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ESTUDIOS

BIOENSAYOS PARA LA
EVALUACIONDELA
ACTIVIDAD ALGUICIDA
DE PINTURAS

Silvia Elena Rastelli"?, Sandra Gémez de Saravia?, Marisa Viera'#

|_os organismos fototréficos, como las cia-
nobacterias y las algas, pueden vivir sobre pa-
redes exteriores pintadas de construcciones
edilicias, formando pétinas que deterioran la
pintura. Para contrarrestar estos efectos sue-
len emplearse pinturas con diferentes compo-
nentes biocidas que evitan el crecimiento de
los mismos. En nuestro laboratorio llevamos a
cabo ensayos para evaluar la actividad alguici-
da de diferentes compuestos puros, asi como
incorporados en pinturas y recubrimientos.

Obtencion de organismo target

La actividad alguicida en pinturas se evalia
mediante la prueba de biorresistencia, segun
la especificacion estandar de la Sociedad Es-
tadounidense de Pruebas y Materiales (ASTM)
D5589-97. Segun esta norma, los ensayos se
pueden llevar a cabo con cepas de coleccién
recomendadas (Fig.1) o a partir de una mues-

TCentro de Investigacidn y Desarrollo en Tecnologia
de Pinturas y Recubrimientos- CIDEPINT, (CONI-
CET-CICPBA- Fl, UNLP), 2Fac. de Cs. Naturales y Museo
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Figura 1. Fotografia tomada

con microscopio 6ptico del alga
verde unicelular Scenedesmus
vacuolatus (perteneciente a la
Clase Chlorophyta), una de las

cepas mencionadas en la norma
ASTM 5589-97.

tra ambiental. Para este Gltimo caso, se toma
una muestra de una pared pintada expuesta a
condiciones ambientales que presente signos
de colonizacién bioldgica y biodeterioro ras-
pando con bisturf estéril un drea determinada
y se coloca en un recipiente estéril (Fig.2.a).
La muestra se transporta inmediatamente al
laboratorio donde se transfiere a caldo BG11,

un medio de cultivo liquido especifico para el
crecimiento y mantenimiento de algas. En el
laboratorio, utilizando un microscopio ptico
se procede a la identificacion de los taxones
presentes en la comunidad algal, empleando
bibliografia especializada (Fig. 2.b).

Bioensayos para la evaluacion

de compuestos con potencial
actividadalguicida

La actividad alguicida de un compuesto puede
evaluarse mediante diferentes técnicas, segin
las caracteristicas del compuesto a estudiar:

i. Método de microatmdsfera: es utilizado para
compuestos volatiles, como por ejemplo acei-
tes esenciales. Para ello, a partir de un cultivo
de algas de 7 dias de crecimiento en medio
liquido BG11 con una concentracion de aprox.
105 algas ml-1, se siembran 200 ul y se extien-
den uniformemente en una caja de Petri con
agar BG11. En el centro de Ia tapa de la pla-
ca de Petri, se coloca un disco estéril de papel
de filtro de 13 mm de didmetro que se carga
con 50 pl del compuesto a ensayar en estado
puro o diluido en la concentracion deseada en
solvente adecuado, dependiendo de la solu-
bilidad del compuesto. Las cajas de Petri se
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Figura 2: a) Pared con patina bioldgica y signos de biodeterioro y toma de muestra. b) Foto de microscopio

optico de la comunidad algal identificada.

cierran de manera invertida, y se sellan con un
film termoplastico. Luego se incuban en con-
diciones de fotoperiodo controlado (16/8 h
luz/oscuridad-200 pmol.s.m-2) y 25°C durante
28 dias. Como control del crecimiento algal se
utilizan placas de Petri sin papel de filtro y con
papel de filtro humedecido con el solvente
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empleado, con el fin de descartar la inhibicion
del crecimiento de algas debido al disolvente.
Todas las pruebas se realizan por duplicado.

La actividad inhibidora de los compuestos
biocidas sobre las algas se evalta calculando
el porcentaje de cobertura en la capsula de
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Petri sembrada y se califica de 0 a 5 con la si-
guiente escala: 0- no hay crecimiento visible
evaluado microscopicamente; 1- crecimiento
no visible evaluado a simple vista, pero sf vi-
sible microscépicamente; 2- crecimiento visi-
ble a simple vista, cubriendo hasta el 25% de
la superficie sembrada; 3-crecimiento visible
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Figura 3. Método de microatmosfera, empleado para evaluar la actividad alguicida de un compuesto volatil.
Valores de crecimiento algal segun escala: a) 0: no hay crecimiento visible evaluado microscépicamente; b) y
¢) 2: crecimiento visible a simple vista, cubriendo hasta el 25% de la superficie sembrada; y d) 5: crecimiento

muy intenso.

