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RESUMEN

En este trabajo se formularon pinturas de base acuosa para mamposteria incorporando
como aditivo biocida una zeolita tipo A intercambiada con Ag*' y/o Zn*?. La eficiencia biocida
de los recubrimientos se evalué frente a A. niger. En primera instancia, se realizé la sintesis
de zeolita sodica tipo A (estructura LTA), la cual fue caracterizada a través de difraccion de
rayos X (XRD) y microscopia electrénica de barrido (SEM). Los cationes biocidas Ag*' y/o
Zn*? se incorporaron de manera controlada en las cavidades de la matriz aluminosilicea por
intercambio cationico, obteniéndose muestras zeoliticas con contenido variable de estos
cationes biocidas. Se determind la concentracion minima inhibitoria de las zeolitas
intercambiadas frente a A. niger con el fin de hallar los valores de intercambio que provean
actividad antifungica eficiente a las pinturas de base acuosa disefiadas. Finalmente se
realizé un ensayo de inhibicién del crecimiento microbiolégico sobre sustratos pintados. Los
resultados indican que los cationes biocidas Ag*' y Zn*? incorporados en las cajas zeoliticas
del tipo LTA podrian ser una herramienta beneficiosa para el desarrollo de recubrimientos de
base acuosa ya que proporcionan una proteccion eficiente contra el ataque microbioldgico
en comparacion con biocidas organicos tradicionales cuyos efectos contaminantes han sido
altamente investigados y reconocidos.

INTRODUCCION

El deterioro de los materiales debido a la presencia de microorganismos se conoce
como biodegradacion. Su existencia genera una disminucién de la vida util y nivel de
eficiencia de los procesos involucrados asi como pérdidas energéticas asociadas. Un
recurso para evitar tal deterioro es la utilizaciéon de recubrimientos que aislen el sustrato a
proteger y mas aun con la incorporacion de sustancias denominadas biocidas.

Las pinturas de base acuosa para mamposteria son normalmente susceptibles al
deterioro producido por diferentes microorganismos (bacterias, hongos, etc.), por lo que la
adicion de aditivos biocidas en la formulacidon del recubrimiento resulta esencial para
asegurar las propiedades en servicio que proveen una efectiva proteccion del sustrato. La
presencia de microorganismos en la superficie del revestimiento esta relacionada con la
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degradacion de la pelicula (pérdida de propiedades mecanicas y estéticas), y también con la
propagacion de la contaminacion microbiolégica. Las sustancias habitualmente utilizadas
basadas en isotiazolinonas o formaldehido presentan toxicidad y son objetables desde el
punto de vista de la legislacién vigente para proteccion del ambiente. Otros inconvenientes
que presentan las mencionadas sustancias son la disminucién a través del tiempo de la
fuerza activa y la baja eficiencia, ya que el elevado peso molecular impide la reposicion en la
superficie del recubrimiento de manera efectiva [1-4].

Por su parte, las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos que se clasifican de acuerdo
a las caracteristicas comunes de sus estructuras. En particular, la zeolita A sddica empleada
en este trabajo para alojar los cationes biocidas, se caracteriza por su estructura especifica
en la cual cada celda unidad contiene 24 tetraedros, 12 AlO, y 12 SiO,. Cuando esta
completamente hidratada, posee 27 moléculas de agua por celda unidad y se observa un
cation sodio por cada aluminio presente. Estos iones sodio se mantienen débilmente unidos
a la estructura, por lo que uno de los principales usos de este material se basa en sus
propiedades de intercambio catidnico.

