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RESUMEN

La sintesis de nuevos productos con actividad antimicrobiana, amigables con el medio ambiente, aplicados a
la formulacion de recubrimientos que prevengan la formacion de biopeliculas es un tema que ha cobrado gran
relevancia en los Gltimos afios. Las biopeliculas producen cambios indeseables (biodeterioro) en las propie-
dades de los materiales como consecuencia de la actividad vital de los microorganismos. Por otro lado, afec-
tan la salud humana, al constituirse en el interior de las viviendas y disminuir la calidad del aire por contri-
buir con la formacidon de bioaerosoles. El presente trabajo tiene como objetivo la sintesis verde y la caracteri-
zacion de solidos de matriz silicea asociados con cobre y plata, como contracationes de un heteropoliacido
para su uso como aditivos antimicrobianos en pinturas. Los sélidos se obtienen a partir del método sol-gel
mediante diferentes medios cidos. La actividad antiflngica de los solidos sintetizados se evalué frente a dos
aislamientos fungicos, Alternaria alternata y Chaetomium globosum, obtenidos a partir de peliculas de pintu-
ras biodeterioradas. Se prepararon silices empleando tetraetilortosilicato y metiltrimetoxisilano como precur-
sores y catalizadores &cidos para la reaccion de hidrélisis del alcoxido. Una vez finalizada la etapa de sintesis
y caracterizacion de las silices propuestas, se evalué su actividad antifingica frente a los hongos de interés y
se determind el porcentaje de inhibicién en cada caso. De los solidos ensayados, la mayoria mostraron tener
actividad antifangica por inhibir el crecimiento de ambos hongos con las menores concentraciones en rela-
cién a su blanco, aunque los que contenian cobre y plata presentaron un mayor grado de inhibicion en todos
los casos.

Palabras clave: biodeterioro, pinturas higiénicas, silice, cobre, plata, método sol-gel, aditivos antimicrobia-
nos.

ABSTRACT

The synthesis of new environmentally friendly products with antimicrobial activity, applied to the formula-
tion of coatings that prevent biofilm formation is an issue that has become important in recent years. Biofilms
produce undesirable changes (biodeterioration) in material properties due to the vital activity of microorgan-
isms. They reduce indoor air quality by contributing to the formation of bioaerosols and therefore affect hu-
man health. This paper aims to green synthesis and characterization of solid silica matrix associated with
copper and silver, as counter cations of a heteropolyacid for use as antimicrobial additives in paints. The sol-
ids were obtained from the sol-gel method using different acidic medium. The antifungal activity of the syn-
thesized solids was evaluated against two fungal isolates, Alternaria alternata and Chaetomium globosum,
obtained from biodeteriorated paints films. Different silicas were prepared using tetraethyl orthosilicate and
methyltrimethoxysilane as precursors and acids as catalysts for the hydrolysis reaction of the alkoxide. Once
the synthesis phase and the characterization of the samples were finished, the antifungal activity against the
microorganisms selected was evaluated and the inhibition percent was determined in each case. Among the
solids tested, most showed antifungal activity, because they inhibited the fungal growth at the lower concen-
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trations compared to the sample without the solids, although the presence of copper and silver increases the
inhibition in most cases.

Keywords: biodeterioration, hygienic paints, silica, copper, silver, sol-gel method, antifungal additive.

1. INTRODUCCION

Los materiales que forman parte de las edificaciones urbanas (ladrillos, mamposteria, maderas, pinturas etc.)
son susceptibles a la colonizacion microbiol6gica mayormente por parte de hongos, bacterias y algas [1,2].
La constituciéon de complejas comunidades de microorganismos (biopeliculas) altera las caracteristicas super-
ficiales de los materiales pero, también, facilitan su deterioro en forma mas profunda [3-5]. La biodegrada-
cién de los sustratos comienza con la liberacion por parte de los microorganismos de productos que reaccio-
nan quimicamente con estos, muchas veces rompiendo estructuras complejas para generar moléculas simples,
gue pueden atravesar las membranas celulares y ser aprovechados por los microorganismos [3]. Ademas, las
biopeliculas afectan la calidad del aire en el interior de las viviendas al contribuir con la formacion de bio-
aerosoles [6]. Por esta razon la Organizacion Mundial de la Salud aconseja eliminar o minimizar el creci-
miento microbiolégico en las viviendas dado que es un peligro para la salud humana [7].

