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RESUMEN

El crecimiento de microorganismos fototroficos que forman biopeliculas sobre paredes exteriores
pintadas de edificios puede causar decoloracion y deterioro fisicoquimico del sustrato. Las
Cyanophyta (algas verde-azules) y Chlorphyta (algas verdes) son los organismos fototroficos mas
abundantes que colonizan fachadas donde la humedad esta presente. Producen manchas verdes,
rojas y negras, dependiendo de las especies colonizadoras, que a su vez alteran la estética llegando
al deterioro de la pintura. Una vez que estos organismos se establecen formando una biopelicula,
contribuyen al establecimiento de otros organismos tales como liquenes, bridfitos y plantas
vasculares. El objetivo de este trabajo fue: a) identificar los taxones de organismos fototréficos que
forman biopeliculas sobre paredes pintadas de construcciones urbanas, y b) ensayar el efecto
antialgas de productos naturales para ser incorporados en pinturas. Se tomaron muestras de paredes
pintadas con signos de deterioro estético. Las biopeliculas se desprendieron con bisturi estéril, y se
colocaron en solucién salina estéril para su traslado al laboratorio. Las biopeliculas se cultivaron en
caldo BG11 y agar BG11 bajo condiciones de luz, humedad y temperatura controladas: 16/8
(luz/oscuridad), atmdsfera saturada de humedad y 25°C. Los organismos fototréficos se identificaron
taxonémicamente mediante el uso de microscopio 6ptico y bibliografia adecuada, las caracteristicas
de la biopelicula se observaron y analizaron con microscopio electronico de barrido. El efecto
antialgas se evalué mediante la técnica de micro-atmdsfera utilizando diferentes concentraciones de
eugenol, guayacol, anisol y timol, compuestos de origen natural de reconocida accién antimicrobiana.
Si bien estos compuestos son de origen vegetal, también se los puede obtener por sintesis quimica y
son productos comercialmente disponibles en el mercado. A través de las observaciones en
microscopio Optico se determind la presencia de una biopelicula mixta, constituida por algas
unicelulares, coloniales y algas filamentosas pertenecientes a las divisiones Cyanophyta, Chlorophyta
y Streptophyta. El desarrollo de estas biopeliculas afectd negativamente a la estética de la pared
produciendo patinas de color verdoso debido a la naturaleza de los organismos involucrados y a las
condiciones ambientales. En cuanto a los compuestos ensayados se obtuvieron resultados positivos
de inhibicion de crecimiento de los organismos fototréficos con timol en todas las concentraciones
empleadas, con guayacol en una concentracion de 10y 100 umoles.cm'2 y eugenol 100 ymoles.cm’
2 |os cuales seran empleados en la formulacién de pinturas de exterior.
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INTRODUCCION

La formacion de biopeliculas requiere la presencia de un sustrato y son pocos los
sustratos que no se ven afectados por las mismas, ocupando los biofiims subaéreos la
mayor parte de la superficie terrestre [1]. Las biopeliculas provocan no solo un dafio estético
derivado de la presencia de pigmentos bioldgicos [2], sino también problemas de
biodeterioro. El desarrollo de biopeliculas degrada activamente los materiales al producir
condiciones acidas/alcalinas, retener humedad y absorber el calor de forma diferencial [3]
por lo que su desarrollo resulta especialmente dafino al producirse, por ejemplo, sobre
superficies valiosas desde el punto de vista artistico e histérico [4]. Los colonizadores
primarios de los sustratos son microorganismos fotétrofos como cianobacterias y algas que
solo necesitan agua y una minima cantidad de sales para asentarse y poder desarrollar
biopeliculas sobre el sustrato [5,6]. La presencia de estos colonizadores pioneros da paso a
la formacion evolutiva de consorcios mas complejos al permitir el asentamiento de otras
especies de microorganismos entre los que se incluyen bacterias, hongos y protozoos.
Cianobacterias y hongos constituyen la principal biomasa componente de las biopeliculas
formadas sobre edificios en América Latina [7]. Las cianobacterias son procariotas
fotosintéticos que pueden presentar forma filamentosa o cocoide, son particularmente
resistentes a la desecacion y a elevados niveles de luz ultravioleta [8,9]. La resistencia a la
luz UV esta asociada con la produccién de pigmentos protectivos que son los que causan
deterioro estético de las superficies de edificios. Esto les confiere ventaja con respecto a
otros microorganismos en la colonizacién de superficies expuestas. Los organismos
fotétrofos forman patinas coloreadas de gran extensién de color rojizas, verdosas y
amarillentas [10]. Uno de los principales métodos de control del crecimiento algal es el uso
de pinturas que contengan quimicos con funcion biocida [11]. Biocidas que son 6ptimos para
el control de hongos, pueden no serlos para las algas [12]. Los compuestos de amonio
cuaternario son los mas utilizados por su eficacia contra las algas verdes [13]. Si bien es
conocido el efecto de los productos naturales obtenidos de plantas (extractos naturales y
aceites esenciales) de baja o nula toxicidad para el ambiente, sobre bacterias y hongos [14-
16]; poco se conoce su empleo como alguicidas. Por tal motivo son de suma importancia los
estudios en esta area, con el fin de poder realizar formulacién de pinturas con productos
quimicos ecocompatibles que sean de amplio espectro, efectivos sobre algas. El objetivo de
este trabajo fue: a) identificar los taxones de organismos fototréficos que forman biopeliculas
sobre las paredes pintadas de construcciones urbanas, y b) ensayar el efecto antialgas de
productos organicos naturales para ser incorporados en pinturas.

