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RESUMEN: Uno de los desafios ambientales en la actualidad es el control microbiolégico en ambientes cerrados. Por lo
tanto, es de vital importancia contribuir en la prevencion y/o limitacion de la proliferaciéon microbioldgica. En tal sentido es
fundamental la evaluacién de nuevos agentes antimicrobianos que puedan ser aplicados en diversas areas de desarrollo
de materiales de construccion y de recubrimientos protectores. Los esfuerzos globales de reducir desechos peligrosos y

los procesos limpios se estan integrando tanto en ciencia como en la industria.

En esta investigacion se trabajara con residuos de semillas de girasol funcionalizadas con 3-aminopropiltrietoxisilano,
como soporte de aditivos, a los que se les agregara un compuesto de Mo y K, que actuara como antimicrobiano, en
pinturas higiénicas. El sélido proveniente de las semillas de girasol sera funcionalizado mediante reacciones entre
organosilanos y los grupos superficiales del sélido mencionado. La caracterizacion de los soélidos se realizar4d mediante

SEM-EDS, DRX, FT-IR, propiedades texturales, titulacion potenciométrica, entre otras.

Estos solidos fueron evaluados microbiolégicamente frente a hongos y bacterias de interés, dando resultados promisorios

para los noveles aditivos ecoldgicos para ser utilizados en una siguiente etapa en la formulacion de pinturas higiénicas.

MICROBIOLOGICAL PREVENTION USING SYNTHESIS OF NEW MATERIALS AS FUNCTIONALIZED HETEROPOLY-
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OXOMETALATES VIA GREEN CHEMISTRY.

ABSTRACT: At the present time one of the environmental challenges is the microbiological control in the indoor
environment. Therefore, it is of vital importance contribute to avoid and/or minimize the microbiological growth in the
indoor environments. In such sense the evaluation of new antimicrobial agents is fundamental and can be applied in
diverse areas of development of protective coating and construction materials. The global efforts to reduce to dangerous

remainders and technologically clean are being integrated as in science as in the industry.

In this investigation will work with remainders of seeds of sunflower functionalized with 3-aminopropyltriethoxysilane, as
support of additives, to a compound of Mo and K, that will act as antimicrobial, to be used in hygienic paintings. The
originating solid of the sunflower seeds will be functionalized by means of reactions between organosilanes and the
superficial groups of the mentioned solid. The characterization of synthesized solids will be made by means of SEM-EDS,

DRX, FT-IR, textural properties, potentiometric titration, among others.

These solids were microbiologically evaluated in front of fungi and bacteria, having given promissory results for novels

ecological additives in hygienic paints

INTRODUCCION

El control del crecimiento de microorganismos, tales como bacterias y
hongos, en la naturaleza es una de los conceptos fundamentales para la
supervivencia de las especies superiores [1]. Los materiales que forman
parte de las edificaciones como piedras, ladrillos, maderas entre otros,
carecen por completo de defensa contra el crecimiento microbiano. Asi, los
microorganismos unidos a cualquier superficie artificial en un ambiente

hiimedo pueden sobrevivir, proliferar y formar complejas comunidades

denominadas biopeliculas [2,3]. Las biopeliculas consisten en una matriz
de polisacaridos con células embebidas, las cuales son hasta 1.000 veces
menos susceptibles a la mayoria de antibiéticos y otros agentes
antimicrobianos [4]. La proliferacién microbiolégica contribuye, ademas,
con la formacién de bioaerosoles al diseminarse parcial o totalmente por
el aire [1,5]. La exposicion a estos bioaerosoles se vincula con infecciones
patogénicas y, ademds, con una serie de afecciones que comprenden

irritaciéon de las membranas mucosas (ojos, nariz y garganta), dolor de
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cabezay fatiga [6, 7].

Por otro lado, se debe tener en cuenta la intoxicacion por ciertos productos
fangicos como son las micotoxinas, algunas conocidas por ser
cancerigenas que provienen de hongos que generalmente pueden
encontrarse en los interiores de edificios [5]. Una forma de controlar la
formacién de biopeliculas es mediante la limpieza periddica utilizando
desinfectantes, tales como el hipoclorito y peréxido de hidrégeno [8].

