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RESUMEN

Los biocidas son aditivos indispensables para que las pinturas y los productos acuosos se mantengan en buen estado hasta su
aplicacion y una vez aplicadas en las superficies, estos pueden ser especificos para controlar el crecimiento de algas, hongos,
o bacterias. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana in vitro (bactericida y fungicida) de 6 variantes
de pintura acuosas almacenadas (175, 176, 177, 178, 179 y 180) y determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) para
bacterias y hongos, asi como la concentraciéon minima bactericida (CMB) y fungicida (CMF) del biocida PREVENTOL® D-
6, para su uso eficaz en nuevas formulaciones de pinturas. Para la actividad antimicrobiana se prepar6 una suspension bacterial
con los géneros Pseudomonas sp y Bacillus sp'y para la actividad fungicida se utilizaron los géneros Cladosporium, Aspergillus niger
y Penicillium sp, aislados de pinturas contaminadas. La actividad bactericida y fungicida se determiné mediante procedimientos
ASTM normalizados y la CMI del biocida se realizé por el método de difusion radial en medio agarizado. Para la CMB y la
CMF se utilizaron diluciones dobles seriadas en caldo, con pases a medio solido. El resultado de la actividad bactericida
demostro que el biocida afiadido en todas las variantes ofrece proteccioén contra el posible ataque de bacterias durante el
almacenamiento. En las variantes 175, 176 y 177 se demostr6 una intensa actividad fungicida, no asi en las variantes 178, 179
y 180, que se observo crecimiento sobre las probetas mayor al 60 % a partir de los 10 dias. La CMI y CMB para bacterias es
de 0.01 % y para los hongos es de 0.1 %. Las variantes de pinturas analizadas no presentan contaminacion y el preservo
afiadido demostro actividad bactericida en todas las variantes. Las variantes 175, 176 y 177 son resistentes al ataque de hongos
ambientales en la pelicula aplicada, no asi las variantes 178, 179 y 180 que son susceptibles. Las dosis recomendadas del
biocida PREVENTOL® D-6 para las nuevas formulaciones de pinturas es de 0.1 %, concentracién minima a la cual demostro
efecto bactericida y fungicida.
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ABSTRACT

Los biocidas son aditivos indispensables para que las pinturas y los productos acuosos se mantengan en buen estado hasta su
aplicacion y una vez aplicadas en las superficies, estos pueden ser especificos para controlar el crecimiento de algas, hongos o
bacterias. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana in vitro (bactericida y fungicida) de 6 variantes
de pintura acuosas almacenadas (175, 176, 177, 178, 179 y 180) y determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) para
bacterias y hongos, asi como la concentraciéon minima bactericida (CMB) y fungicida (CMF) del biocida PREVENTOL® D-
6, para su uso eficaz en nuevas formulaciones de pinturas. Para la actividad antimicrobiana se prepar6é una suspension
bacteriana con los géneros Pseudomonas sp y Bacillus sp y para la actividad fungicida se utilizaron los géneros Cladosporium,
Aspergillus niger y Penicillium sp, aislados de pinturas contaminadas. La actividad bactericida y fungicida se realiza mediante
procedimientos ASTM normalizados y la CMI del biocida se realiz6 por el método de difusion radial en medio agarizado.
Parala CMB y la CMF se utilizaron diluciones dobles seriadas en caldo, con pases a medio s6lido. El resultado de la actividad
bactericida demuestra que el biocida afiadido en todas las variantes ofrece proteccion contra el posible ataque de bacterias
durante el almacenamiento. En las variantes 175, 176 y 177 se demostr6 una intensa actividad fungicida, no asi en las variantes
178, 179 y 180, que se observara crecimiento sobre las sondas mayor al 60 % a partir de los 10 dias. La CMI y CMB para
bacterias es de 0,01 % y para los hongos es de 0,1 %. Las variantes de pinturas analizadas no presentan contaminacién y el
preservo afiadido demuestra actividad bactericida en todas las variantes. Las variantes 175, 176 y 177 son resistentes al ataque
de hongos ambientales en la pelicula aplicada, no asi las variantes 178, 179 y 180 que son susceptibles. Las dosis recomendadas
del biocida PREVENTOL® D-6 para las nuevas formulaciones de pinturas es de 0.1 %, concentracién minima a la cual
demostro efecto bactericida y fungicida.