Para prevenir la colonizacién de los materiales por parte de los microorganismos se utilizan general-
mente recubrimientos especiales. Entre los sistemas protectores, las pinturas son de los mas utilizados y con-
tienen uno o mas aditivos antimicrobianos (biocidas) incorporados en bajas concentraciones en las formula-
ciones [8]. Entre los microorganismos que colonizan las paredes pintadas, los hongos son considerados los
mas deteriorantes y los mas abundantes en las biopeliculas, en especial, en Latinoamérica [1,2]. El uso de
pinturas especiales que contengan agentes antimicrobianos es una herramienta importante para la prevencién
del biodeterioro. En lo que respecta a los agentes antimicrobianos la tendencia actual es buscar reemplazos a
los tradicionales (isotiazolonas, benzoisotiazolonas, cloraminas, cloruros de alquilo o arilo, piritiona de cinc,
etc.) por otros de menor toxicidad [9]. La preocupacion por el impacto ambiental de nuevos materiales se
extiende también al proceso de obtencién de los mismos. En tal sentido, la sintesis verde presenta una opcion
importante al abordar la tematica en forma integral buscando minimizar o eliminar los efectos adversos en un
proceso de sintesis [10].

Existen materiales que pueden ser modificados con el objetivo de prevenir o impedir por simple con-
tacto el asentamiento de los microorganismos, un ejemplo lo constituyen las silices bioactivas [11]. Las mo-
dificaciones pueden estar relacionadas con la estructura, propiedades superficiales y/o la disponibilidad de
algln agente activo [12]. En tal sentido, las silices bioactivas resultan una linea de investigacién promisoria
por su obtencion mediante sintesis verde por el método sol-gel, por permitir modificaciones estructurales y la
posibilidad de adicionar agentes con actividad antimicrobiana para su aplicacién en diversos materiales, entre
los que se encuentra, la formulacién de recubrimientos [13,14].

Teniendo en cuenta lo expresado, el presente trabajo se propone la obtencién y caracterizacién de so-
lidos de base silicea de distinta estructura utilizando el método sol-gel con diferentes precursores, un hetero-
poliacido como catalizador y sales de cobre y plata, como agentes bioactivos. La evaluacion de la actividad
antifungica se realiz6 utilizando el método de inhibicion en placa con distintas concentraciones frente a los
hongos A. alternata y C. globosum [15,16]. Los hongos utilizados fueron seleccionados por su capacidad de
crecer y deteriorar distintos materiales, en especial peliculas de pintura, ademas del efecto negativo que tie-
nen sobre la salud humana [17]. Los hongos del género Alternaria son capaces de producir una variedad de
compuestos entre los que se encuentran las micotoxinas que son téxicas para los mamiferos y las aves [17], y
en el caso de Chaetomium son conocidos por producir compuestos celuloliticos que originan la degradacion,
especialmente, de las pinturas de base acuosa que contienen espesantes celulésicos [18].

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sintesis de silice por el método sol-gel

Las silices se sintetizaron a través del método sol-gel caracterizado por ser relativamente rapido y facil de
llevar a cabo. Esta clase de métodos son cominmente llamados “one shot”, se identifican por realizarse en un
solo paso y utilizar un Unico recipiente. El proceso sol-gel generalmente involucra un precursor alcoxido
M(OR),, donde R es un grupo alquilo (CyHax+1), ¥ la hidrolisis y condensacion de estos precursores conduce a
la formacidn de una red de silice, a través de las siguientes reacciones [19]:

Si-OR + H,0 ——> Si-OH + ROH (hidrdlisis)

Si-OH + RO-Si —> Si-O-Si + ROH (condensacion)
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Los precursores utilizados fueron: Tetraetilortosilicato (TEOS, Aldrich 98%) y Metiltrimetoxisilano
(MTMS, Aldrich 95%), con la finalidad de obtener distintas estructuras en los geles siliceos. Como cataliza-
dor de la reaccidn de hidrélisis se utilizé acido acético glacial (Anedra) y un heteropoliacido comercial, el
acido fosfomolibdico H3PMo,,0,4, (HPA, Fluka); como solvente se utilizdé etanol absoluto (Carlo Erba) y
como agentes bioactivos nitrato de cobre (Sigma-Aldrich purum) y acetato de plata (Sigma-Aldrich 99,99%).