Figura 4. Resultados de ensayos de difusion en placa: a) actividad
biocida nula, b) actividad biocida baja, c) actividad biocida alta.

a simple vista, cubriendo hasta el 50% de la
superficie sembrada; 4- crecimiento conside-
rable que cubre mas del 50% de la superficie
sembrada; 5- crecimiento muy intenso. Para
calcular el porcentaje de cobertura se puede
emplear algun software de andlisis de image-
nes como ImageJ. En la Figura 3 se muestran
algunos ejemplos de placas con diferente co-
bertura de crecimiento de la comunidad algal
en respuesta a compuestos naturales de ori-
gen vegetal ensayados en nuestro laboratorio:
carvacrol (1000mM) (Fig.3 a), carvacrol (125
mM) (Fig.3 b), isoeugenol (125 mM) (Fig.3 ¢),
acido vainillinico (puro) (Fig. 3 d).

ii. Método de difusién en placa (o Kirby-Bauer):
Es el método mas apropiado para evaluar

REC N°55 / MARZO 2024

compuestos no volatiles. En este caso, las pla-
cas de Petri con agar BG11 se siembran con el
indculo algal de la forma ya descripta para los
compuestos volatiles, pero el disco de papel
de filtro estéril es de 6 mm de didmetro y se
coloca en el centro del agar sembrado. Sobre
el disco, se coloca el compuesto de interés
en las concentraciones deseadas v las placas
sembradas se incuban bajo las mismas con-
diciones de fotoperiodo y temperatura. Lue-
go de 28 dias de incubacién, se determina la
actividad alguicida del compuesto segun el
didmetro de los halos de inhibicion, teniendo
en cuenta la siguiente escala: sin halo, activi-
dad nula; halo < 7mm actividad biocida baja;
halo entre 7'y 10 mm, actividad biocida mo-
derada y halo > 10 mm, actividad biocida alta.

En la Figura 4 pueden observarse diferentes
grados de inhibicion del crecimiento de la co-
munidad algal, en esta oportunidad los com-
puestos ensayados fueron: nanoparticulas de
plata (NPsAg) (Fig 4, a), nanohibridos de éxido
de grafeno y NPsAg (OG- NPsAg) obtenidos
por sintesis ex situ (Fig 4, b) e in situ (Fig. 4, ).
Puede verse que los nanohibridos mostraron
actividad alquicida, y que esta vari6 segun el
método de sintesis empleado.

Bioensayos para la evaluacion de la
biorresistencia de pinturas
con compuestos alguicidas

Como se menciond anteriormente, la resisten-
cia de una pintura o recubrimiento al deterioro
producido por las algas, segun lo indicado en
la norma internacional ASTM D5589-97.

Para ello, se aplican tres capas de pintura (en
diferentes sentidos) sobre papeles de filtroy se
dejan curar el tiempo necesario (seguin espe-
cificaciones de la pintura) a temperatura y hu-
medad ambiente. Luego del curado, el papel
de filtro se corta en cuadrados de 2,8 cm de
lado y se esterilizan en bajo luz UV. Los cua-
drados pintados y esterilizados se inoculan en
forma de aerosol con la cepa de coleccion re-
comendada o con la comunidad algal en una
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Figura 5. Resultados de un ensayo de biorresistencia empleando una pintura control (a) y la pintura
formulada con isoeugenol al 2% p/p (b) y carvacrol al 2% p/p (c). Los resultados indican a) Nivel de
cobertura: 4- crecimiento elevado (> 60% de cobertura); b) y ¢) Nivel de cobertura: 0- sin crecimiento

concentracién de aproximadamente 1,4 105
algas ml-1y se colocan en una placa de Petri
con agar BG11.Todas las placas se incuban en
condiciones controladas (16/8 h luz/oscuri-
dad, 25°C) durante 28 dfas. El ensayo se realiza
por duplicado.

El crecimiento algal se evalta en funcién del
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porcentaje de cobertura en el papel de filtro
segun la escala indicada en la mencionada
Norma: O- sin crecimiento; 1- trazas de creci-
miento (< 10 %); 2- crecimiento bajo (10-30
9%; 3- crecimiento moderado (30-60%); 4- cre-
cimiento elevado (> 60%). En la Figura 5 se
muestran resultados de ensayos realizados
en nuestro laboratorio, donde se evalu6 una
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formulacién de pintura en la que se incorpo-
raron compuestos naturales de origen vege-
tal como el carvacrol y el isoeugenol, ambos
al 2% p/p. El ensayo se realizé empleando la
microalga Scenedesmus vacuolatus. Se obser-
va que la incorporacion de ambas sustancias
otorgd a la formulacién empleada capacidad
alguicida.
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