En este trabajo se estudid la eficiencia antifungica de pinturas de base acuosa para
mamposteria que fueron formuladas utilizando zeolita NaA intercambiada con Ag*' y/o Zn*?
como aditivo en reemplazo de los biocidas comercialmente empleados basados en
isotiazolinonas. Inicialmente se determind la concentracion minima inhibitoria de las zeolitas
intercambiadas frente a A. niger con el fin de estimar la cantidad minima necesaria de
zeolita a agregar en las formulaciones de pintura para generar la proteccién adecuada.
Luego se evalud la capacidad biocida de las peliculas de pintura a través de ensayos
microbioldgicos. Los resultados indican que los cationes biocidas Ag*™' y Zn*? incorporados
en las cajas zeoliticas del tipo LTA proveen una proteccién eficiente contra el ataque
microbiolégico en la pelicula de pintura.

MATERIALES Y METODOLOGIA

Obtencion de las zeolitas biocidas

Se utilizé zeolita NaA del tipo LTA, sintetizada en nuestro laboratorio, con una
capacidad tedrica de intercambio catiénico de 7,04 mEq.g” (base no hidratada) y de 5,48
mEq.g" (base hidratada). La sintesis hidrotérmica se llevé a cabo en un reactor de
polipropileno cerrado, a 365 K, sin agitacion. Las materias primas utilizadas fueron NaOH
(Carlo Erba, p.a.), aluminato de sodio comercial [Al,O3 (36,5 %), Na,O (29,6 %), y H,O (33,9
%)], silicato de sodio con una relacién SiO./Na,O = 3,18 p/p (densidad, 1,36 g.mL™"), y agua
destilada. El producto fue caracterizado por difracciéon de rayos X (DRX). EIl patron de
difraccién se obtuvo en un equipo Philips PW 1732/10 usando radiacién Cu K alfa y un filtro
de Ni a una velocidad de 2 °/min. El diagrama de difraccion obtenido se identifico por
comparacion con los detallados en la literatura [5]. El tamafio de particula y la morfologia de
los solidos obtenidos se observaron por microscopia electronica de barrido (SEM), por
medio de un microscopio Philips 505, utilizando muestras recubiertas con una fina capa de
Au.

Las soluciones para el intercambio cationico se prepararon con AgNO; (Carlo Erba,
p.a.), Zn(NOs), (Carlo Erba, p.a.) y, opcionalmente, NH;NO; (Carlo Erba, p.a.), usando agua
destilada como disolvente.

Los intercambios catidnicos se realizaron poniendo en contacto, bajo agitacion, 1 g de
la zeolita sintetizada con 1 litro de la solucidn de intercambio correspondiente. Después de
un tiempo de contacto de 3 horas a 25 °C, el sélido se separd del liquido por filtracion. Las
fases solidas se secaron en un horno a 60 °C y se estabilizaron a temperatura ambiente y
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35% de humedad relativa. Las fases liquidas se analizaron por espectrometria de absorcion
atémica (AAs) con un espectrofotdbmetro Varian, de doble haz, modelo AA220. La
composicion quimica de los cuatro tipos productos obtenidos: zeolita intercambiada con Ag*
(AgA), zeolita intercambiada con Zn** (ZnA), zeolita intercambiada con Ag* y Zn*
conjuntamente (AgZnA), y las soluciones correspondientes utilizadas para los estudios de
intercambio se enumeran en Tabla 1.

Tabla 1: Concentraciones de Ag*', Zn*? en las zeolitas y en las soluciones de
intercambio catidnico.

Sélido Solucién de intercambio
Muestra [Ag™" ] Zn** [Ag™"] [Zn™] [NH,]
(%plp) (%plp) (mol.L™") (mol.L™") (mol.L™)
NaA - - - - -
AgA 17,3 - 25 0,1 -
ZnA - 5,6 25 - 0,05
AgZnA 7,95 7,16 60 0,36 1,66

Ensayos microbiolégicos

Para evaluar el comportamiento de las muestras AgA, ZnA y AgZnA frente a A. niger,
se utiliz6 el método de concentracion minima inhibitoria (MIC). Esta se define como la
concentracion minima de biocida para la cual la velocidad de multiplicacion del
microorganismo es cero. Este valor se determiné por el método de dilucién en agar [6]. La
cepa de A. niger utilizada para estos estudios fue aislada de una pared pintada de la iglesia
de San Francisco Asis de La Plata, Argentina [7]. La cepa de A. niger se ha registrado bajo
el N ° LPSC 1153 en el Instituto Spegazzini, Argentina.

