Satureja montana: evaluacién como agente antifiungico en pinturas
para prevencién del biodeterioro

S. Bogdan ", R. Romagnoli ?, C. Deya ©

(1) Becario CONICET (2) Docente Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, Investigador CONICET
(3) Docente Facultad de Ingenieria, Investigador CONICET
CIDEPINT-Centro de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia de Pinturas (CICPBA-CONICET LA
PLATA). Av. 52 s/n entre 121 y 122. C.P. 1900 La Plata, Argentina.
E-mail: estelectro4@cidepint.gov.ar

Palabras clave: biodeterioro, pintura, antifungico, aceite esencial, satureja montana

RESUMEN

El biodeterioro constituye un conjunto de procesos fisicos y quimicos que generan
alteraciones en diversos materiales. La prevencion del crecimiento de mohos, asi como el
desarrollo de medidas de tratamiento apropiadas para los objetos contaminados, son un
desafio permanente [1,2]. En este sentido, las pinturas y recubrimientos en general juegan
un papel importante como sistemas de conservacion y proteccion de los distintos objetos.

El objetivo de este trabajo de investigacion fue, en una primera instancia, evaluar la
actividad antifungica in vitro del aceite esencial de Satureja montana (Sm) para luego
incorporarlo en una formulacion de pintura latex como agente biocida y evaluar su
desempeno. Mediante ensayos de contacto in vitro con distintos hongos, se determiné que
el aceite esencial al 0.5% v/v, inhibi6 completamente el crecimiento de todos los hongos.
Posteriormente, se formuld una pintura al agua a la que se incorporé como aditivo biocida
Sm al 2% pl/p y se realizé el ensayo de bioresistencia de la pelicula seca. Para ello, se
inocularon paneles pintados con Aspergillus sp. y se incubaron en atmésfera de humedad
controlada. Al finalizar el tiempo de incubacion, se realizdé una inspeccion visual asignando
una calificacion al crecimiento fungico, segun la Norma ASTM D-5590-00. Adicionalmente,
se realizaron observaciones mediante microscopia electronica de barrido (MEB). La pintura
con el aceite esencial mostré una inhibicion significativa del crecimiento fungico sobre la
pelicula seca.

INTRODUCCION

El biodeterioro constituye un conjunto de procesos fisicos y quimicos que generan
alteraciones en diversos materiales. No solo materiales como ladrillos, pinturas, hormigon,
sino que también los objetos de arte en museos y sus depdsitos son amenazados por la
contaminacion por hongos. La prevencion del crecimiento de mohos, asi como el desarrollo
de medidas de tratamiento apropiadas para los objetos contaminados, son un desafio
permanente [1,2]. En este sentido, las pinturas y recubrimientos en general juegan un papel
importante como sistemas de conservacion y proteccién de los distintos objetos.
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Las pinturas de base acuosa son aquellas en las que el vehiculo es una emulsién 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 quitado los solventes organicos, reduciéndose asi la emision de estos
compuestos y, por ende, la contaminaciéon 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 [3-5]. Los aditivos convencionales utilizados como biocidas en pinturas y
recubrimientos suelen ser téxicos, produciendo contaminacién ambiental y problemas en la
salud [6,7]. Una alternativa “ecoamigable” para su reemplazo podria ser la utilizacion de
productos naturales, como ser los aceites esenciales.

Los aceites esenciales (AE) 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) [8]. El porcentaje de los componentes de los aceites varia entre
especies, partes de la planta, estacién y condiciones de cosecha, ubicacion geografica,
entre otros. Segun su estructura quimica, los componentes de los AE son, principalmente,
terpenos y terpenoides y sus derivados oxigenados. Se pueden obtener por extraccion,
fermentacion o extrucion pero la destilacion es el método mas comiunmente utilizado [9]. Se
vienen utilizando desde tiempos antiguos por sus propiedades antisépticas, por su fragancia,
para la preservacion de los alimentos y como antimicrobianos, analgésicos, entre otros [8].
Es dificil correlacionar la actividad antimicrobiana a compuestos individuales o clases de
compuestos presentes en el aceite, es posible que los efectos sean el resultado de muchos
compuestos que actuan sinérgicamente [10].

El objetivo de este trabajo de investigacion fue, en una primera instancia, evaluar la
actividad antifungica in vitro del aceite esencial de Satureja montana (ajedrea) para luego
incorporarlo en una formulacion de pintura latex como agente biocida y evaluar su
desempenio.

MATERIALES Y METODOLOGIA
Aceite esencial

El aceite esencial puro (sin ningun tipo de agregado de quimicos sintéticos) de
Satureja montana (Sm) 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.

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 composicion: 1,5g agar-agar, 1,0g dextrosa, 0,5g proteasa peptona, 0,1g KH,PO,,
0,05g MgS0,, 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
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mL de una solucion de NaCl 0,85% p/v y Tween-20 0,005% p/v. La concentracion de
esporas fue ajustada a 10° esporas/mL utilizando una camara de Neubauer.

Actividad antifangica in vitro

Se realiz6 a través de un ensayo de contacto con los hongos Alternaria alternata,
Chaetomium globosum, Mucor sp. y Aspergillus sp.. Se autoclavéd el medio de cultivo MCA
fraccionado, en frascos con 15 ml cada uno, y se colocaron en bafio termostatico a 60°C.
Una vez termostatizado, se le incorporé el aceite esencial hasta una concentracion final de
1%v/v de Sm, se homogenizé y se vertié sobre una placa de Petri. Luego, se inoculdé con un
“taco” de 7mm x 7mm del hongo crecido previamente en medio MCA. Como control se
utilizé 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 formula: 1=[(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
diametro de crecimiento se obtuvo como el promedio de tres medidas independientes.