En las sintesis con acido acético como catalizador (muestras ST y SM), la relacién molar de los reac-
tivos utilizados fue 1:1,17:5:3,73 (precursor: catalizador: solvente: agua), respectivamente. Las cantidades
utilizadas de cada componente fueron establecidas a partir de ensayos previos del grupo de trabajo. En las
restantes muestras, preparadas utilizando el heteropoliacido como catalizador, el mismo fue agregado con el
objetivo de obtener una concentracion final en el s6lido de 11% (p/p) segun trabajo en bibliografia [20] y el
nitrato de cobre ((NOs),Cu) y acetato de plata (CH;COOAGg) fueron incorporados en las sintesis en cantidad
necesaria para ocupar la mitad de los sitios acidos del HPA (H; sCu; s 6 H; sAg; s respectivamente).

El método consiste en colocar en un vaso de precipitado una porcién de solvente y el catalizador co-
rrespondiente, luego se incorpora el precursor y, finalmente, el agregado de la cantidad restante de etanol. En
las muestras sintetizadas con heteropolidcido y la sal de cobre o plata, dichas sustancias sélidas fueron adi-
cionadas disueltas en la segunda porcion de etanol. Finalmente, se lleva a cabo la adicidn lenta de H,0.

Los s6lidos obtenidos fueron denominados segun el precursor, el heteropolidcido y el metal utilizados
en la sintesis: ST (TEOS), ST-H (TEOS/HPA), ST-HCu (TEOS/HPA/Cu), ST-HAg (TEOS/HPA/Ag), SM
(MTMS), SM-H (MTMS/HPA), SM-HCu (MTMS/HPA/Cu) y SM-HAg (MTMS/HPA/AgQ).

En todos los casos se obtuvieron aproximadamente 10 g de silice. Como los alcoxidos, en general, y el
utilizado en particular se hidrolizan facilmente con la sola presencia de trazas de agua, se trabajo todo el
tiempo con atmdsfera de N,, a temperatura ambiente, dentro de una campana y asi evitar la humedad ambien-
te. También, para evitar ese problema, se utilizé un solvente anhidro, como etanol absoluto (99,99%). Una
vez que se ha finalizado la sintesis, el gel formado se agita por 2 h y luego se deja 5 a 7 dias en la campana
para la evaporacién del solvente. Finalmente, se obtiene un cristal de silice denominado vidrio, que poste-
riormente, se muele para obtener un tamafio uniforme de macroparticula.

2.2 Caracterizacion de las muestras sintetizadas

Se realiz6 la caracterizacion de las muestras mediante las siguientes técnicas: Absorcion-Desorcién de N,
(Sger), Titulacién Potenciométrica con n-butilamina, Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), fotografias
digitales y Difraccion de Rayos X (DRX).

Las propiedades texturales, como el &rea superficial de los sélidos (Sget), se determinaron mediante
un equipo Micromeritics Accusorb 2100, utilizando N, como gas adsorbible.

La estimacion de las propiedades acidas de los materiales se realiz6 por medio de titulacién potencio-
métrica con n-butilamina. Se llevd a cabo en un equipo Metrohm 794 Basic Titrino con un electrodo de doble
junta. Se agregaron 0,025 ml/min de solucién de n-butilamina en acetonitrilo (0,025 N) a una cantidad cono-
cida (0,025 g) del solido de interés previamente suspendido en acetonitrilo (45,0 ml), agitando por un periodo
de 2 h.

Los diagramas de rayos X (DRX) se realizaron con un equipo Philips modelo PW-1390 (control de
canal) y PW-1394 (control de motor) con registrador grafico de barrido incorporado. Se usé radiaciéon Cu Ka
(a=1,5417 A), filtro de niquel, 20 mA y 40 kV en la fuente de alta tension, dngulo de barrido (20) compren-
dido entre 5° y 60°, velocidad de barrido de 2° por minuto y amplitud de la escala vertical 2000 cuentas por
segundo.