Keywords: biocide, paint, bactericide, fungicide.
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INTRODUCCION

La pintura es una sustancia liquida o pastosa que, al aplicarse en capas finas sobre una superficie, forma una
pelicula continua, solida y adherente, protegiendo y decorando el soporte. Las pinturas emulsionadas abarcan
casi el 50 % de la produccién de esta industria, tanto en Cuba como a nivel internacional (Pérez, ez al, 2021).
La Empresa de Pinturas Vitral perteneciente al Grupo Empresarial de la Industria Ligera (GEMPIL), se
encuentra localizada en el municipio Playa provincia La Habana. Ha producido y comercializado pinturas
bases solventes y acuosas para el mercado nacional por mas de 50 afios y sus instalaciones tienen por encima
de 30 anos de explotacion. Los volumenes de produccion de esta empresa en los ultimos afios se encuentran
entre 10y 12 millones de litros de pinturas anuales, lo que representa entre un 20 y 25 % del mercado nacional,
ya que sus producciones estan afectadas por no contar con las materias primas adecuadas para realizarlas; por
lo que es necesario importar gran cantidad de estas pinturas. Una de las principales pinturas arquitectonicas
que produce la Empresa de Pinturas Vitral, es de tipo emulsionada y se utiliza como solvente el agua.

Los biocidas son especificos para controlar el crecimiento de algas (alguicidas), hongos (fungicidas), o
bacterias (bactericidas) y se emplean en la formulacion de pinturas base agua donde las resinas empleadas son
fuente de carbono para los microorganismos.

Es importante precisar que un biocida es una sustancia que inhibe el crecimiento microbiano y que se utiliza
en los recubrimientos arquitectonicos para proteger al recubrimiento en envase y también para evitar el ataque
microbiano cuando el recubrimiento ya esta aplicado en un sustrato. El desarrollo microbiano incluye
bacterias aerobias y anaerobias, hongos, levaduras y algas que se adaptan a vivir en estos ambientes y generan
graves dafios en el producto final, en el envase o en los equipos e instalaciones (Pérez, et al, 2021).

Los principales biocidas empleados como conservadores (proteccion en envase, es el término comun; in-can
proteccion, en inglés) de recubrimientos arquitectonicos incluyen bromohidroxiacetofenona,
bromonitropropanodiol (bronopol), clorhidrato de dodecilguanidina, glutaraldehido, isotiazolinonas (MIT,
CIT, BIT) dibromonitropropionamida (DBNPA) y tionas. Sin embargo, las mezclas de estos biocidas dan una
aplicacién mayor con resultados exitosos ante el ataque microbiano. El PREVENTOL® D-6 es un
conservante muy versatil para mantener en buen estado pinturas acuosas y pastas pigmentadas durante su
almacenamiento. El espectro de actividad cubre bacterias, incluidas especies resistentes al formaldehido,
moho y levaduras. Se utilizan para la conservacion de recubrimientos acuosos, dispersiones de polimeros,
suspensiones de relleno, lodos de pigmentos, soluciones y dispersiones de adhesivos y espesantes, aditivos
para hormigdn, detergentes, agentes de limpieza, abrillantadores, etc.

En la actualidad, se comercializan varios componentes activos para formular preservantes en lata, que
cumplen con las regulaciones vigentes. Estos son: cloro metil isotiazolinona, metil isotiazolinona, liberadores
de formaldehido, bronopol, glutaraldehido y Fendlicos, de estos, los cuatro primeros son los mas usados en
pinturas, emulsiones de polimeros, adhesivos y papel, cuero y auxiliares textiles, entre otros. Para la
formulacién de fungicidas que actian en la pelicula del recubrimiento se usan los componentes activos:
octilisotiazolinona, carbendazim, IPBC, clorotalonil y ziram. De los cuales los tres primeros son los mas
empleados.

Para seleccionar los biocidas més adecuados se considera no solo el proceso de produccion, sino también,
aspectos como las condiciones de fabricacidén en donde se incluye maquinaria, aguas de proceso, materias
primas, condiciones de temperatura, pH del proceso y mano de obra. Ademas, es vital identificar el momento
idéneo para la incorporacién del o los biocidas en la formulacién y la dosificacion adecuada, la que debe
considerar el tiempo y condiciones de almacenamiento del producto, tanto en sus bodegas como en las tiendas,
hasta su aplicacion final.