MATERIALES Y METODOLOGIA
Muestreo

Para la obtencion de las muestras se desprendieron pequefios trozos de pintura de la
superficie de una pared con signos de deterioro (Figura 1). El material se colecté con bisturi

y pinzas estériles y se coloco en solucion fisioldgica estéril para su mantenimiento y traslado
al laboratorio.
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Figura 1. Aspecto general de la pared donde fue tomada la muestra de la biopelicula fototréfica.
Determinaciéon taxonémica de las algas y caracterizacion de la biopelicula

En el laboratorio, uno de los trozos de pintura colectado se raspd con bisturi estéril.
Una parte del producto raspado se emple6 para la determinacion taxonémica de las algas
presentes utilizando microscopio 6ptico (MO) (Arcano) y bibliografia especifica [17-19]. Otra
parte del producto se transfirié a medio de cultivo liquido (caldo BG11) y soélido (agar BG11)
[20] para el mantenimiento, crecimiento y posterior utilizacion de los organismos fototréficos
como indculo en los ensayos de actividad biocida.

Con la finalidad de caracterizar la biopelicula fototréfica, otro de los trozos de pintura
se fij6 en glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato salino (PBS) y se metalizé con Au para su
posterior observacion en el microscopio electrénico de barrido (MEB) (FEI, Quanta 200).

Evaluacién de la actividad antialgas.

La actividad antialgas de los compuestos puros se ensayé por el método de micro-
atmosfera. Esta técnica consiste en colocar un disco de papel de filtro con el compuesto a
ensayar en el centro de la tapa de la capsula de Petri con medio sdlido en la que se ha
inoculado el microorganismo a ensayar. Las placas se incuban en posicion invertida, el
compuesto se evapora en la atmésfera de la capsula y la fase volatil puede ejercer su efecto
inhibidor sobre los microorganismos inoculados [21]

En la Tabla 1 se describen algunas propiedades de los cuatro compuestos puros
utilizados durante los ensayos de micro-atmoésfera. Los mismos se evaluaron en funcion de
la concentracién. Dada la insolubilidad en agua de estos compuestos, se diluyeron en
dimetil-sulfoxido (DMSO).

En cada placa de Petri con agar BG11 se inocularon uniformemente 200 yL del
cultivo de algas previamente crecido durante 7 dias (= 1,2 x 10° algas.ml™"). Sobre la tapa
superior de la placa se coloco el disco de papel de filtro estéril (13mm ). Cada disco se
sembrd con 50 pL de los distintos compuestos evaluandose las siguientes concentraciones:
1,25; 2,50; 5,0; 10,0 y 100 pmoles.cm'z. La placa de Petri se invirtié y se coloco en la tapa
superior que contiene el papel de filtro. Las placas se incubaron en condiciones controladas
de fotoperiodo (16/8 hs luz/oscuridad), atmésfera saturada de humedad y 25°C, durante 28
dias, registrandose resultados parciales semanalmente. Se realizaron placas de control de
crecimiento sin papel de filtro asi como también con papel de filtro humedecido con DMSO
para descartar cualquier inhibicion del crecimiento algal debida a este solvente. Todos los
ensayos se hicieron por duplicado.
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Tabla 1. Compuestos organicos utilizados en los ensayos de micro-atmdsfera.

Compuesto Formula y estructura Detalles de interés
quimica
CH30CgH5 _CHy Liquido incoloro, con un olor similar a las semillas de
Anisol O anis. Muchos de sus derivados se encuentran en
S fragancias naturales y artificiales.
l\/
CsH4(OH)(OCHa) Aceite aromatico amarillento derivado principalmente
OCH; del guayaco (Guaiacum officinale). Precursor de
Guayacol OH diversos saborizantes (eugenol, vainillina). Sus
derivados se usan con fines medicinales como
expectorante, antiséptico, y anestésico local.
C1oH120, Derivado del guayacol con una cadena alil sustituda.
Liquido oleoso de color amarillo palido extraido de
Eugenol /O:©/v/ aceites esenciales, como el clavo de olor, nuez
moscada, canela, laurel, albahaca y poleo. Se utiliza
HO en odontologia como cemento dental. Sus derivados
son usados en perfumeria y saborizantes,
analgésicos, biocidas, insecticidas, antisépticos, y en
estabilizantes y antioxidantes de plasticos y hules.
C1oH140 CHs Sustancia cristalina incolora, con un olor
caracteristico. Esta presente en la naturaleza en
Timol aceites esenciales del tomillo (Thymus vulgaris) o del

OH

H3C CHs

orégano
principalmente por su
fungicida.