Se realizo Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) para la obtencion de micrografias de los solidos,
empleando un equipo Philips Modelo 505, a un potencial de trabajo de 15 kV, soportando las muestras sobre
grafito y metalizandolas con oro. Las imagenes se obtuvieron con un adquisidor ADDAII, con Soft Imaging
System.

2.3 Actividad antifungica

Los hongos, A. alternata y C. globosum, aislados previamente a partir de sustratos biodeteriorados [15], fue-
ron utilizados como bioindicadores para determinar la actividad antifingica de las silices con el HPA como
blanco y con HPA/cobre y HPA/ plata.

Se realizaron subcultivos de los aislamientos mencionados, en placas de Petri. La composicion del
medio de cultivo (MC) utilizado fue: 1,5 g agar, 1 g dextrosa, 0,5 g proteasa peptona, 0,1 g KH,PQ,, 0,05 g
MgS0O,.7H,0 y agua destilada. Las placas fueron incubadas en estufa a 28 °C.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de los sélidos

En la Figura 1 se observan fotografias digitales de los distintos sélidos sintetizados una vez secos. A simple
vista, se puede visualizar el cambio de coloracidn que sufren las muestras cuando el heteropoliacido es incor-
porado en la sintesis en comparacion con las muestras ST y SM (Figuras 1a y 1e, respectivamente) donde se
utiliz6 acido acético como catalizador.

Figura 1: Fotografias digitales de las muestras sintetizadas: (a) ST (TEOS), (b) ST-H (TEOS/HPA), (c) ST-
HCu (TEOS/HPA/Cu), (d) ST-HAg (TEOS/HPA/AgQ), () SM (MTMS), (f) SM-H (MTMS/HPA), (g) SM-
HCu (MTMS/HPA/Cu), (h) SM-HAg (MTMS/HPA/AQ).

En cuanto a la estimacion de las propiedades acidas de los materiales, se determinaron los potenciales
de cada uno de los s6lidos obtenidos (Tabla 1). EI método utilizado se basa en la diferencia de potencial del
electrodo (E) el cual es determinado, principalmente, por el ambiente &cido alrededor de la membrana del
mismo, por lo tanto, el potencial del electrodo medido es un indicador de las propiedades acidas de la disper-
sion de particulas solidas. Para interpretar los resultados, el potencial de electrodo (EI) indica la fuerza cida
méaxima de los sitios superficiales y los valores (meg/g sélido), donde se alcanza el plateau, indica el namero
total de sitios acidos. La fuerza &cida de los sitios superficiales puede clasificarse de acuerdo a los siguientes
rangos: sitio muy fuerte, EI> 100 mV; sitio fuerte, 0 < EI < 100 mV; sitio débil, -100 < El< 0 mV; y sitio
muy débil, El< -100 mV [21]. En tal sentido presentaron una mayor acidez los sélidos cuyo precursor fue el
MTMS y se observo en general un descenso de la misma al agregar ambos metales.

Tabla 1: Propiedades superficiales y acidez inicial de las muestras

MUESTRA  Sger VOLUMEN DE TAMARNO El
(m?g) PORO DE PORO (mV)
(cm®/g) A
ST-H 227 0,1 19,4 464
SM-H - - - 781
ST-HCu 527 0,2 18,6 275
SM-HCu - - - 260
ST-HAg 316 - 29,8 99
SM-HAg - - - 134

Las propiedades texturales se presentan en la Tabla 1. Los sdlidos cuyo precursor era el MTMS pre-
sentaron la textura de una goma y los valores de Sget, volumen y tamafio de poro fueron bajos y estuvieron
dentro del error experimental por lo que no son reportados. Estos resultados se correlacionan con datos bi-
bliogréficos que muestran que el uso de MTMS como precursor en lugar de TEOS imparte propiedades tex-
turales diferentes en las silices obtenidas, menor tamafio de poro, menor nidmero de grupos silanol en superfi-
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cie y mayor hidrofobicidad [22,23]. En las muestras con TEQS, la superficie especifica Sger aumenta al
agregar la sal de cobre o plata, esto se deberia al efecto estérico, al aumentar el radio del compuesto incluido.