En la dltima década, a causa de los inconvenientes mencionados
anteriormente, se ha estudiado el uso y formulacion de pinturas higiénicas.
Estas, también llamadas pinturas antimicrobianas, tienen como principal
objetivo inhibir la colonizacién y posterior crecimiento microbiolégico
mediante la incorporacién de agentes activos llamados biocidas [9, 10]. La
tendencia actual es sustituir los biocidas tradicionales como isotiazolonas,
benzoisotiazolonas, cloraminas, cloruros de alquilo o arilo, piritiona de
cinc, por otros mas amigables con el medio ambiente [11]. Para ello
utilizamos los Principios de la Quimica Verde o Quimica Sustentable con el
fin de minimizar la contaminacién y desarrollar nuevos métodos menos
agresivos con el medio ambiente.

Una forma de contribuir a la Quimica Verde es reutilizar los desechos de
materias primas como son las cenizas de semillas de girasol para producir
nuevos materiales.

En la ultima campafia 2012/2013, la Argentina integro el selecto lote de
los cuatros principales paises productores de semilla de girasol, con una
produccién, aproximadamente, de 3.100.000 toneladas. Nuestro pais,
produce cerca del 9% del total mundial, y se encuentra ubicado en el
cuarto lugar. La mayor parte de la produccion nacional esta destinada a la
industrializacién para la obtencién de aceite y harina de girasol, tanto para
exportacién como para su uso en el mercado doméstico [12]. Los
principales macro nutrientes de la semilla de girasol son lipidos, hidratos
de carbono y proteinas; en la cascara existe un alto contenido de lignina y
celulosa-hemicelulosa [13]. Para la produccién del aceite, las semillas se
descascaran mecdnicamente. Las cdscaras constituyen un residuo agro-
industrial abundante que se ha comercializado para propoésitos especiales
como fabricaciéon de lefia para el hogar, y otros productos altos en fibras,
pero estos mercados son limitados. También, se ha intentado usar las
cascaras como material de forraje para rumiantes como vacas y ovejas,
pero su alto contenido de lignina no lo hace apto como alimento animal.
Ademas, se ha probado soterrar las cdscaras en el suelo, pero esta practica
es insegura para la sanidad de los campos ya que éstas contienen
Sclerotinia sclerotium, un hongo patégeno para las plantas. Por lo tanto, la
mayoria de las veces las cascaras se queman en las plantas de
procesamiento [13].

En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de las cenizas de
cascaras de semillas de girasol funcionalizadas con diferentes
concentraciones de 3-aminopropiltrietoxisilano (APS) y, posteriormente,

impregnadas con el polioxometalato tipo Lindgvist [V, Mo,0 ]K, (KMo),

para su uso como agentes antimicrobianos o biocidas en pinturas
higiénicas. La funcionalizacién con APS permite injertar grupos amino
generando un sistema quimicamente afin con matrices poliméricas tipo
poliamidas [14] o sistemas de intercambio idnico [15].En este caso
queremos aumentar la capacidad de atraer el compuesto tipo Lindqvist a

través de los electrones del grupo amino que posee este compuesto.
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Ademads, se caracterizaron las muestras a través de técnicas como
Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR), Titulacién
potenciométrica con n-butilamina, Microscopia Electrénica de Barrido

(SEM-EDS), Difraccién de rayos X (DRX) y propiedades estructurales.

METODOLOGIA
i) Lavado de cenizas de cascara de semillas de girasol
En este trabajo se usé como sdélido a funcionalizar y como soporte de la

fase tipo Lindqvist, [V,Mo,0, ]K,, ceniza de cascaras de girasol (CG). Estas

fueron lavadas con agua caliente para eliminar los restos de polvo (por
ejemplo, tierra), que pudiesen venir mezclados.

if) Funcionalizacion de las CG lavadas

El método utilizado para la funcionalizacién de las CG puras (ya lavadas),
consisti6 en  agregarle diferentes  concentraciones de = 3-
aminopropiltrietoxisilano (APS). El sélido obtenido se sec6 a 100 °C,
durante 2 h, obteniendo las siguientes concentraciones finales: 0,5% (p/p),
1,5% (p/p), y 3,0% (p/p) de APS, respectivamente.

iii) Sintesis del compuesto tipo Lindqvist, [V,Mo,0 1K,

Para la obtencién del compuesto se utilizaron diferentes reactivos: 3,63g

M003, 50ml de una solucién 0,5M K(OH), 5,86g NH4V03, 12,5ml de una

solucion 2M HCl y 9,82g acetato de K, respectivamente. La mezcla se agitd
a 50 °C, obteniéndose una solucién anaranjada, que se filtr6 en caliente. La
solucién obtenida se colocé en un cristalizador para la formacién de los
cristales de la fase, en adelante denominada KMo.

iv) Impregnacion de los sélidos CG funcionalizados con APS

Las muestras fueron sintetizadas de la siguiente forma (Tabla 1): a 1 g de

soporte (CG-0,5APS, CG-1,5APS, CG-3,0APS), se lo contact6é con 4 ml de

solucién del [V,Mo,O ]K, durante 24 h, para que en el sdlido

funcionalizado la cantidad fuese de 5 % (p/p) de K. Luego, se dejo
evaporar el solvente (6,4 10°M).

