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RESUMEN

Las microalgas pueden formar biopeliculas sobre diferente tipo de construcciones,
afectandolas estéticamente al provocar su deterioro superficial. En este trabajo se
evalud el efecto alguicida de diferentes tratamientos superficiales para prevenir la
formacién de biopeliculas fototréficas. Las superficies fueron tratadas utilizando
solucién de base acuosa s6lo con tensioactivos (papeta) y adicionada con timol al
1% y al 2%. El efecto alguicida se evalu6 sobre papel de filtro y probetas de
hormigén. Las muestras se rociaron con una suspension de =4.10° algas mL™.
Posteriormente, fueron incubadas bajo condiciones controladas de fotoperiodo y
temperatura (16:8 h de luz:oscuridad, 25°C) durante 28 dias. Todos los
tratamientos empleados inhibieron el crecimiento algal tanto en los ensayos de
papel de filtro como en las probetas de hormigdn. Los tratamientos con timol fueron
los més eficientes. Estos tratamientos superficiales serian potencialmente (tiles
para realizar limpiezas que impidan la formacion de biopeliculas fototréficas sobre
edificaciones histéricas.
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INTRODUCCION

La mayoria de las construcciones del patrimonio arquitecténico esta en riesgo, no sélo
por los dafios causados por el paso del tiempo y la exposicion a distintas condiciones
ambientales, sino también por las alteraciones producidas por la colonizacion
microbiana(bacterias heterétrofas, cianobacterias, algas y hongos) sobre la superficie.

Los microorganismos se consideran agentes potenciales del biodeterioro [1] del
patrimonio cultural, ya que sobre las paredes de muchos monumentos y obras de arte
desarrollan biopeliculas, que se definen como comunidades estructuradas de
microorganismos protegidos por una matriz de exopolisacaridos [2, 3]. La colonizacion de
las paredes por microorganismos se puede observar incluso poco tiempo después de
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finalizada la construccion de un edificio [4]. La estética de la fachada suele verse alterada
por la aparicion de manchas de diferentes colores (verdes, rojas o negras), y el impacto
visual generado por el cambio de color esté relacionado a la cercania de la observacion
realizada en la inspeccion visual [5]. Las observaciones microscépicas han demostrado
gue estas manchas antiestéticas estan vinculadas principalmente con el desarrollo de
microalgas en la superficie [6]. Por lo tanto, la limpieza es un importante recurso para la
conservacion de edificios y estructuras de piedra. Tradicionalmente, el control del
biodeterioro se basa en la aplicaciéon de productos quimicos (biocidas). Sin embargo,
estos productos tienen limitaciones debido a sus impactos negativos en el medio
ambiente, salud humana y sustratos tratados. Aunque bien establecida en ciencias
agricolas, la busqueda de alternativas ecolégicas, como el uso de productos naturales de
origen vegetal, en el area del biodeterioro de materiales ain es escasa [7]. Por este
motivo, en este trabajo se utilizé timol, un compuesto fendélico que puede encontrarse en
aceites esenciales aislados de hierbas y especias y que exhibe propiedades
antibacterianas y antifangicas [8-10].

MATERIALES Y METODOS
Ensayos bioldgicos

Las muestras de las comunidades microalgales fueron obtenidas de biopeliculas de un
monumento de importancia patrimonial ubicado en el cementerio municipal de la Ciudad
de La Plata, Prov. de Buenos Aires (Figuras 1 A y B). Se colectaron 4 muestras de
biopeliculas con la ayuda de bisturies estériles, raspando suavemente la superficie
(Figura 1 C) [11]. Las muestras se colocaron en cajas de Petri estériles y fueron selladas
con papel parafilm para su transporte al laboratorio. Cada muestra se sembrdé en un
frasco con 50 mL de medio BG-11 liquido [12] (Figura 1 D) y se incubaron a 25+1°C con
fotoperiodo de 16:8 h (luz:oscuridad), hasta que se observé crecimiento (Figura 1 E).

