un
organosilano. La estructura general se puede
representar de la siguiente manera: X3;Si(CH,),Y,
donde X representa un grupo hidrolizable, como
metoxi o etoxi, que le permite reaccionar con sustratos
inorganicos. Por otra parte, Y representa,
generalmente, un grupo terminal funcional no
hidrolizable (-SH, -OH, -NH,), que reacciona con
sustratos organicos. Esta propiedad especial permite
que puedan ser utilizados como "puentes moleculares"
entre sustratos organicos y materiales inorganicos, se
los denomina comunmente como agentes de
acoplamiento [16,17]. Este tipo de compuestos son
muy utilizados para generar capas delgadas de
revestimientos, por medio de reacciones sol-gel, ya
sea para conferirle una nueva caracteristica a la
superficie o para la proteccion de sustratos [16-20].

El objetivo de este trabajo de investigacién fue evaluar
la actividad antifungica in vitro del aceite esencial de
Ajedrea, Satureja montana (Sm), para luego
incorporarlo en un recubrimiento de silano y evaluar su
desempefio protector del ataque fungico sobre una
pintura para interior.

2. Metodologia

2. 1. Aceite esencial y preparacion del silano

El aceite esencial puro (sin ningun tipo de agregado
de quimicos sintéticos) de Satureja montana fue
provisto por la Catedra de Fitoquimica, de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Nacional de La Plata.
El aceite se almacen6 a 4°C hasta su uso.

Para la preparacion del silano, se utilizd el
aminopropiltrietoxisilano. La solucion de APTES se
prepar6é afadiendo 2% v/v de APTES puro a una
solucion de agua destilada/isopropanol (0,5/99,5%
vlv), a pH 10. Se dejé hidrolizando en agitacion
constante durante 1h. Luego se lo fracciond, una parte
se dejo para utilizar como control y otra parte se
mezclé con Sm al 2% v/v. La solucién fue preparada
al momento de ser utilizada.

2. 2. Aislamientos fungicos y medios de cultivo

Los aislamientos fungicos utilizados (Alternaria
alternata, Chaetomium globosum, Mucor sp.,
Aspergillus sp.) fueron previamente obtenidos de
peliculas de pinturas contaminadas.

Los hongos fueron cultivados en medio de cultivo
agarizado (MCA) de la siguiente composicién: 1,59
agar-agar, 1,0g dextrosa, 0,5 g proteasa peptona, 0,1g
KH,POQO,, 0,05g MgS0O,, H,O destilada hasta completar
100 ml. Se incubaron en estufa a 28°C, entre 7-13
dias, dependiendo de la especie fungica.

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
0,005% p/v. La concentraciéon de esporas fue ajustada
a 10° esporas/ml utilizando una camara de Neubauer.

2. 3. Actividad antifangica in vitro

Se realizé a través de un ensayo de contacto con los
hongos Alternaria alternata, Chaetomium globosum,
Mucor sp. y Aspergillus sp.. Se autoclavd el medio de
cultivo MCA fraccionado, en frascos con 15 ml cada
uno, y se colocaron en bafo termostatico a 60°C. Una
vez termostatizado, se le incorporé el aceite esencial
de Sm al 1%v/v, se homogenizd y se vertié sobre una
placa de Petri. Luego, se inoculé con un “taco” de
7mmx7mm del hongo crecido previamente en medio
MCA. Como control se utiliz6 MCA sin aceite esencial.
Finalmente las placas fueron incubadas a 28°C por 7-
13 dias, dependiendo de la especie. Los ensayos se
realizaron por triplicado.

Para calcular el efecto inhibitorio se utilizé la siguiente
férmula:

I=[(C-E)/C] x100

Donde | es el porcentaje de inhibicion, C es el
diametro del crecimiento radial del hongo en el control
y E es el crecimiento radial del hongo en el medio con
aceite esencial. El didametro de crecimiento se obtuvo
como el promedio de tres medidas independientes.