Tabla 1- Nomenclatura utilizada para las muestras a partir de sus reactivos, siendo la

masa inicial de 1g puro de CG.

Muestra Funcionalizante Fase KMo
APS
(% (p/P)) (%(p/P)K)

CG
CG-0,5APS 0,5
CG-1,5APS 1,5
CG-3,0APS 3
CG-0,5APS-KMo 0,5 5
CG-1,5APS-KMo 1,5 5
CG-3,0APS-KMo 3 5

v)Caracterizacion de las muestras sintetizadas
Se realizé la caracterizacién de las muestras mediante las siguientes

técnicas: Absorcién-Desorcién de N, para determinacién de propiedades

texturales, Titulacion Potenciométrica con n-butilamina, Microscopia

Electréonica de barrido (SEM-EDS), Difracciéon de Rayos X (DRX) y
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Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR). Las

propiedades texturales, como el area superficial de los sélidos (S, ), se

BET:

determinaron mediante un equipo Micromeritics Accusorb 2100,
utilizando N, como gas adsorbible. La estimacién de las propiedades

acidas de los materiales se realizé por medio de titulaciéon potenciométrica
con n-butilamina. Se llevé a cabo en un medidor de pH/mV/°C basado en
un microprocesador Hanna Instruments pH 211, mediante un electrodo de
pH combinado. Se calibré con soluciones tampones de pH 7,01 y 4,01. Se
agregaron 0,025 ml/min de solucién de n-butilamina en acetonitrilo (0,05
N) a una cantidad conocida (0,05 g) del sdlido de interés previamente
suspendido en acetonitrilo (90 ml) y agitado por un periodo de 3 h. Los
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 radiacién Cu Ka (a=1,5417 A), filtro de niquel, 20 mA
y 40 KV en la fuente de alta tensién, angulo de barrido (26) comprendido
entre 5° y 60°, velocidad de barrido de 2°/minuto y amplitud de la escala
vertical 2000 cuentas/segundo. Se realiz6 SEM-EDS para la obtencién de
micrografias de los sélidos, empleando un equipo Philips Modelo 505, a un
potencial de trabajo de 15 KV, soportando las muestras sobre grafito y
metalizdndolas con oro. Las imagenes se obtuvieron con un adquisidor
ADDAII, con Softlmaging System.

Los espectros fueron obtenidos empleando un equipo FT-IR Bruker IFS 66
y pastillas de la muestra en BrK. Las medidas se realizaron en un rango
comprendido entre 400 y 4000 cm™.

vi) Actividad antifingica

Se evalud la actividad antifingica de los s6lidos mediante una variacién del
ensayo de difusién en agar o técnica de Kirby y Bauer denominado “cut-
plug” [16, 17]. La evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante este
tipo de procedimiento se basa en poner en contacto el sdlido evaluado con
la superficie inoculada con los microorganismos de interés [18]. El agente
estudiado difunde radialmente formando un gradiente de concentracion.
Al término del periodo de incubacién los sélidos aparecen rodeados por
una zona de inhibicién. En cada caso, se mide el didmetro de la zona de
inhibicion, el cual se relaciona con una mayor o menor susceptibilidad de
los microorganismos utilizados para el ensayo frente al agente en estudio.
Los hongos Alternaria alternata, Chaetomium globosum, Penicillium sp. y
Aspergillus fumigatus, aislados previamente a partir de sustratos pintados
biodeteriorados, fueron utilizados como bioindicadores para determinar la
actividad antifiingica de las cenizas de semillas de girasol con APS y APS-
KMo. Se realizaron subcultivos de los aislamientos mencionados en placas
de Petri. La composicién del medio de cultivo agarizado (MCA) utilizado

fue: 1,5 g agar, 1 g dextrosa, 0,5 g proteasa peptona, 0,1 g KH,PO,, 0,05 g
MgS0,.7H,0 y agua destilada. Las placas fueron incubadas en estufa a 25