El medio de agar (AGM) fue constituido por KH,PO, (Anedra) 0,7 g.L”", MgSQ,.7H,0
(Anedra) 0,7 g.L"", NH,NO; (Anedra) 1 g, NaCl (Anedra) 0,005 g.L' Fe,SO47H,0
(Mallinckrodt Chemical Work) 0,002 g.L'1, MnS0O,4.H,O (Mallinckrodt Chemical Work) 0,001 g,
K;HPO, (Anedra) 0,7 g, ZnS0O,.7H,O (Merck) 0,002 g. En todos los casos, se agité para
garantizar una distribucion homogénea de los componentes.

Para evaluar la MIC de las zeolitas, se aumento la concentracion de los cationes en el
medio de agar agregando cantidades crecientes en peso de zeolita. Los rangos de valores
seleccionados corresponden a concentraciones de biocidas eficaces como se describe en la
bibliografia [8].

Las cajas de Petri con AGM, suplementado con polvo de zeolita en cantidades
crecientes, se inocularon con 1 ml de la suspension de esporas de A. niger con el fin de
mantener una concentracién inicial de 2,51x10° esporas.mL” y después se incubaron
durante 10 dias a 30 °C. Finalmente, se midié el diametro de las colonias. También se
prepararon cajas de Petri de control con cultivo de A. niger en AGM y en AGM con la adicion
de maltosa (AGMM, 1-hidrato de maltosa pura, Biopack, 0,3 g en 10 ml). Todos los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados de este ensayo permitieron
obtener las concentraciones de Ag*', Zn*? y Ag*'-Zn*? soportados en las matrices zeoliticas
requeridas para inhibir el crecimiento microbioldgico.

Evaluacion de la capacidad antifingica de los recubrimientos para mamposteria
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Se formulé y elaboré un recubrimiento de color blanco tipo latex para mamposteria. La
adecuada dispersién se obtuvo utilizando un dispersor de alta velocidad, modelo Combimill.
El peso especifico final del recubrimiento fue de 1,4 g.cm™.

Para evaluar la actividad antifungica, se incorporé a la pintura la zeolita A
intercambiada con cationes (tipo AgA y AgZnA, muestras P1-P10). Ademas se elaboraron
dos recubrimientos de control: 1) revestimiento P11, que contiene biocida comercial basado
en isotiazolinonas, 2) pintura P12, recubrimiento sin biocida, Tabla 2.

Tabla 2. Concentracion del biocida catiénico en las pinturas.

Pintura Tipo de zeolita [Ag™"], mg.L” [Zn*], mg.L” Biocida
comercial*, mg.L"
P1 AgA 500
P2 AgA 600
P3 AgA 800
P4 AgA 1000
P5 AgA 1200
P6 AgZnA 65 50
P7 AgZnA 97.5 75
P8 AgZnA 130 100
P9 AgZnA 260 200
P10 AgZnA 520 400
P11 2000
P12 Control sin biocida

*5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona/2-metil-4-isotiazolin-3-ona (CIT/MIT) and 2-octil-4-isotiazolin-3-ona (OIT)

CIT/MIT: 4/1 en volumen
CIT-MIT/OIT: 3/2 in peso
CIT-MIT-OIT: 0,15% sobre el peso de la formulacién

Con el fin de obtener muestras de la pelicula seca, los recubrimientos elaborados se
aplicaron en una superficie de vidrio (76,2 mm x 25,4 mm) usando un extendedor (espesor
de la pelicula: 150 um). Los sustratos pintados permanecieron a 30 °C durante 7 dias, para
asegurar el curado de la pelicula y posteriormente 180 dias en ambiente de laboratorio.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

