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Evaluacion de la actividad antimicroblana

del ACTICIDE RS
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RESUMEN. Las pinturas emulsionadas no escapan de la accién biodeteriorante
de los microorganismos. Por ello, la adicidn de preservos antimicroblanos capa-
ces de evitar los efectos indeseables que se producen en las pinturas como con-
secuencias del establecimiento y multiplicacién microbianas es una necesidad.
Los productos empleados como preservos deben ser capaces de impedir el cre-
cimicento bacteriano durante el almacenamiento y la aplicacion de la pintura,
asi como impedir el establecimiento de los hongos sobre las superficies recu-
biertas con ella. En el presente trabajo, se evalud 1a actividad del ACTICIDE RS
como preservo aniimicrobiano y antifingico de pinturas emulsionadas. Se em-
pled como indculo una mezcla de cepas de Escherichia colt, Pseudomonas ceru-
ginosa y Staphylococcus aureus fencl-resistentes en una concentracion de 8,8 -
10¢ Unidades Formadoras de Colonias (UFC)mL para las pruebas de envase,
evaluadas semanalmente para detectar la presencia de bacterias viables en ellas
v durante un periodo total de 6 semanas. Las muestras de pintura contenian
0,1, 6,15y 0,3 % del ACTICIDE. También se emplearon como controles una
muestra sin preservo y otra con MERGAL K-7 0,3 %. Se trabajo con {res réplicas
por tipo de muestra. La efectividad antiftingica del ACTICIDE se evalud por el
método de paneles con pintura aplicada sometidos a incculacion flingica y cé-
mara tropical frente a una mezcla de esporas de Aspergilius niger, Aspergitlus
versicolor, Penicillium notatum, Trichodermao viride, Cunninghamelia sp. y
Paecilomyces terricolans. Se determind que las Concentraciones Minimas
Inhibitoria y Bactericida del ACTICIDE frente a los cultivos bacterianos coinci-
dieron con una concentracién de 0,01 % en la prueba sin pintura, Por otra parie,
el efecto inhibidor del preservo incorporado en las pinturas se detectd a concen-
traciones iguales o mayores que (,15 %. El MERGAL K-T7 tampoco mostré efecio
bacteriostatico a la concentlracién empleada en la pintura. No se detecté efecto
antifingice alguno scbre ninguna de las cepas probadas con ninguno de los
preservos evaluados a las concentraciones ernpleadas.

ABSTRACT. The emulsioned paints are susceptible to microbial decay, In order
to inhibit the effect produced by microbial growth, it is necessary to adgd any
type of preservative product to emulsioned industrial paints. The preservant
antibacterial and antifungic action of ACTICIDE RS in emulsioned paints was
determined. Phenol-resistant strains of Eschericiita colt, Psendomonas
geruginosa and Staphylococcus qureus was used as inocula in wet paint samples
conlaining 0.1, 0.15 and 0.3 % concenirations of ACTICIDE. Samples of paint
without any anfimicrobial preserve and with MERGAL K-7 at 0.3 % were also
tested. All the tests were made with three replications for sampie paints. The
Minimal Inhibitory and Bactericidal Concentrations of ACTICIDE were deter-
mined and they were identical (8,01 %), but the preservant effect of the product
in the paints was 0.15 %. The antifungal action of ACTICIDE in dry paint against
Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Pentcillitim notatum, Cunninghamelia
sp. Trichoderma virtde and Paecilomyees terricotlans were evaluated. MERGAL
K-7 did not show any inhibitory effect at the concentration used in the paint.
None of the preserve showed any antifungal activity in dry paints versus the
fungal strains employed at concentrations tested.
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INTRODUCCION

Los microorganismos son res-
ponsables del biodeterioro de una
gran diversidad de materiales.!?

Los preductos industriales al
igual que las obras de arte son sus-
ceptibles de albergar a ynicroorganis-
rmos capaces de contaminar, sobre-
vivir y multiplicarse en ellos, ocasio-
nando cambios ostensibles en la co-
loracion, 1a acidez, 1a viscosidad, rup-
tura de emulsiones, produccién de
gases, etcétera.? De estos cambios
son responsables tanio bacterias
como hongos ®

Las pinturas emulsionadas po-
Seen en su composicidn determing-
dos componentes gue pueden servir
de elementos nutritivos para el cre-
cimiento microbjano, por lo tanto,
para poder conservarlas en buen es-
tado duranie un tiempo prudencial
que incluya su almacenamicnto y
utilizacidn, se requiere de la adicién
de preservos destinados a impediria
proliferacién microbiana en ellos®
Las condiciones ambientales (tales
como las existentes en el clima tro-
pical cubano) pueden afectar la cs-
pacidad antimicrobiana de estos
preservos, pudiendo influir tamnbién,
el posible tipo de microorganismo
contaminante en el producto. Es por
eso gue la evaluacién de la eficacia
anttbacteriana y antifingica de los
preservos es una determinacién ne-
cesaria si se quiere contar con un
producto de buena calidad.