°C entre 15-25 dias dependiendo de la especie utilizada. Los hongos
mencionados fueron utilizados en este trabajo, no sélo por su capacidad de
crecer sobre peliculas de pinturas y deteriorarlas, sino también por los
efectos negativos que producen sobre la salud humana [19, 20]. A partir de
los subcultivos realizados se obtuvieron los indculos mediante la remocién
de las esporas con la ayuda de un ansa y 5 ml de solucién 0,85% (p/v) de
NaCl y 0,005% (p/v) de Tween 20. La concentracién de esporas (0,3-0,5

10° esporas/ml), en los indculos, fue ajustada mediante una cadmara de
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Neubauer. Se prepararon placas con MCA inoculados con 200 pl de la
suspension de esporas. Luego se realizaron hoyos de 7 mm de didmetro,
donde se introdujeron 20 mg de cada uno de los sélidos evaluados (CG con
APS y APS-KMo), y sus respectivos controles (CG y sin ningtn sdélido). El
procedimiento fue realizado por triplicado para cada sélido. Finalmente,
las placas fueron incubadas por 48 h, a 25 °C. Al concluir el ensayo se
realizé una observacién minuciosa de las placas y, en caso de haberlo, se
midieron los halos de inhibicién producidos por cada sélido y se toméd
registro fotografico del mismo. Se considerd si hubo o no crecimiento
sobre el sélido y el grado de inhibicién alrededor de éste. Por lo tanto,
didmetros mayores a 7 mm indican una mayor sensibilidad del
microorganismo frente al producto probado. En tal sentido se tuvo en
cuenta si la inhibicién era total (sin crecimiento de micelio), o habia una
disminuciéon en el crecimiento miceliar alrededor de los sdlidos
estudiados.

vii) Actividad antibacteriana

Las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus fueron utilizadas
como bioindicadores de la actividad antibacteriana de las CG con APS y
APS-KMo con los controles correspondientes. Se realizaron subcultivos en
tubos pico de flauta que contenian medio de cultivo agarizado para
bacterias (MCAB). La composiciéon del medio de cultivo usado fue: 0,1 g
extracto levadura, 0,1 g proteasa peptona, 0,1 g almidon, 0,1 g dextrosa, 0,1
g casamino, 0,05 g 4cido pirtvico, 0,06 g KH,PO,, 0,01 g MgSO, y 1,5 g agar
para 100 ml de solucién. Los tubos fueron incubados por 24 h, en estufa a
37 °C. La actividad antibacteriana de los sé6lidos se evalué por el mismo
método detallado previamente, “cut-plug”. A partir de cultivos de 24 h, se
obtuvieron suspensiones con solucion fisiolégica ajustando la turbidez a
0,5 de la escala Mc Farland (1,5.10%Ufc/ml). Luego se realiz6 una dilucién
para obtener una suspension bacteriana de 1,5.10°. Se prepararon placas
con MCAB inoculados con 500 pl de la suspensién bacteriana. Luego se
procedié a realizar tres hoyos donde se agregdé 20 mg de cada sélido
estudiado con los respectivos controles. Las placas fueron incubadas por
24 h,a 37 °C. Al terminar el ensayo se midieron los halos de inhibicién y se

registré mediante fotografias digitales los resultados obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Caracterizacion de los sdlidos sintetizados

De acuerdo a lo observado en la Figura 1, los cambios en los espectros de
FT-IR de las muestras de CG funcionalizadas no son notorios pudiendo
deberse esto a dos factores: la poca cantidad de APS para la
funcionalizacién del sélido CG o al posible solapamiento de los grupos
provenientes del APS con los de las cenizas.

En la Figura 2, a modo de ejemplo,se comparan los sélidos CG-3,0APS
(rojo), CG-3,0APS-KMo (azul), y la fase KMo (negra). Las bandas de un

anion Lindqvist, [V,Mo,0 ]K,, son similares a las de un anién Keggin, pero

en el anion [V2M04019]4'la distribucidn de los potenciales electrostaticos

para su protonacién, o en este caso el reemplazo por cationes K*, es
necesario dotar al oxigeno de una basicidad mayor para que éste entre en
consonancia con la escala de basicidad de este tipo de compuestos. En
estos se observa una visible variacién en la banda cercana a los 1500 cm™,

lo que podria ser atribuible a los grupos que contienen Mo y V, en la fase
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KMo.Para los tres sélidos impregnados con diferentes cantidades de APS

se observa lo mismo.
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Figura 1. FT-IR de las muestras:CG pura, CG-0,5APS, CG-1,5APS y CG-3,0APS.
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Figura 2. Espectros FT-IR de las muestras CG -3,0APS, CG-3,0APS-KMo y KMo.