La actividad biocida de las pinturas con zeolita en su composicién se comparé con la
que presentd el recubrimiento formulado con el biocida comercial aplicando un ensayo de
inhibicion del crecimiento microbiolégico [9]. Cada vidrio pintado se coloco en una placa de
Petri AGM y se inoculé A. niger. Se observd el crecimiento del hongo después de la
incubacién durante 20 dias en una estufa a 30 °C. Se estimd por microscopia Optica, para
cada muestra, el avance de las hifas en una fraccion seleccionada de la superficie recubierta
(60 mm x 25,4 mm). El porcentaje de superficie colonizada se cuantific6 como [superficie
cubierta por las hifas (mm?) / 1,524 mm?)] x 100.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del material zeolitico

Los difractogramas del solido obtenido al final de la sintesis hidrotérmica muestran
picos que se correlacionan con los de una zeolita NaA pura (Fig. 1a). El tamafo y la
morfologia cristalina del sélido obtenidos por SEM se pueden observar en la Fig. 1b. Alli se
muestra la morfologia tipica de una zeolita NaA, compuesta en este caso por cristales
cubicos de alrededor de 0,5 um de arista.
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Figura 1. Caracterizacion del material sintetizado: a) Espectro de difraccién de rayos X, b)
Microscopia electronica de barrido.

Actividad antifungica de zeolitas intercambiadas. Valores de MIC.

El crecimiento de A. niger para los sélidos AgA, ZnA y AgZnA en funcion del tiempo de
cultivo se muestran en la Fig. 2a, 2b y 2c.
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Figura 2: Valor promedio1 del crecimiento de las colonias de A. niger en AGM para diferentes
concentraciones de zeolita intercambiada (cm). ' Tres capsulas de Petri (10 mL).

En el caso de la adicion de AgA a AGM, el crecimiento de las colonias de A. niger
disminuye con el incremento de la concentracion de Ag*' hasta 200 mg L. Se observaron
reducciones en el crecimiento de colonias de 92,26% para [Ag*"] = 50 mg.L™", 93.62% para
100 mg.L"y el 95,52% para 200 mg L™, con respecto a la cultura AGMM (hongo en maltosa
sin biocida). Debido a estos resultados, se realizaron pruebas utilizando [Ag*'] a valores de
210, 220, 230 y 240 mg.L™", no obteniendo ninguin crecimiento para [Ag*'] = 230 mg L. En
consecuencia este valor se define como MIC. De hecho, valores mayores que 230 mg L™ de
Ag*" inhibieron la produccién de micelio y esporas. Estos resultados estan de acuerdo con
estudios similares que muestran la actividad biocida del cation Ag*™' [10]. Para ZnA, el
aumento de la [Zn*?] también produce un menor crecimiento de la colonia (Fig. 2). No se
observé el crecimiento de A. niger para [Zn*?] = 1250 mg L™ (MIC).

Estos resultados concuerdan con estudios previos en los cuales se han reportado
valores mas altos de MIC para el zinc en comparaciéon con los encontrados para la plata
[11]. En efecto, nanoparticulas de metales estudiadas para inhibir el crecimiento del
Streptococcus mutan mostraron una MIC promedio de 4,86 + 2,71 ug.mL™" para la plata y
500 + 306,18 ug.mL™ para el zinc, es decir, cien veces mayores para el ion divalente [12].

En el ensayo microbiolégico para ZnAgA, el valor de MIC se obtuvo con la muestra
que contiene 100 mg L™ Ag*’ - 90 mg.L™" Zn*? (Fig. 2 y Fig. 3). Este resultado sugiere un
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efecto sinérgico debido a la presencia de los dos cationes. Comparando el valor de la MIC
obtenido usando AgA con el correspondiente para AgZnA, los efectos inhibidores mas altos
se consiguen a menores valores de [Ag*'] cuando se incluye Zn*% La muestra que tiene
[Ag*™"] = 100 mg.L™", [Zn*?] = 90 mg.L-1 produce una inhibicién del crecimiento comparable al
conseguido con 230 mg.L™" de Ag*'. Estos resultados son similares a los valores reportados
previamente por Kawahara et al. [8]. Estos autores midieron el efecto antibacteriano de un
producto comercial a base de zeolita con plata y otros cationes, encontrandose una MIC en
el intervalo 4,8-38,4 ug.mL™ de Ag*' para las bacterias en condiciones anaerdbicas.