Formulacién y elaboracién de la pintura

Se formulé una pintura acrilica al agua, sin ningun tipo de biocida, cuya composicion
se presenta en la Tabla 1. Se elaboré en una dispersora de alta velocidad. Una vez
finalizada, se fraccion6 de modo de dejar una parte para utilizar como pintura control, sin
biocida, y otra fraccién se le incorporé Sm al 2% p/p. 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 2,5cm x 2,5cm. 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 inoculd cada panel con 100 pyL de la suspension de esporas de Aspergillus sp. Se
incubaron en atmoésfera controlada 86% HR durante 1 mes. Se ensayaron los paneles por
sextuplicado. La eleccion de Aspergillus sp. para este ensayo se debe, principalmente a que
se encuentra dentro de los colonizadores primarios por sus bajos requerimientos de
act9ividad de agua sobre los sustratos, su rapido crecimiento, facil visualizacién y mayor
resistencia a los biocidas [11, 12].
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El crecimiento del hongo fue estimado como porcentaje de cobertura sobre la
superficie. Los paneles se calificaron segun lo indica la Norma ASTM D-5590-00 [13] (Tabla
2). 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 efectudé secado por punto critico y finalmente metalizado con
oro. Se realizaron las observaciones en un microscopio electrénico FEI, modelo Quanta200,
modo alto vacio, 5-12,5 kV.

Tabla 2: Calificacién del crecimiento fungico en placa

Observacion del crecimiento Calificaciéon
Sin crecimiento 0
Crecimiento en trazas (<10%) 1
Crecimiento bajo (10-30%) 2
Crecimiento moderado (30-70%) 3
Crecimiento alto (70% hasta cobertura completa) 4

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antifungica in vitro se muestran
en la Figura 1. Estos fueron muy favorables, dado que el aceite esencial de Sm logré inhibir
completamente el crecimiento de todos los hongos ensayados (Alternaria alternata,
Chaetomium globosum, Mucor sp. y Aspergillus sp).

Control Satureja montana

Alternaria alternata

Chaetomium globosum

Mucor sp.

Aspergillus sp.

Figura 1: Ensayos de actividad antifungica in vitro
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Los resultados obtenidos para los ensayos de bioresistencia al ataque fungico sobre pelicula
seca de pintura fueron promisorios. La calificacion obtenida, segun la norma, para la pintura
control fue de 4 puntos, la mayor calificacion, lo que indica un grado de cobertura de la
superficie pintada, por el hongo crecido, mayor al 70%. La Figura 2 muestra algunas de las
imagenes obtenidas por MEB para la pintura control. En la Figura 2-A se observa
claramente la colonizacion fungica, incluso se dificulta visualizar la superficie de base
(pintura) por el abundante desarrollo del micelio. En la Figura 2-B se visualiza el colapso de
la estructura del recubrimiento y las hifas penetrando en el interior del mismo. Este dano
mecanico pudo haber sido ocasionado por la presion ejercida por las hifas durante el
crecimiento (dafo fisico).

HV mag det | spot| vac mode
10.00 kV|2 000 x[13.5 mm|ETD| 5.0 |High vacuum

Y mag ND det | spot| vac mode
10.00 kV[800 x| 13.5 mm|ETD| 6.0 |High vacuum LIMF - FI - UNLP

Figura 2 - Micrografias MEB de los paneles pintados con la pintura control (sin biocida)

Para la pintura con Sm, la calificacion fue de 2 puntos, indicando una cobertura tan solo de
entre 10-30% de la superficie de la pintura. Respecto del control, la reduccion del
crecimiento de Aspergillus sp. fue muy significativa mostrando que el aceite esencial de Sm
ejerce una inhibicion del crecimiento fungico sobre la pelicula seca (Figura 3).

A)

——— 100

HV mag$ | WD det spot| vac mode [ ——— EO fij—————
12.50 kV|2 000 x|12.7 mm|ETD| 4.5 |High vacuum LIMF - FI - UNLP

Figura 3 - Micrografias MEB de los paneles con la pintura Sm

12.50 kV[800 x| 12.7 mm|ETD | 4.5 |High vacuum LIMF - FI - UNLP
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CONCLUSIONES

El aceite esencial de ajedrea logré inhibir completamente el crecimiento de todos los
hongos en los ensayos en placa. Para los ensayos en pintura se observé una reduccion
significativa del crecimiento sobre la pelicula seca por accion del aceite. Dado que las
pinturas son un sistema complejo de componentes y, a su vez, los aceites son compuestos
volatiles es muy probable que parte de los mismos no estén disponibles debido a
interacciones con algun (o algunos) componente de la resina o debido a su evaporacion. En
investigaciones futuras se podrian evaluar distintos sistemas de encapsulacion de los
aceites a fin de reducir la pedida del mismo y disminuir la interaccion con el resto de los
componentes de la pintura, de manera que queden disponibles, Unicamente, como biocidas.

Este tipo de recubrimientos poseen buen potencial, puesto que los aceites esenciales
son un recurso natural, renovable y ecoamigable. 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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