Figura 1: Recoleccion de biopelicula. A: Monumento seleccionado. B: Paredes del
monumento donde se aprecia el cambio de coloracion de la superficie (circulos). C: Toma
de muestra mediante raspado. D: Siembra de muestras en medio BG11 liquido. E:
Crecimiento algal luego de 28 dias de incubacion.
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Tratamientos superficiales

Las superficies fueron tratadas utilizando “papeta” (solucién de base acuosa compuesta
por bicarbonato de amonio 0,38 M; bicarbonato de sodio 0,6 M; EDTA sal bisodica 0,085
M; 20-PolioxietilensorbitanoMonolauratoPolisorbato, 1% y carboximetilcelulosa 6 %
disueltos en agua destilada) [13] s6lo con tensioactivos (PS) y adicionada con timol al
1% (T1%) y al 2% (T2%). En trabajos previos hemos observado la eficiencia de la
“papeta” como método de limpieza [14]. El timol” se encuentra entre los compuestos
incluidos como aditivos alimentarios para el consumo humano aceptado por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA). Se lo considera
como parte de las sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS). La
Oficina de Programas de Plaguicidas de EE. UU. establece que el timol tiene una
toxicidad potencial minima y presenta un riesgo minimo, ya que se encuentra clasificado
como Grado lll. Esta decisién se basé en los resultados de estudios de laboratorio en
animales que indican la baja toxicidad del timol, la presencia de timol en la dieta humana
normal, en otros productos de consumo no pesticidas y en la extensa historia de uso de
timol sin efectos adversos conocidos para la salud humana o el medio ambiente, lo
posiciona como un compuesto seguro para el tratamiento y la prevencion del biodeterioro
de materiales [15-17].

El efecto alguicida de la “papeta” sola y con timol se evalu6 sobre cuadrados de papel de
filtro (2,5 cm de lado) y probetas cilindricas de hormigon producto de desecho (5 cm de
diametro y 5,5 cm de alto). ElI acondicionamiento de la superficie consisti6 en la
aplicacion, con pincel, de tres capas del tratamiento a evaluar sobre el papel de filtro y
sobre las probetas de hormigdén, una en sentido vertical, una en sentido horizontal y otra
en sentido oblicuo, dejando secar entre cada aplicacion. Las muestras asi tratadas se
dejaron secar durante 7 dias, se esterilizaron con luz UV (30 min) y posteriormente, se
inocularon en forma de rociado con una solucién de la comunidad de algas en una
concentracion de =4.10° algas mL™®. Se colocaron tres papeles de filtro por cada
tratamiento en capsulas de Petri con agar BG11 [12]. Las probetas de hormigén se
colocaron en frascos de vidrio y se cerraron con papel film. Todos los tratamientos fueron
realizados por duplicado, un set de muestras sin tratamiento fue utilizado como control
del crecimiento algal. Todas las muestras se incubaron bajo condiciones controladas de
fotoperiodo y temperatura (16:8 h de luz:oscuridad, 25%1°C) durante 28 dias,
registrandose semanalmente resultados parciales de los ensayos. Las muestras se
observaron bajo microscopio optico (MO) (Olympus BX51), microscopio electrénico de
barrido (MEB) y barrido ambiental (MEBA) (FEI Quanta 200).

RESULTADOS y DISCUSION
Tratamiento superficial en el papel

Inicialmente, se prob6 el efecto de los tratamientos sobre el papel de filtro. En las
muestras control de papel se observé crecimiento de la comunidad algal en un 100 % de
la superficie inoculada (Figuras 2 A y B). Las muestras cuya superficies fueron tratadas
con PS mostraron pequefos focos de crecimiento algal (Figuras 2 C y D). Las muestras
cuyas superficies fueron tratadas con T1% y T2% mostraron una muy marcada inhibicién
del crecimiento algal (Figuras 2 E-H).

* En nuestro pais no se encuentra incluido en libro sobre Quimicos prohibidos y restringidos en
Argentina, editado por el Ministerio de Salud de la Nacion, 2013. ISBN 978-950-38-0159-8.
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Figura 2: Fotomicrografias de los tratamientos superficiales en papel. A: Superficie de
papel sin tratamiento que muestra estar totalmente colonizada por algas (MO), al igual
gue en B (MEB). C: Superficie de papel tratada con PS, muestra pequefios focos de
colonizacion algal (MO) al igual que en D (flechas blancas, MEB). E: Superficie tratada
con T1%, se observa inhibicion del crecimiento (MO) al igual que en F (MEB). G:
Superficie tratadas con T2% se observa inhibicién del crecimiento (MO) al igual que en H
(MEB).