d
Figura 3. Izquierda: Crecimiento de A. niger con 100 m1g.L'1 Ag+1-90 mg.L'1 Zn*? (10 dias, 30°C).
Derecha: Crecimiento de A. niger con 30 mg.L'1 Ag'-27 mg.L'1 Zn* (10 dias, 30°C).

Por otra parte, en trabajos anteriores se observé que la MIC de una zeolita A comercial
que contiene un porcentaje de Ag cercano a su maxima capacidad de intercambio ([Ag*'] =
38% p/p) fue de 125 mg.L" [13]. En esta zeolita comercial, los iones plata ocupan casi todas
las posiciones de intercambio y la plata esta completamente disponible en su forma idnica.
Por el contrario, en la AgA preparada en este trabajo, el nivel de intercambio es de
aproximadamente 50% ([Ag*'] = 17,5% p/p), presentando correspondientemente un valor de
MIC inferior. Ademas, los iones plata en la zeolita AgZnA estan compartiendo las posiciones
de intercambio con el Zn*? y los cationes NH4", lo que resulta en una actividad antifingica
diferente.

Se sabe también que la inhibicién es dependiente de la naturaleza y concentracion de
las especies de microorganismos probados [14]. Se estima que la eficiencia de los iones
plata para ejercer una accién biocida eficaz se determina por la complejidad del organismo a
ser tratado. Los hongos, organismos que tienen las células eucariotas, exhiben aumento de
la resistencia a sustancias toxicas en comparacion con las bacterias (células procariotas)
[15]. El presente estudio demuestra que los valores de concentracién de cationes biocidas
necesarios para la inhibicion completa del crecimiento de A. niger son ligeramente mas altos
que los encontrados para las bacterias. Nuestros resultados pueden explicarse basandose
en el hecho de que A. niger pertenece a un grupo de organismos mas complejos.

Los estudios sobre la capacidad biocida de los iones Ag*' han propuesto varios
mecanismos de accién para explicar el efecto inhibitorio. Algunos investigadores han
informado de que la carga positiva del ion de plata es fundamental para la actividad
antimicrobiana. La atraccion electrostatica entre la membrana de la célula de carga negativa
y la carga positiva de Ag"' interfiere con la permeabilidad de la membrana [16-18]. Por otra
parte, se determiné que el mecanismo de accién de los iones Zn*? era el mismo que el
descrito para Ag*'. La actividad antibacteriana se basa en la liberacién de iones Zn*? que
pueden dafiar la membrana celular e interactuar con el contenido intracelular. Como se ha
mencionado para los cationes de plata, la actividad antimicrobiana mejoraba con un
contenido cada vez mayor de iones de zinc [19, 20].

Ademas, la actividad antibacteriana de los cationes alojados en las estructuras de la

zeolita podria depender de su ubicacion dentro de las cajas zeoliticas. Los iones metalicos
que ocupan las posiciones de intercambio podrian ser atraidos electrostaticamente por la
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célula y posteriormente liberados de la estructura aluminosilicea. Entonces, los iones
metalicos interactuarian con la célula, alterando la actividad bioquimica y causando la
muerte celular. Por otra parte, los presentes resultados muestran que es posible alcanzar
efectos inhibitorios similares para A. niger en los mas bajos niveles de intercambio catiénico
cuando una fraccién de plata se sustituye parcialmente por zinc ([Ag*"] + [Zn*?] < [Ag*]).