Siguiendo con la caracterizacion de los sélidos obtenidos, se determiné la
acidez de los mismos. Como criterio para interpretar los resultados
obtenidos sobre acidez superficial por titulaciéon potenciométrica con n-
butilamina de los materiales sintetizados se sugiere que el potencial inicial
del electrodo (mV) indica la maxima fuerza acida de los sitios superficiales
y el rango de meq base/g sélido hasta que se alcanza un plateau indica el
numero total de sitios acidos que presenta el sélido titulado. La fuerza de
los sitios 4cidos puede clasificarse segin la escala propuesta por Pecchi
[21]: E > 100 mV (sitios muy fuertes); 0 < E < 100 mV (sitios fuertes); -100
<E <0 mbV (sitios débiles) y E <-100 mV (sitios muy débiles).

A continuacién en la Tabla 2 se presentan los valores de E (mV), luego se
encuentran las curvas potenciométricas de todas las muestras sintetizadas
y, finalmente, el analisis de los resultados obtenidos.

Es importante destacar que las cenizas de la cascara de girasol lavadas con
agua dan un valor E de -165,6 mV. El alto contenido de especies con grupos
hidrofobos se hace evidente en la titulacién potenciométrica con n-

butilamina, atin en un solvente con las caracteristicas del acetonitrilo.
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Tabla 2- Valores del E inicial de cada una de las curvas potenciométricas de los

sélidos
Muestra E inicial

(mV)
CG pura -165,6
CG-0,5APS 59,6
CG-1,5APS 93,4
CG-3,0APS 85,4
CG-0,5APS-KMo -96,1
CG-1,5APS-KMo -70,5
CG-3,0APS-EMo -23
KMo 134,1

Cuando las cenizas son funcionalizadas con APS los valores de E, para cada
contenido del funcionalizante, son 59,6 mV para 0,5; 93,4 mV para 1,5y,
85,4 para 3,0. Lo interesante de las muestras impregnadas es que en todos
los casos el valor de E disminuye bruscamente en forma contraria a lo que
podria pensarse cuando se impregna con la fase KMo, que presenta un E
de 134,1 mV. Es decir, que lo esperable es el aumento de la acidez en los
casos de las muestras impregnadas, aunque los valores se acercan al 0 (en
mV), cuando aumenta la cantidad de APS, los E aumentan pero no llegan a
ser positivos. Este comportamiento pude deberse a que en el caso de las
muestras con APS solo, el grupo amino posee electrones que interaccionan
con diferentes grupos organicos de la superficie de las cenizas en el medio
funcionalizante, aumentando la acidez de las muestras. Pero cuando son
impregnadas en medio acuoso con la fase KMo, el APS podria difundir
sobre la superficie de las cenizas y hacer que la interaccién del KMo sea en
forma irregular entre el grupo amino del APS y diferentes grupos
superficiales de las cenizas.Este comportamiento lleva a que todas las
muestras muestren una alta basicidad, propiedad predominante de las fase

tipo Lindgvist, en este caso [V,Mo,0, K. Esta propiedad de los sélidos

sintetizados es central en el comportamiento que luego presentaran como
inhibidores microbianos de hongos y bacterias.

En relacién a la caracterizacion con la técnica SEM-EDS, en la Figura 3 se
muestran mayoritariamente los cristales de la fase tipo Lindqvist, alli se
observan algunas formas de agujas con diferentes formas, que podrian ser

fases intermedias que se formaron durante la sintesis de la misma.

L ki
Figura 3. Micrografia SEM de la muestra KMo.
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En la Figura 4 se presentan las siguientes muestras:(a) CG, (b) CG-0,5APS,
(c) CG-1,5APS y (d) CG-3,0APS, respectivamente, y se observa que la
diferencia en relacién a la ceniza (CG) es que las CG funcionalizadas
presentan como pequefias gotas de agua que se rompieron, lo que podria
deberse a las caracteristicas organicas del APS sobre el sélido. En la Figura
4(a), la ceniza de las cascaras de girasol lavadas con agua (CG), presentan
una granulometria menor en su mayoria a los 2 mm de didmetro,
observandose un polvo quasi-uniforme. Es interesante no perder de vista
que cuando se aumentan las magnificaciones, en el caso de la muestra que
contiene la mayor cantidad de APS (CG-3,0APS), una formacién de esferas
es visualizada, la que podria ser la base de las cenizas cuando se

funcionaliza e interaccionan con otros grupos organicos.