Cada biocida tiene una concentracion minima inhibitoria (CMI) contra un microorganismo especifico que
define la capacidad para inhibir el crecimiento microbiano, no obstante en la mayoria de las aplicaciones los
biocidas se aplican no contra un microorganismo, sino contra poblaciones bacterianas o comunidades de
bacterias y algas, bacterias y hongos o bacterias, hongos y algas. El objetivo de este trabajo es evaluar la
actividad antimicrobiana in vitro (bactericida y fungicida) del preservo afiadido en 6 variantes de pintura
acuosas almacenadas (175, 176, 177, 178, 179 y 180) y determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)
para bacterias y hongos. Ademas determinar la concentracidon minima biocida para bacterias y hongos del
preservo PREVENTOL® D-6 para su empleo en nuevas formulaciones de pinturas emulsionadas.
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MATERIALES Y METODOS

Actividad bactericida

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se escogieron 6 variantes de pinturas acuosas (175, 176, 177,
178, 179 y 180) que permanecian almacenadas en una fabrica. Se comprobd primeramente la esterilidad segin
la norma ASTM D 5588-2020, para esto se introdujeron hisopos estériles en las pinturas y se realizaron trazos
en placas con agar triptona soya para bacterias y en agar malta para el crecimiento de los hongos. Las placas
se incuban a 30 °C por 48 h. La aparicion de colonias en los trazos indica diferentes niveles de contaminacion,
si las pinturas resultan estériles se prosigue a realizar las pruebas antimicrobianas.

Para determinar la actividad bactericida segiin norma ASTM D 2574-00, se utilizaron frascos de cristal de 300
mL, a los cuales se le afiadieron 100 g de cada variante de pintura y 0,5 mL de un in6culo preparado con las
cepas Pseudomonas sp y Bacillus subtilis aisladas de pinturas visiblemente contaminadas. El in6culo se prepar6
a partir de cultivos puros jovenes de esos microorganismos en plano inclinado de agar nutriente, con la toma
de azadas para disolucion salina hasta obtener una concentracion aproximada de 10° células/mL, para cada
bacteria por separado. Se toma como referencia la escala de McFarland. Después se mezclan los in6culos.

Los frascos con las pinturas inoculadas se incubaron durante 7 dias a 30 °C. Se comprob¢ la recuperacién
bacteriana al 1°, 2%, 5* y 7™ dia. Finalizada la semana de la primera inoculacién, se realiza una segunda
inoculacién con 1 mL de la suspension de bacterias y se repiten las condiciones de incubacién y comprobacion.

Actividad fungicida

La actividad fungicida se determiné segiin la norma ASTM5590-00. Primero, se prepar6 una suspension de
esporas a partir de cultivos de los hongos Aspergillus niger, Penicillium sp y Cladosporium sp, aislados de pinturas
contaminadas. Para obtener el indculo se tomaron muestras de cada cultivo con aguja micologica y se
homogenizaron en tubos con solucidn salina, después se mezclan los indculos. Se prepararon probetas (5 x 5
cm) con papel de filtro Whatman que fueron esterilizadas, y se pintaron con cada variante por duplicado y se
dejaron secar por 24 h, posteriormente se asperjaron con la suspension bacteriana a una concentracion de 1,2
x10% esporas/ml determinada por camara de Neubauer. Se colocaron los papeles inoculados en el centro de
las placas con medio agar malta. Las placas se incubaron por 28 dias a 30 °C.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana del biocida

El biocida utilizado para el ensayo fue PREVENTOL® D-6, el cual es una formulacion acuosa sinérgica de

isotiazolinona y glicol/formaldehido. Este biocida se utiliza para la preservacion de revestimientos acuosos,

dispersiones poliméricas, dispersiones de carga mineral, pigmentos, soluciones y dispersiones de adhesivos y
espesantes, aditivos de hormigdn, detergentes, agentes de limpieza, pulimentos, etc. El espectro de actividad
abarca bacterias, que incluye especies resistentes al formaldehido, hongos y levaduras.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La CMI se define como la minima concentraciéon de agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible
de un microorganismo y se realizo por el método de difusion radial en medio s6lido para el crecimiento de
bacterias y hongos (Acosta, Barrios, Gonzalez, Tacoronte, 2011). Se prepararon Erlenmeyer de 100 ml con
30 ml de medio fundido con agar nutriente para bacterias y agar malta para hongos a 45 °C, al que se le afiadid
1 mL del in6culo microbiano utilizando para la actividad bactericida y fungicida. El medio fundido de manera
aséptica, se vertio en placas y una vez solidificado, se perforaron pocillos de 7 mm de diametro y se afladieron
200 ul de cada concentracién del biocida (0,01; 0,02; 0,03; 0,04). Se incubaron las placas a 30 °C durante 48
h para bacterias y a 25 ° C durante 5 dias para hongos y levaduras.