Tratamiento superficial en el hormigon

En la Figura 3 se muestran las superficies de las probetas de hormigdn observadas en el
MEBA. En las probetas cuyas superficies no recibieron ningun tratamiento se observo el
crecimiento de la comunidad algal inoculada (Figuras 3 Ay B). Respecto de lo observado
sobre los papeles de filtro, en las probetas cuyas superficies se trataron con PS también
se detectd crecimiento algal (Figuras 3 C y D). En cambio, las probetas cuyas superficies
fueron tratadas con T1% y T2% mostraron muy marcada inhibicién del crecimiento algal
(Figuras 3 E-H), indicando una buena efectividad biocida del timol.

Figura 3: Fotomicrografias de MEBA de los tratamientos superficiales en probetas de
hormigoén. A: Superficie sin tratar colonizada por algas. B: Detalle de la fotomicrografia A,
se observan microorganismos (sefialados con flechas blancas). C: Superficie de las
probetas tratadas con PS, se observa el crecimiento de microalgas. D: Detalle de la
microfotografia C, se destaca la presencia de crecimiento de microalgas sefialados con
flechas blancas. E: Superficie de las probetas de hormigén tratadas con T1%. F: Detalle
de microfotografia E, no se observa crecimiento algal. G: Superficie de las probetas de
hormigon tratadas con T2%. H: detalle de la microfotografia G, no se observa crecimiento
algal.
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La presencia de biopeliculas fototroficas es comun en materiales de construccion
expuestos acondiciones de elevada humedad e iluminacion. La porosidad, rugosidad y
composicion mineral del material, son caracteristicas que también influyen en la
formacion de estas biopeliculas [18]. La rugosidad aumenta la adherencia, la retencion vy,
por lo tanto, el crecimiento de microorganismos. La porosidad alta promueve la retencion
de agua después de cualquier forma de humidificacion. Finalmente, la composicion
mineral del material de la superficie juega un papel importante en la bioreceptividad, ya
gue puede favorecer la colonizacion, proporcionando una fuente de nutrientes (calcita y
silice componentes del sustrato cementiceo), evitando la colonizacion debido, por
ejemplo, a su alto valor de pH (pH de materiales cementiceos antes de su carbonatacion)
o0 a la presencia de iones metalicos [19, 20]. El tratamiento de las superficies de hormigén
con la papeta adicionada con timol 1 % logré inhibir completamente el crecimiento de la
biopelicula fototréfica. La actividad biocida del timol es atribuida principalmente a la
accion de su estructura fendlica. Este compuesto actia sobre la membrana
citoplasmatica produciendo su desorganizacién estructural, lo que conduce a una falla en
la permeabilidad celular [21]. Las sustancias utilizadas durante mucho tiempo como
antisépticos naturales, como los aceites esenciales o los derivados de plantas, tienen un
poder de conservacion natural para los alimentos y se utilizan también en el campo del
tratamiento y prevencion del biodeterioro, sus dosis de aplicacion son mas seguras en
comparacion con muchos biocidas quimicos tradicionales [22,23]. Uno de los
componentes de estos aceites esenciales derivados de plantas es el timol que forma
parte naturalmente de frutas citricas y hierbas usadas como condimentos, también se
encuentra entre los compuestos incluidos como aditivos alimentarios para el consumo
humano [24-26]. Recientemente, Bruno et al. [27] evaluaron la eficacia de dos aceites
esenciales de diferentes herbaceas que contienen timol, que fueron utilizados para inhibir
el desarrollo en tres cepas de microorganismos que comunmente forman biopeliculas.

CONCLUSIONES

Los tratamientos superficiales propuestos, la solucién de base acuosa con tensioactivos
solamente o adicionada con timol al 1 % o con timol al 2 %, cumplen con uno de los
principios de la intervencién en la conservacion del patrimonio que es la reversibilidad, ya
gue todos sus componentes son solubles en agua y por ende facilmente removibles. Los
resultados demostraron que los tratamientos que tuvieron timol (1 % y 2 %) fueron mas
eficientes para inhibir el desarrollo de las biopeliculas fotosintéticas sobre las superficies
tratadas que la solucién de base acuosa con tensioactivos.

En virtud de los resultados obtenidos, estos tratamientos serian de gran utilidad para
prevenir la formacion de biopeliculas fotosintéticas en edificios de importancia
arquitecténica o patrimonial fabricados con hormigén, independientemente de las
propiedades de dicho material.
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