Actividad biocida en las pinturas de base acuosa.
La Fig. 4 muestra los porcentajes de crecimiento de A. niger para las peliculas secas

de las pinturas para mamposteria formuladas. La Fig. 5 muestra los sustratos pintados P11,
P2y P9 en cultivo de A. niger.

T

]llil_l_ll_l

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10P11P12

Superficie coloniz:

Tipo de recubrimiento

Figura 4. Crecimiento de A. niger en las peliculas de pintura.

Figura 5. lzquierda: Pintura de base acuosa con isotiazolinona como biocida en cultivo de A.
niger. Centro: Pintura con AgA en cultivo de A. niqer (600 mg.L'1 Ag”). Derecha: Pintura con AgZnA
en cultivo de A. niger (260 mg.L™" Ag*" + 200 mg.L™" Zn*?).

Los analisis microbioldgicos realizados sobre los recubrimientos formulados con
diferentes concentraciones de [Ag*'] permiten confirmar que las pinturas que contienen una
concentracion mas alta de plata muestran actividades biocidas mas altas. Para los niveles
de [Ag*"] en el recubrimiento de 600 mg.L™" (P2), se puede observar que el rendimiento fue
similar al obtenido con el biocida comercial (P11, 2000 mg.L"). La cantidad biocida
incorporada en P2 es casi suficiente para inhibir el crecimiento de A. niger (alrededor de 3 %
de area colonizada). Por otra parte, para el recubrimiento de P2, que contiene [Ag*'] = 600
mg.L", la inhibicién microbiolégica obtenida fue similar a la de P9, donde [Ag*'] + [Zn*?] eran
260 mg.L™" y 200 mg.L", respectivamente. Para P5 ([Ag*'] = 1200 mg.L") y P10 ([Ag*"] +
[Zn*?] = 520 mg.L™' y 400 mg.L™, respectivamente), no se observé el crecimiento de A. niger.
Estas concentraciones impidieron el avance de las hifas del hongo en la superficie
recubierta. Estos resultados confirman el efecto sinérgico producido por la adicion de ambos
cationes.

Por otro lado, la incorporacién de Zn*? mejora la apariencia visual de las peliculas del
revestimiento. Para las formulaciones que contienen solamente plata se observd que las
altas concentraciones de cationes de plata genera un oscurecimiento de la pelicula del
revestimiento debido a la foto-oxidacion de la plata, (Fig. 5, centro). Por consiguiente, la
adicion de zinc permite disminuir la cantidad de plata en la pelicula en un 57%,
proporcionando el mismo efecto inhibidor. En este caso, no se observaron defectos de
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coloracion; el color y el poder cubriente son similares a los obtenidos utilizando el biocida
comercial.

Es importante mencionar que el nivel incorporado en la formulacién de revestimiento
de CIT/MIT-OIT fue de 2.000 mg.L™" (MIC = 5 mg.L™" de A. niger), mientras que el nivel
recomendado para el CIT/MIT es aproximadamente 10-30 mg.L”, teniendo en cuenta su
potencial de sensibilizacion a la piel [3, 21].

CONCLUSIONES

Los cationes biocidas tales como Ag*' y Zn*? soportados en matrices zeoliticas pueden
ser una herramienta beneficiosa para el desarrollo de recubrimientos con una proteccién
eficiente frente al ataque microbiolégico. La sustitucién de una fraccion de plata por cationes
de zinc en el material zeolitico ofrece dos ventajas: en primer lugar, disefiar formulaciones
de recubrimiento acuosas con prestaciones idénticas, y un costo mas bajo que los que se
obtienen cuando se emplean sélo cationes de plata monovalentes; en segundo lugar, se
podrian mantener las propiedades estéticas. También es importante mencionar que los
materiales preparados podrian ser considerados para la sustitucion de muchos de los
biocidas organicos utilizados tradicionalmente, que de acuerdo a las regulaciones
ambientales deberian ser sustituidos por otros de baja toxicidad y alternativas
ambientalmente amigables.
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