El desarrollo de una zona de inhibicion del crecimiento microbiano de cualquier tamafio alrededor del pozo
indica que el microorganismo es sensible a la concentracion del biocida, su ausencia indica la resistencia al
producto probado.

Determinacion de la concentracion minima biocida (cmb) para bacterias y hongos

242



Rev. CENIC Cienc. Biol.; Vol. 54. (publicacion continua).240-247.Ao. 2023. e-ISSN: 2221-2450.

Tabla 2. Evaluacion de la actividad bactericida
Leyenda: 0: No hay colonias de bacterias

Bacterias viables después de:

1? inoculaciéon 2? inoculacion
variantes tiempo en dias tiempo en dias

1 2 5 7 1 2 5 7
175 0 0 0 0 0 0 0 0
176 0 0 0 0 0 0 0 0
177 0 0 0 0 0 0 0 0
178 0 0 0 0 0 0 0 0
179 0 0 0 0 0 0 0 0
180 0 0 0 0 0 0 0 0

La CMB se definen como la minima concentracion del biocida que elimina mas del 99,9 % de los
microorganismos viables después de un tiempo determinado de incubacién. Para determinar la CMB en
bacterias y hongos se utilizé el método de las diluciones dobles seriadas (Acosta, Barrios, Gonzalez,
Tacoronte, 2011). Se prepararon tubos con 1 ml de caldo nutriente para bacterias y caldo sabouraud dextrosa
para los hongos, se inocularon con 0,1 ml del cultivo microbiano y del biocida a las diferentes concentraciones,
con dos tubos de control, uno positivo que contenia caldo (1 ml) y microorganismos (0,1 ml) y un control
negativo que contenia caldo (0,5 ml) y el biocida a evaluar (0,5 ml). Los tubos se incubaron a 30 °C durante
48 h para las bacterias y por 5 dias a 25 °C para hongos y levaduras.

Al término de este tiempo, se sembraron en placas por duplicado 0,1 ml de todos los tubos incubados en medio
agarizado. Se incubaron las placas a 37 °C durante 48 h para bacterias a 25 °C durante 5 d para hongos y
levaduras. La CMB correspondio a aquella concentracion de biocida en la que se obtuvo un conteo de colonias
menor que el 0,1 % del obtenido para el tubo control positivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Esterilidad y Actividad bactericida
Las muestras de pintura analizadas resultaron estériles, no hubo crecimiento de microrganismos en las estrias
depositadas en las placas con medio nutritivo especifico para el crecimiento de bacterias y hongos (tabla 1).
Estas pinturas almacenadas se mantienen conservadas, el biocida incluido en sus formulaciones fue eficiente
y evito el ataque de microrganismos durante el almacenamiento.

Tabla 1. Ensayo de Esterilidad

Variantes Evaluacion bacterias Evaluacion hongos
175 0 0

176 0 0

177 0 0

178 0 0

179 0 0

180 0 0

Leyenda:

0: Ningun crecimiento de colonias

En la tabla 2 se presentan los resultados de la actividad bactericida del biocida empleado en las
formulaciones. Se realizaron dos inoculaciones, y se comprob6 la recuperacion bacteriana de las muestras al
Ier, 2do) 5ty 7m0 dias,

No se evidencid crecimiento de bacterias en la comprobacion de la esterilidad durante ambas inoculaciones.
Esto demuestra la efectividad del biocida empleado en la formulacion de las pinturas, que evidentemente
elimind las bacterias afladidas. Este biocida le confiere resistencia dentro del recipiente durante el
almacenamiento. Si la cantidad de conservante en el envase no es suficiente, aunque el tipo de biocida elegido
sea el adecuado, éste no podra reducir el numero de microorganismos que estén presentes durante el proceso
de fabricacion o manipulacion y acabaran proliferando hasta llegar a alterar las propiedades del recubrimiento,
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este biocida se les llaman conservadores para la proteccion in can (en lata). Por ejemplo, si usa una lata para
pintar la casa y no la ocupa entera, la cierra y la deja ahi. Cuando la vuelve a necesitar, la abre y esta estara
sin hongos ni bacterias gracias a los biocidas, a pesar del tiempo que haya pasado.