La microscopia electronica de barrido se utilizé para el estudio de la topografia superficial de los es-
pecimenes solidos, permitiendo una detallada observacion de morfologias, tamafios de particulas (en la escala
micro y submicrométrica), y hasta la localizacion diferencial de distintas fases o componentes del espécimen
en estudio. A continuacion se presentan las micrografias de las muestras sintetizadas con los diferentes pre-
cursores (Figura 2). En su mayoria son similares en morfologia ya que se trata de silice modificada en todos
los casos. Se puede observar que las silices obtenidas con TEOS conservan la morfologia laminar caracteris-
tica de la silice amorfa, mientras que con MTMS como precursor de sintesis se observa la presencia de aglo-
meraciones y esto se condice con su baja superficie especifica, Figuras 2b, 2d y 2f.

Figura 2: Micrografias SEM de las muestras (a) ST-H, (b) SM-H, (c) ST-HCu, (d) SM-HCu, (e) ST-HAg y
(f) SM-HAg (Magnificacion 1000x).
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Figura 3: Diagramas de Difraccion de Rayos X de las muestras sintetizadas con TEOS como precursor.

Los diagramas de difraccién de rayos X (DRX) corresponden a materiales con morfologia de tipo
amorfa. El pico ubicado alrededor de 23° 26 es la difraccion tipica de este tipo de silice. En las silices obteni-
das con TEOS como precursor se observa la aparicion de sefiales caracteristicas de los compuestos con es-
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tructura Keggin, en los intervalos comprendidos entre 6,5-10° 20, cuando se realiza la incorporacion del
mismo a la silice (Figura 3).

3.2 Actividad antifangica

Los diametros promedios de cada cultivo de A. alternata y C. globosum frente a los s6lidos ensayados, se
muestran en las Figura 4.

En el caso de las muestras con Ag se decidio ensayar una concentracion menor (0,01 mg/ml) en com-
paracion con las muestras que contenian Cu, esto debido a que se esperaba una mayor actividad antimicro-
biana de las que contenian Ag segun datos bibliograficos [24,25]. En la Figura 4 se destaca, principalmente,
la diferencia en el diametro de crecimiento flngico de las muestras con Cu y Ag, respecto de los solidos sin
ellos, siendo mayor la inhibicién observada en las muestras con Ag a menor concentracion (0,10 mg/ml) res-
pecto de las que contenian Cu, cuando el precursor era TEOS. Cabe remarcar que la muestra SM-HAg no
pudo ser incluida en el ensayo descripto previamente por ser un sélido de extrema dureza (muy dificil de mo-
ler). A partir de las mediciones efectuadas de los diametros de crecimiento de cada cultivo frente a los agen-
tes evaluados se determinaron los % de inhibicién con respecto a cada concentracion ensayada, segun la
ecuacion (1):

I= [(C-E)/C] x100 1)

donde: C corresponde a los didmetros promedio de crecimiento radial de cada hongo en las placas de control
y E en las placas con los productos evaluados.

10
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Figura 4: Didmetro promedio de los cultivos de A. alternata (a) y C. globosum (b), frente a distintas concen-
traciones de Cu y Ag (barras de color rojo, negro, azul y verde) con los respectivos controles.

Los resultados de % de inhibicién obtenidos, presentados en la Tabla 2, muestran que las silices sin
contenido metalico inhibieron por si solas el crecimiento de ambos hongos, destacandose la actividad presen-
tada por ST-H. Esto podria deberse a la elevada acidez de los sdlidos (determinada por las medidas de poten-
cial (Tabla 1), lo cual se ve potenciado en el caso de ST-H por una mayor superficie expuesta.

Tabla 2: Porcentaje de inhibicidn de los cultivos de A. alternata (A. a) y C. globosum (C. g) en placa.