@)

Figura 4. SEM de las muestras: (a) CG, (b) CG-0,5APS, (c) CG-1,5APS y (d) CG-3,0APS.

Esta morfologia se mantiene cuando la muestra es impregnada con la fase

KMo, al comparar las micrografias (b) y (c) (Figura 5).

0000 CWAPRNY

Figura 5. Micrografia SEM de la muestra CG-3,0APS-KMo a diferentes magnificaciones

A continuacion (Figura 6) se presenta el mapeo de la muestra CG-3,0APS-
KMo, donde vemos los dos elementos fundamentales del compuesto tipo
Lindqvist, el O y el K, comparados con la micrografia de la misma muestra.
Se observa una distribucion homogénea del elemento K en toda la

muestra, lo que es indicativo de una buena distribuciéon durante la
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impregnacion.

O 10 pm

Figura 6. Mapeo de la muestra CG-3,0APS-KMo.

En la Figura 7 se observa el espectro de la muestra CG-3,0APS-KMo. Al
realizar un andlisis semi-cuantitativo podemos observar que, ademas, de
Mo y V, existen en proporciones importantes numerosos cationes como
Mg, Al, Ti, Fe y otros elementos que acompafian a los mismos en los
compuestos que intervienen en el andlisis como lo son el APS y la
superficie de las cenizas de ciscara de girasol. Por ello encontramos para
el primero Si y C, fundamentalmente, que también estan presentes en el
soporte junto al P y al Ca.Para hacer evidente la presencia de algunos
cationes, como el Ca se realizé un mapeo (Figura 8) para realizar un

comparativo entre ellos.

Full scale counts: 3956 CG 3.0 KMo 1600(1) Cursor: 5450 keV
12 Counts
4000 ~
3000 -

2]
o
~—f
@
w4
H

keV

Figura 7. Espectro de EDS de la muestra CG-3,0APS-KMo

Y se puede concluir, que la baja acidez, o alta basicidad que presentan las
muestras, se debe en parte a la presencia de estos cationes en superficie,
en contacto con el APS y en los poros del sélido, las cenizas.

Con relacién a la técnica de Rayos X, se observa la presencia de la fase KMo
de acuerdo a la sefial en 28,2 2 theta. Las cenizas de girasol tienen una
seflal caracteristica a 30 2 theta (no se muestra el difractograma).

En la Tabla 3 se presenta un resumen de los valores de las propiedades

texturales de las muestras sintetizadas.
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Figura 8. Mapeo de cationes encontrados en la muestra CG-3,0APS-KMo.

Tabla 3- Propiedades texturales de los sélidos sintetizados.

Resumen de Tesis — Quimica - Investigacion Joven Vol 1 (2) (2014)

funcionalizante aumenta, el area disminuye. Y esto podria considerarse
suponiendo que el APS comienza a cubrir mayormente la superficie de las
cenizas, hasta obtener una valor de 7,3 m?/g para la muestra CG-3,0APS.
Lo interesante es que cuando se realiza la impregnacién las areas
superficiales tienen el mismo valor, cercano a 30 m?/g, en los tres casos.
Esto podria deberse a la difusién y movilidad del APS sobre la superficie
de las cenizas cuando se pone en contacto con el agua, aumentando la
superficie de contacto entre el soporte y el APS. Ademas, de acuerdo a las
micrografias existen bocas de poros de las cenizas que pueden incorporar
ala fase KMo en el interior del sélido. Cabe destacar que el drea tan baja en
todas las muestras sera un escollo en el momento de poner en contacto
estos solidos con el medio de cultivo para medir la actividad

antimicrobiana de los s6lidos sintetizados.