2.4. Ensayo de resistencia al ataque fungico del
recubrimiento de silano

Se utilizaron paneles de yeso de 2,5cmx2,5cm
pintados con un latex acrilico para interior, formulado y
elaborado en el CIDEPINT. Se sumergié la cara
superior de cada uno de los paneles durante 1 min en
la solucién de silanos. Se utilizd la solucién sin ajedrea
como control y una la solucién APTES con Sm 2% v/v.
Se dejaron secar a temperatura ambiente durante 5
dias. Pasado ese tiempo, se esterilizaron con luz UV,
20 minutos y, luego, se colocaron en placas de Petri
conteniendo papel de filtro con 1 ml de agua estéril,
para generar una atmésfera humeda. Se inoculé cada
panel con 100 pl de la suspension de esporas de
Aspergillus sp. Se incubaron en atmoésfera controlada
con 86%HR durante 1 mes. Se ensayaron los paneles
por sextuplicado.
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El crecimiento del hongo fue estimado como
porcentaje de cobertura sobre la superficie.
Adicionalmente se realizaron observaciones de los
paneles en microscopio electronico de barrido (MEB).
Para ello se fijaron las muestras con glutaraldehido al
2,5% viv (24h) y se deshidrataron con soluciones
graduales de etanol desde 20% a 100% v/v (30 min-
cada una). Posteriormente se les efectué secado por
punto critico y finalmente metalizado con oro. Se
realizaron las observaciones en un microscopio
electronico FEI, modelo Quanta200, modo Alto vacio,
5-12,5 kV.

3. Resultados

Los resultados obtenidos para los ensayos de
actividad antifungica in vitro fueron muy favorables,
dado que el aceite esencial de Sm logré inhibir en un
100% a todos los hongos ensayados (Alternaria
alternata, Chaetomium globosum, Mucor sp. y
Asperqgillus sp).

Asi mismo los resultados obtenidos en los ensayos de
resistencia al ataque fungico de los recubrimientos de
silano fueron muy satisfactorios. En el recubrimiento
control el grado de cobertura de la superficie por parte
del hongo fue mayor al 90%, mientras que para la
cubierta APTES-Sm 2% el crecimiento fue nulo.
Aspergillus sp. es uno de los hongos mas abundantes
que generan biodeterioro en pinturas y se encuentran
dentro de los colonizadores primarios por sus bajos
requerimientos de actividad de agua sobre los
sustratos [4].

La Figura 1 muestra las micrografias obtenidas por
MEB del recubrimiento control. Alli se observa
claramente la colonizacién fungica, incluso se dificulta
visualizar la superficie de base (pintura+recubrimiento
APTES) por el abundante desarrollo del micelio. En la
Fig. 1-B se puede observar un conidiéforo (hifa
especializada que porta esporas) saliendo desde el
interior de un poro de la pintura, esto indica que el
hongo ha colonizado el interior del poro, incluso
pudiendo haber llegado hasta el sustrato (yeso).

\

H mag WD det |spot| vac mode 100 pm
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5.00 kV |2000x/12.9 mm|ETD| 5.0 |High vacuum - Fl - UNLP

Figura 1. Micrografias panel control, A) a 800X, B) a 2000X.

En la Fig.2, contrariamente, se observa que el hongo
no ha logrado proliferar sobre la superficie. Estos
resultados sugieren que el silano ha funcionado como
soporte para el aceite esencial dejandolo enteramente
disponible para su funcién como biocida sin interferir
en las caracteristicas de la pintura

] HV mag WD det |spot| vac mode 5 )m

12.50 kV[16 000 x|12.9 mm|ETD| 2.0 |High vacuum LIMF - FI - UNLP

Figura 2. Micrografia panel con AMEO-Sm 2%, a 2000X .

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion son
muy promisorios, se ha logrado la inhibicién total del
ataque fungico de Aspergillus sp. a través de un
recubrimiento APTES-Sm 2% v/v.

Este tipo de recubrimientos presentan un gran
potencial, por un lado puesto que los aceites
esenciales son un recurso natural renovable vy
ecoamigable. A su vez, el proceso de generacion de la
capa delgada de recubrimiento de silano es
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relativamente simple y no agresivo para el medio
ambiente [16,21]. Por otro lado, este tipo de
recubrimientos antimicrobianos se podrian aplicar
sobre otros sustratos como esculturas, murales, para
la preservacion del patrimonio cultural por ser una
cubierta transparente que, a simple vista, no modifica
la apariencia de los sustratos.

Un inconveniente, en este momento, es el costo de las
materias primas. Los costos resultan elevados cuando
el proceso se considera para la produccion en masa,
pero podrian ser aceptables si se los considera para
aplicaciones especiales o aquellos casos en los que
falla la tecnologia convencional. Es necesario seguir
investigando y trabajar en conjunto con empresas,
para hacer viable la seleccion de ideas, tecnologias y
compuestos “ecoamigables” para la generacion de
productos comerciales.
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