CONCENTRACION (mg/ml) RESPECTO AL CONTENIDO DE Cu y Ag

. 0,01 0,1 0,5 1,0

Sélidos

A.a C.g A.a C.g A a C.g A a C.g
ST-H 5% 0% 19%  19% 76% 100% 100%  100%
SM-H 7% 0% 8% 6% 35% 32% 43% 73%
ST-HCu - - 24%  32% 79% 100% 100%  100%
SM-HCu - - 20% 33% 68% 100% 100%  100%
ST-HAg 19% 0% 77% 50% 78% 100% - -
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En general, las silices modificadas con Cu y Ag mostraron una mayor actividad antifingica y, espe-
cialmente, se destacan SM-HCu y ST-HAg en relacién a sus respectivos blancos, frente a ambos hongos. La
silice ST-HCu no mostr6é un aumento significativo en el porcentaje de inhibicion respecto a su blanco a dife-
rencia de lo que ocurre entre SM-H y SM-HCu. Esto podria deberse a que el sélido de origen SM-H presento
una mayor acidez segun las medidas de potencial realizadas (EI, Tabla 1) junto con una superficie especifica
baja, a diferencia de lo mostrado por ST-H lo cual conduciria, al agregar la sal de Cu, a una distribucion del
agente activo distinto y mas eficiente para la inhibicién flngica.

Por otro lado, la mayor actividad del s6lido ST-HAg, en relacion al de la misma base silicea que con-
tiene Cu, puede deberse a que la Ag, en sus distintas formas, resulta mas activa que el Cu frente a diversas
especies de microorganismos [25, 26].

Dentro del rango de concentraciones ensayadas, la concentracion inhibitoria minima (CIM) representa
la minima concentracién del agente activo en estudio que produjo una inhibicion total del crecimiento fungi-
co. En general, en el caso de A. alternata, la CIM fue de 1,0 mg/ml y cuando el hongo ensayado fue C. glo-
bosum (Figura 5), result6 de 0,5 mg/ml.

Figura 5: Cultivos de A. alternata (CIM, 1,0 mg/ml): a) SM-H (blanco), b) SM-HCu y c) Control. Cultivos
de C. globosum (CIM, 0,5 mg/ml): d) SM-H (blanco), ) SM-HCu y f) Control.

En la Figura 5 se muestran algunos de los registros fotograficos obtenidos de las placas con los culti-
vos de A. alternata y C. globosum que contenian los sélidos, de base SM-H en estudio, con la minima con-
centracién de Cu con la que se registré un mayor grado de inhibicién al crecimiento fangico en relacién a los
respectivos controles.

4. CONCLUSION

Fue posible la sintesis, caracterizacién y evaluacién de la actividad antifungica de los sélidos de matriz sili-
cea obtenidos. Los s6lidos obtenidos mediante los precursores, tetraetilortosilicato y metiltrimetoxisilano
mostraron diferencias en su estructura y propiedades.

La actividad antiflngica de los solidos obtenidos se determind mediante el ensayo de inhibicidn en
placa frente a dos hongos de interés (A. alternata y C. globosum), y se determind el porcentaje de inhibicion
en cada caso. Se pudo observar cierta correlacion entre los resultados de bioactividad obtenidos y las diferen-
cias en las propiedades de las distintas silices sintetizadas. En tal sentido, se destaca que ambas silices sin
contenido metalico inhibieron por si solas el crecimiento fingico destacandose la actividad presentada por
ST-H en los ensayos en placa. Los s6lidos SM-HCu y ST-HAg mostraron tener una mayor actividad antifin-
gica por inhibir en mayor grado el crecimiento del micelio dentro del rango de concentraciones ensayadas en
relacion a sus respectivos blancos. En especial, se destaca la silice SM-H dado que la adicién de Cu aument6
en forma significativa el grado de inhibicidn frente a ambas especies flngicas.

Por lo tanto, la metodologia aplicada logrd, en forma preliminar, orientar la seleccién de un biocida
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ecoldgico adecuado a partir de una lista de posible agentes antifingicos. Una adecuada seleccion del solido
activo y su concentracion permite obtener silices que podrian emplearse como aditivos en pinturas para la
prevencion de la colonizacidn y crecimiento por parte de microorganismos.
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