El ACTICIDE RS* es un preser-
vo antimicrobiano que se oferta co-
mercialmente para impedir la proli-
feracién microbiana en pinturas
emulsionadas. La dosificacién reco-
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mendada por el productet, en ccasio-
nes no es eficaz en la inhibicién del
crecimiento microbianc en tales pro-
ductos, lo cual puede estar influido
por los componentes de la pintura.
Por esto, algunas veces, hay que re-
gjustar las concentraciones usuales
para lograr el efecto deseado.

Ei objetivo de este trabajo fue eva-
luar la capacidad preservante antimi-
crobiana del ACTICIDE RS para su
posible emplec en la produccidn in-
dustrial de pinturas emulsionadas.

MATERIALES Y METODOS

El preservo utilizado fue ACTI-
CIDE RS (ACTICIDE TL 636) puro
e incluido en las pinfuras emulsio-
nadas preparadas por la Empresa
Nacional de Pinturas Vitral, a 0,1;
0,15 v 9,30 % en las muestras, Tam-
bién se empled una muestra que con-
tenia el preservo MERGAL K-7 como
control ¥ una pintura sin preservo al-
guno anadido,

Pruebas de envase

Para detectar Ja eficiencia anti-
bacteriana del preservo en las pintu-
ras en estado humedo se emplearon
tres cultivos de bacterias fenol-resis-
tentes® por su mayor fortaleza frente
a los compuestos tdxicos de efecto
antimicrobiano y una cepa de Baci-
tlus megaterium contaminante am-
biental en un indcule mixto a una
concentracidon de 6,8 - 10* UFC/mL .
Esta prueba tuvo una duracién de 6 se-
rmanas y en ella se inoculd 1 mlL de
suspension bacteriana por cada 30 mL
de pintura durante las cuatro prime-
ras semanas ¥ se extrajercn alicuo-
tas cada 7 d duranie todo =] pericdo
para constatar la presencia o no de
bacterias viables en las rmuiestiras.

Se emplearon dos muestras de
pintura sin preservo, como control
negativo y dos muestras de pinturas
formuladas con 0,10; 0,15y 0,3 % de
ACTICIDE, asi cormo dos muestras
con 0,30 % de MERGAL K-7 como
control.

Determinacion de CMI y CMB

Las Concentraciones Minimas
Inhibitoria (CMI} v Bactericida
(CMB) para cada cepa bacteriana por
separado se determinaron en ausen-
cla de pintura.®

Prueba de Paneles

Para determinar la eficacia del
preservo para impedir la prolifera-
cién fiingica sobre la pintura aplica-
da, se pintaron piezas de material
inerte segiin las recomendsaciones de
la British Standard Institution para
12 evaluacién de preservos antimi-

croblanocs para pinturas, impreg-
nando ios paneles con un indculo
mixto de esporas de Aspergillus
niger {cepa 48}, Aspergillus versico-
lor {cepa 83}, Trichoderma viride
{cepa 93), Cunninghamella sp. {cepa
84} Penicitlium notatum (cepa 19} y
Paecilomyces terricolans (cepa 79) a
una concentracion total de 18t espo-
ras/mL . Los paneles inoculados se
incubaron en una camara tropical
durante 21 d, al cabo de los cuales
se realizaron las mediciones, segun
la codificacién siguiente:

{-} No detectado crecimiento.

{+1} Crecimiento hasta 1 % del drea ino-
culada.

{+2} Crecimiento entre 1-10 % del area
inoculada.

{+3) Crecimienio entre 11-30 % del drea
incculada.

{+4) Crecimiento entre 231-70 % del drea
inoculada.

{+5) Crecimiento en mas del 70 % del
area inoculada.

Igualmente, la actividad antifiin-
gica del preservo en las pinturas, se
evalué por separado para cada cepa
empleada, utilizando piezas de ma-
dera pintadas, de las cuales tres ré-
plicas por cada muestra, se sometie-
ron a envejecimiento por lixiviacion
en agua durante 5 d, mientras ires
se mantuvieron como control. Cada
pieza de madera se colocd en una
placa Petri con una capa de medio
agar-agua estéril solidificado y so-
bre ella, se adiciond una capa de agar
malta fundido al cual se le agregd
una suspensién de esporas de cada
cepa fungica en esiudic. Una vez
culminada ta incubacidén a 25 °C, se
procedié a medir el tamario del halo
de inhibicion alrededor de 1a pieza
pintada.®