(Origanum majorana). Se caracteriza
poder desinfectante y

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién taxondmica de las algas y caracterizaciéon de la biopelicula

Al MO pudo observarse que la biopelicula estaba constituida principalmente por
microorganismos fototroficos de diversos géneros, aunque también se observaron en menor
grado amebas e hifas de hongos. En la Tabla 2 se detallan los taxa de las algas presentes
en la biopelicula y en la Figura 2 se observan fotografias de los taxa mas frecuentes.

Tabla 2. Taxa determinados en la biopelicula y su frecuencia estimada.

Divisién Orden Taxa Frecuencia
Chroococcales Xenococcaceae spp. Predominante
Croococuus aff. varius Frecuente
Aphanocapsa sp. Frecuente
Aphanothece sp Comun
Cyanophyta Rhabdogloea sp Comun
Pseudocapsa aff. dubia Frecuente
Oscillatoriales  Leptolyngbya aff. compacta Escasa
Chlorophyta Chlorococcum sp. Frecuente
Streptophyta Klebsormidium aff. fluitans Predominante
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Figura 2. Fotografias de MO. A la derecha se observa una imagen representativa de la biopelicula
muestreada; las flechas sefialan tres de las algas predominantes, cuyos detalles se observan a la
izquierda: 1) Xenococcaceae spp; 2) Chlorococcum sp; 3) Klebsormidium aff. fluitans.

Las observaciones de MEB (Figura 3) permitieron corroborar la presencia de las
microalgas embebidas en abundante sustancias poliméricas extracelulares constituyendo
una biopelicula heterogénea y continua.

C) : e P —u d) TR

Figura 3: Imagenes de MEB. a) y b) micrografias del aspecto general de la biopelicula sobre la
pintura, c) y d) detalles de las microalgas cocoides y filamentosas respectivamente.
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Evaluaciéon de la actividad antialgas

En la Tabla 3 se resumen los resultados obtenidos de los ensayos de micro-
atmosfera realizados para evaluar el efecto inhibidor del crecimiento de los cuatro
compuestos puros sobre el crecimiento algal.

Tabla 3. Resultados obtenidos de los ensayos de micro-atmdsfera.
Compuesto / Crecimiento algal
concentracion 7 dias 28 dias
Blanco ++ [ ++ +++ [ +++

DMSO ++ [ ++ +++ [ +++

Anisol ++ [ ++ +++ [ +++

5,0 pmoles.cm™
+++ [ +++

100 ymoles.cm™

Guayacol

5,0 pmoles.cm™

10,0 pmoles.cm™

100 ymoles.cm™

Eugenol

5,0 pmoles.cm™

10,0 ymoles.cm™

100 ymoles.cm™
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Timol *

Todas las
concentraciones

k-_/’ X\—-‘/

* Dado que todos los resultados de crecimiento son negativos solo se muestran fotos de la menor
concentracion ensayada (1,25 pmoles.cm'z).

Diversos trabajos citan al timol como un compuesto con efecto inhibitorio y/o biocida
sobre un amplio espectro de bacterias, sobre liquenes, hongos, larvas de insectos y acaros
[22,23]. En concordancia con estos estudios el timol resulté ser el mas efectivo en todas la
concentraciones evaluadas (100, 5, 2,50 y 1,25 ymoles.cm™) ejerciendo una inhibicién total
del crecimiento algal. El guayacol ejercié un efecto inhibidor en concentraciones de 10 y 100
umoles.cm™. Con eugenol se obtuvo una inhibicion total del crecimiento de las algas en una
concentraciéon de 100 pmoles.cm? Este, es un compuesto de amplio espectro
antimicrobiano (principalmente contra bacterias gram-positivas) [24] y antifungico [25].
Diversos autores han encontrado cambios en la forma y estructura de las esporas de
hongos y cambios en forma, tamafio y color de las algas expuestas a diferentes compuestos
quimicos incluido el eugenol [11,26]. Si bien nuestros resultados indican una disminucién del
crecimiento algal en la concentracion de 10 pmoles.cm? de este compuesto no se
observaron cambios en la morfologia de las algas ensayadas. En cuanto al anisol se
describen resultados variables, es un compuesto que presenta baja o nula actividad
antibacteriana [27] pero de una alta efectividad funguicida [25]. En el caso de las algas, el
anisol no presenté efecto inhibidor en ninguna de las concentraciones evaluadas (Tabla 3).

Podria concluirse, en funcion de los resultados obtenidos que guayacol, eugenol y
timol son compuestos promisorios, con efecto biocida, a tener en cuenta en la formulacién
de pinturas de exterior con el fin de evitar su deterioro como consecuencia de la formacion
de biopeliculas.
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