Actividad antifiingica

En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos a partir del ensayo de
difusiébn en agar con los solidos ensayados y los controles
correspondientes. El criterio establecido de que didmetros mayores a 7
mm tienen mayor sensibilidad se debe a que el hoyo es de ese tamafio. Por
lo tanto, cuando el medio de cultivo inoculado difunde sobre el sélido, si
este tiene actividad antifingica impide el crecimiento observindose un
halo mas claro. Se debe tener en cuenta que los halos de inhibicién que no
tienen asterisco indican que en la zona referida no se observé crecimiento
de micelio y los que presentan asterisco (*) refieren a un menor desarrollo
del micelio. Se pudo observar actividad antifiingica en los cultivos de
Chaetomium globosum(Figura 9) y Aspergillus fumigatus (Figura 10),
mostrando el primero una mayor susceptibilidad frente al sélido CG-
3,0APS-KMo dado que present6 un halo de inhibicién total sin crecimiento
de micelio. Cabe destacar que de entre las especies utilizadas para la
realizacién del ensayo Chaetomium globosum es la que requiere mayor
contenido acuoso para que sus esporas germinen y su micelio pueda

desarrollarse [22].

Tabla 4. Evaluacién de la actividad antifiingica mediante el ensayo de difusién en agar

Muestra Sger | Volumen| Volumen de | Tamario
de poros| microporos | deporo

(m?/g)| (cm3/g) (cm3/g) (A)

CG 12,5 0,0 0,0 133,06

CG-0,5APS | 13,2 0,0 0,0 1246

CG-1,5APS 9.2 0,0 0,0 163,2

CG-3,0APS 7.3 0,0 0,0 1537

CG-0,5APS-| 295 0,0 0,0 71,3

KMo

CG-1,5APS-| 299 0,0 0,0 76,7

KMo

CG-3,04P5-| 30,2 0,0 0,0 70,1

KMo

KMo 1,1 - - 136,0

Es muy dificil poder sacar conclusiones en relacién a las 4&reas
superficiales cuando son tan bajas y algunas estdn dentro del error
experimental del equipo, por ejemplo, la del compuesto de Lindqvist.
Entonces suponemos que esta fase cubre el soporte, y aumenta el area de
las muestras que contienen KMo, como se ilustra en la Tabla 3. Si tomamos
como referencia las cenizas de las cascaras de girasol que tienen un area

de 12,5 m?/g, podemos decir que a medida que la cantidad de

K. lgal et al. / Inv. Jov. 1 (2) (2014) 33-41

Diametro de halo de inhibicion (mm)
después de 48 h?

Alternaria | Choetomium Penicillium Aspergillus
Muestras alternata globosum sp. fumigatus
Control - - - --
CG - 23,1*+3,1 - 17%+1,2
CG-05APS - 23,4%+23 - 245%+ 13
CG-1,5APS - 244"+ 1,7 - 20%+33
CG-3,0APS . 23,3*+ 1,4 - 22,0%+3,0
CG-0,5APS-EMg |- 273" 20,3 - 30,3*+2,0
CG-1,5APS-KMo - 32,2*+05 - 29,7%+ 1,7
CG-3,0APS-KMo - 89+ 0,8 - 27,9%*+15

a Datos promedios a partir de triplicados.
*Indica un menor crecimiento alrededor del sdlido, —Sininhibicidn

Por lo tanto una mayor hidrofobicidad del agente en estudio podria afectar

en mayor medida su normal desarrollo.

Con respecto al cultivo de Aspergillus fumigatus que se muestra en la

Figura 10, se puede decir que hay menor crecimiento de micelio con los
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sélidos CG-3,0APS-KMo y CG-1,5APS-KMo con respecto al control CG, ya
que no se observa la tonalidad verdosa caracteristica al producirse gran

cantidad de conidios.

..(a)
.. (b)

Figura 9. Fotografias del cultivo fingico de C. globosum con los sélidos (a) CG-3,0APS-
KMo y (b) CG, representando la flecha el halo de inhibicién.

..(a)
..(b)l

Figura 10. Fotografia del cultivo fingico de A. fumigatus con los sélidos (a) CG-

3,0APS-KMo y (b) CG. La flecha representa el halo de menor crecimiento.

En los cultivos de Alternaria alternata y Penicillium sp. no hubo
crecimiento sobre los sélidos pero no se observé ningin cambio con

respecto al control (Figura 11y 12).
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Figura 11. Fotografia del cultivo fingico de A. alternata con el sélido CG.

Figura 12. Fotografia del cultivo fingico de Penicillium sp. con el sélido CG.

Actividad antibacteriana

Los resultados de la evaluaciéon antibacteriana obtenidos a partir del
método de difusién en agar fueron expuestos en la Tabla 5. El criterio
establecido de que didmetros mayores a 7 mm tienen mayor sensibilidad
se debe a que el hoyo donde se introduce el sélido es de ese tamafio. En
este caso, cuando hubo actividad antibacteriana del solido se observo un
halo donde no crecian las colonias. Se debe tener en consideracién que los

resultados que se marcan con -- significan que no hubo inhibicién.