Todo ef trabajo se realizé con tres
réplicas por muestra. Se usé un
muestra de pintura sin preservo

como control negative y una prepa-
rada con MERGAL K-77 al 0,30 %
como control de pintura con preser-
Vo,

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la prueba de
envase demostraron gue 1as mues-
tras de pintura poseian buena cali-
dad ricrobiana antes de ser inocu-
ladas cuande se muestrearon al ini-
cic del experimento (5-1) (Tabla 1),
¥a que no se obtuvoe crecimiento mi-
crobiano en eilas, Las muestras 1y 2
{carentes de preservo} quedaron con-
taminadas desde la primera inocula-
cién, como se observa a los 7 d de
incubacion (3-2). El ACTICIDE al 0,1 %
fue capaz de eliminar el inéculo afia-
dido durante las tres primeras sema-
nas, pero no ocurrid asi con el que se
adicioné en la semana 3, el cual se
mantuvo viable en la cuarta semana,
va que las muestras correspondien-
tes se mantuvieron contaminadasen
los dos Gltimos anélisis, detectando-
se en ellas crecimiento bacteriano.
Sin embargo, las pinturas que con-
tenian 0,15 (muestras S5y 8) v 0.30 %
(muestras 7y 8) del preservo en cs-
tudio, si fueron efectivas para elimi-
nar la contaminacidn bacteriana. Las
pinturas 9 y 10 que contenian
MERGAL K-7 no aportaron buenos
resultados, demostrando gue este
producto no fue efectivo como pre-
servo antibacteriano. En todas las
muestras en las cuales se encontrd
crecimientlo bacteriano, este corres-
pondié a Pseudomonas aeruginosa y
a Bacillus megaterium.

Se observé una gran homogenei-
dad en el comportamiento de las tres
primeras cepas, las cuales fueron
inhibidas hasta una concentracién
de 0,0 1% {Tabla 2). B. megaterium
fue sensible frente al ACTICIDE has-
ta una concentracion de §,1 %. Estos
resultados coincidieron con lo decla-

Tabla 1. Resuliado semanal de la prueba en envase.

Muestra Descripeidn 5-1 8-2 5.3 54 5.5 5.6
1 Control sin preservo - +5 +5 +5 +5 +53
2 Control sin preservo - +3 +5 +3 +5 3
3 ACTICIDE 81 % - +5 .5
4 ACTICIDE 0.1 5% - - - - 5 +3
El ACTICIDE 0,15 % - - - - - -
6 ACTICIDE - - - - - -
7 ACTICIRE .38 % - - - - - -
a8 ACTICIDE 0,30 % - - - - -
] MERCGAL K-7 6,30 % - - +5 +5 +5 +5

10 MERCGAL K-7 0,30 % - - +5 +5 +5 +5
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Tabla 2. Resultados de la inhibicién bacieriana debida al ACTICIDE RS a dife-

rentes concentraciones.

Cepa ACTICIDE
)
10 10 0,1 001 0,401 00001

E. coli - - - _ + +
F aeruginosa - - - - + +
5. aurens - - - - I +
B. megaterium - - - + + n

- Nocrecimiento. + Crecimiento igual al del Control.

Tabla 3. Conceniracién Minima Bac-
tericida (CMB) del ACTICIDE RS para
cada cepa estudiada.

Cepas CuviB

5}
Ecoli 0,01
P ueruginusa 0.m
5. oureus 0,01
B. megoterim = 10

rado por Petroplastics & Chemicals
Limited” en cuanto a los géneros bac-
terianos sensibles al ACTICIDE, ins-
titucién que recomienda el produc-
to para la proteccitn de las pinturas
en estado humedo. Esto se corres-
ponde con la prueba en envasc rea-
lizada en este irabajo, pero no hay
coinecidencia en los valores recomen-
dados como efectivos por el produc-
tor, (0,1 ¥ 0,15 %), de los cuales, el pri-
mero no surtié efecto mas que para
inhibir parcialmente la contamina-
cién bacteriana.

En cuanto a las diferencias de
concentracién inhibidora encontra-
das para el ACTICIDE solo ¢ incor-
porado a la pintura (pruebas in situ},
se deben a la presencia de los dife-
rentes componentes de la pinturs, al-
gunos de los cuales al parecer tienen
un efecto antagdnico sobre el preser-
vo, disminuyendo su actividad.

EIACTICIDE RS mostréuna ma-
yor actividad y por tanto efectividad
como preservo que el MERGAL K-
7. Esto puede deberse a la presencia
de sales de cobre como sistema es-
tabilizador en €l ACTICIDE RS, ya
que ambos tienen el mismo princt-
pio activo y el producto de referen-
cia carece de las sales de cobre.’