Tabla 5- Evaluacion de la actividad antibacteriana mediante el ensayo de difusion en

agar

Didmetro de halo de inhibiciéon (mm) después de 24 h?
Muestras Escherichia coli Staphylococcus aureus
Control - =
CG - -
CG-0,5APS - 7,9+0,2
CG-1,5APS - 10,7+ 15
CG-3,0APS . 10,71
CG-0,5APS-KMo - -
CG-1,5APS-KMo - -
CG-3,0APS-KMo - 9,8+0,7

a Datos promedios a partir de triplicados
—Sin inhibicién

Los resultados obtenidos muestran una mayor susceptibilidad de
Staphylococcus aureus frente a los sdlidos CG-3,0APS y CG-3,0APS-KMo con
halos de inhibicién apreciables en relacién a los controles con el sdlido
soporte solo (Figura 13). En el caso de Escherichia coli los resultados
obtenidos con los sélidos funcionalizados no mostraron diferencias con los

controles (Figura 14).
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(b)

Figura 13. Fotografias del cultivo bacteriano S. aureus con los sélidos (a) CG 3,0 APS-

KMo y (b) CG, representando la flecha el halo de inhibicién.

(b)
Figura 14. Fotografias del cultivo bacteriano E. coli con los sélidos (a) CG 3,0 APS-KMo
y (b) CG.

La diferencia en los resultados obtenidos frente a las dos cepas bacterianas
estaria relacionada en la susceptibilidad diferenciada que presentan las
bacterias Gram positivas en comparacion a las Gram negativas frente a los
biocidas en general [23]. Para una mejor comprensioén se debe tener en
cuenta que un efecto antibacteriano surge en ultima instancia de la
interaccion exitosa del biocida con su objetivo u objetivos. Al avanzar, un
biocida se encontrara con estructuras intermediarias que representan, en
diversos grados, las diferentes sensibilidades de las especies bacterianas
individuales. Por lo tanto, las células gran negativas ofrecen una barrera
suplementaria, la capa de lipopolisacarido (LPS), a la penetracion del
biocida, que las células Gram-positivas no poseen [24]. Se cree que esta
estructura afecta la introduccién de moléculas tanto hidréfilas como
hidréfobas, en tal sentido se establece un peso molecular de corte (c.
600Da) para el paso de las primeras a través de los poros llenos de agua
(porinas) y en relacién a las segundas requieren propiedades lipéfilas

optimas para el ingreso [25].

CONCLUSIONES.
Fue posible obtener cenizas de cascaras de semillas de girasol
diferentes

funcionalizadas con concentraciones de 3-

aminopropiltrietoxisilano (APS) y, posteriormente, impregnadas con el

K. lgal et al. / Inv. Jov. 1 (2) (2014) 33-41
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polioxometalato tipo Lindqvist [V,Mo,O K (KMo) y caracterizarlas a

partir de las técnicas Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de
Fourier (FTIR), Titulacién potenciométrica con n-butilamina, Microscopia
Electrénica de Barrido- Espectroscopia de rayos X de Energia dispersiva

(SEM-EDS), Difraccién de rayos X (DRX) y propiedades estructurales

(Sgpy) en forma satisfactoria.

Los hongos Alternaria alternata, Chaetomium globosum, Penicillium sp. y
Aspergillus fumigatus, resultaron utiles como bioindicadores para la
evaluacion de la actividad antifingica de los sélidos en estudio. También
fue posible determinar en forma preliminar la actividad antibacteriana con
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. En ambos casos el ensayo de
difusién en agar mostré ser rapido y efectivo para evaluar la bioactividad
de los sélidos en cuestién.

De los sdlidos ensayados CG-3,0APS-KMo fue el que presenté mayor
actividad antimicrobiana ante quien debido a que resultd efectivo frente a
un mayor numero de aislados flingicos y también al inhibir el crecimiento
de una de las cepas bacterianas utilizadas. Estos resultados preliminares
permiten pensar en una siguiente etapa donde se podria evaluar la
eficiencia de los sélidos mas bioactivos integrados a una formulacién de
pintura con cardcter higiénico. Debe continuarse con pruebas de nuevos
compuestos relacionados a residuos reciclables, dando origen a aditivos

ecocompatibles.
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