Se encontro que los valores de
CMB y CMI coincidieron para las
tres primeras cepas (E. coli, P aeru-
ginosa i S. aureus) con el valor de
0,01% {Tabla 3}, pero B. megaterium
resulté mas resisiente, y requirié
concentraciones de ACTICIDE su-
periores al 0,1 %. Esto se debe sin du-

das a la presencia de endosporas en
este cultivo, las cuales son muy re-
sistentes a los agentes fisicos y qui-
rnicos.’?

Las diferencias entre las CMI y
CMB en la cepa de B. megaierium se
debieron a la mayor sensibilidad de
las formas vegetativas antc el efecto
inhibidor del ACTICIDE (Tabla 2),
mientras gue para eliminar total-
mente la presencia de formas viables
v lograr un efecto letal o biocida (Te-
bla 3), se requiere de una concentra-
clén muy superior por la presencia
de endosporas, muy resistentes en
esta especie. Ya que las esporas de
las especies del género Bacillus se
encuentran como un contaminante
normal en polvo, tierra ¥y agua, este
resultado es importante desde el
punto de vista de la evaluacion del
preservo en estudio. Esto implica la
necesidad de tener cuidade duran-
te el proceso industrial de elabora-
cion de pinturas con la limpicza am-
biental y la calidad microbioclégica
del aire para evitar la presencia de
esporas de tales especies que pueden
contaminar las pinturas, las cuales
resisten el efecto antibacteriano del
ACTICIDE. Su resistencia les permi-
te mantenerse viables en el produe-
to hasta que se den las condiciones
propicias para su germinacién y cre-
cimiento.

Los resullados de la prueba de
paneles demuestran que en todas las
muesiras hubo un crecimiento
fangico gue recubria mas del 70 %
del area del panel {+5 segin la cla-
ve), igual que en la pintura sin pre-
servo, por tanto, ninguna concentra-
cion del ACTICIDE fue efectiva
como antiflingico, pero tampoco el
MERGAL K-7 presenté actividad
preservante. En fodas las muestras
el crecimiento consistié en micelio
vegetative y de fructificacién, con
cabezas conidiales observables en
ocasiones.

Al aplicar el inéculo fangico so-
bre las piezas de madera pintadas
para detectar si existia alteracion del

crecimiento de cada cepa por sepa-
rado por efecto de los preservos em-
pleados, tampoco se pudo evidenciar
tal actividad. En todas las muestras
{exceptuando las pruebas correspon-
dientes a la cepa 95 de Trichoderma
wiride) el crecimiento alrededor de
la pieza de madera piniada fue igual
que en el resto del medic de cultivo
v que en las placas con las muestras
de pintura sin preservo. Tanto para
las envejecidas por lixiviacién como
en lag no tratadas, el resultado fue
similar.

La cepa 95 presentd un halo de
inhibicién del crecimiento en todas
las placas, incluyendo las que con-
tenian las piezas de pintura sin pre-
servo, por lo tanto el efecto encon-
trado en esta cepa se debe a su sen-
sibilidad exirema a alguno de los
componentes de la pintura y no al
preservo.

Es muy particular el hecho de
que las cepas 19 y 48 presentaran un
sobrecrecimiento en la zona cerca-
na a las piezas de madera pintadas,
lo cual indica gue a pesar de la pre-
sencia de preservo en estas piezas,
algiin componente de la pintura fa-
vorece su ¢recimiento.

Se debe aclarar, gue en el docu-
mentoprom ocenaldel ACTICIDE
los productores lo recomiendan
como preservo antimicrobiano de
envases para pinturas de base acuo-
sa, es decir, en esiado hiimedo, en el
gue los principales contaminantes
microbianos responsables del
biodeterioro de la pintura son las
bacterias.® Por oira parte, los princi-
pales causantes de manchas, pig-
mentaciones y levaniamientos en
las pinturas ya aplicadas sobre dife-
rentes superficies son los hongos y
no las bacterias® 1o gue requeriria el
empleo simulténec de un buen agen-
te antifungico. .

CONCLUSIONES

Se comprobé que la efectividad
in situ del ACTICIDE RS como
antibacteriano se manifiesta a par-
tir del 4,15 % cuando se incorpora
como preservo ¢n las pinturas
emulsionadas.

El efecto antifingico del ACTI-
CIDE como preserve antimicrobia-
no (antifingico) de la pintura apli-
cada (prucbas secas}, no se pudo evi-
denciar a las conceniraciones reco-
mendadas por los fabricantes, porlo
que seria recomendable probar con-
centraciones superiores con tales fi-
nes. En caso de emplearse este pro-
ducto como antibacterianc a las con-
centraciones aqui estudiadas, debe
cornbinarse con otro producto de ac-
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tividad antifingica ya demostrada
en las pinturas emulsionadas, reali-
zando previamente las pruebas co-
rrespondientes.
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