Los biocidas para pinturas tradicionales actdan al entrar en contacto con el microorganismo. Cuando las
sustancias biocidas llegan hasta la membrana celular se produce una disrupcién enzimatica impidiendo que
ésta realice la funcion metabdlica de la respiracidn, viéndose alterada la homeostasis (el equilibrio interno de
la célula que necesita para funcionar) hasta que ésta queda inhibida o se descompone (Patino et a/, 2018).

Tabla 3. Evaluacién de la actividad fungicida

EVALUACION DESPUES DE
variantes sdias 10 14 21 28
dias dias dias dias

175 0 0 0 0 0

176 0 0 0 0 0

177 0 0 0 0 0

178 2 4 4 4 4

179 2 4 4 4 4

180 2 4 4 4 4 ]L\Z{;’;‘Za

crecimiento Indicios de crecimiento (<10 %) Crecimiento ligero (10-30 %) Crecimiento moderado (30-60 %)
Crecimiento fuerte (60 % hasta cubrimiento total)

Actividad fungicida
En la tabla 3 se muestran los resultados de la actividad fungicida en las pinturas.
Las probetas con las pinturas de las formulaciones 175, 176 y 177 no presentaron crecimiento de hongos
durante los 28 dias del ensayo. En el caso de las formulaciones 178, 179 y 180 mostraron a los 10 dias un
crecimiento mayor al 60% sobre la superficie de las probetas (figura 1).

Fig. 1. Ensayo de la actividad fungicida (28 dias).

Los resultados de la CMF representan la eficiencia del biocida como fungicida en la pelicula seca, es decir, en
la pintura una vez aplicada. Este se activa una vez que la superficie esta recubierta, y evita que en la pintura
entren agentes externos como hongos y algas que la dafen. Entre mayor sea el porcentaje del halo de
inhibicién, mayor sera la migracion del biocida fuera de la pintura y en poco tiempo quedara desprotegida,
por lo tanto, entre mas bajo sea el halo de inhibicion mayor sera la proteccion de la pelicula seca. En este
estudio no hay presencia de halo de inhibicién en las variantes 175, 176 y 177, esto indica que estas pinturas
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una vez aplicada no sufriran ataque por hongos ambientales. Las variantes 178, 179 y 180 no son resistentes
al ataque de hongos.

Determinacion de la CMI y CMB para bacterias y hongos

En la figura 2 se muestra el halo de inhibicién formado alrededor de cada pocillo con las concentraciones
probadas.

Fig. 2. Ensayo de CMI del biocida para bacterias

La aparicion del halo indica la sensibilidad de las bacterias al biocida. La minima concentraciéon probada
donde aparecio halo fue de 0.01 % resultando ser la CMI.

Para los hongos fue necesario aumentar las concentraciones del biocida para lograr la inhibicion del
crecimiento. La minima concentracion (CMI) donde se evidencioé halo de inhibicion fue con 0.1 % (figura 3).

Fig. 3. Ensayo de CMI del biocida para hongos
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A partir de la CMI se determina la concentracidon que elimina a los microorganismos (CMB). Tanto para las
bacterias como para los hongos el valor de la concentracion minima biocida CMB coincide con el valor de la
CMI es decir la concentraciéon que inhibe el crecimiento también es la concentracién que elimina a los
microorganismos (tabla 4).

Tabla 4. Ensayo con el biocida

Biocida
CMI (%) CMB (%)
Bacterias 0.01 0.01
Hongos 0.1 0.1
Leyenda:

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria
CMB: Concentracion Minima biocida

Se sabe también que la inhibiciobn es dependiente de la naturaleza y concentracién de
las especies de microorganismos probados. El uso de biocidas a bajas concentraciones y a tiempos insuficientes
de contacto produce cambios en la estructura bacteriana, que repercuten en la adaptacion del microorganismo
a estos compuestos y por consiguiente en la pérdida del efecto antimicrobiano. De ahi la importancia de
establecer la sensibilidad de los microorganismos en las fases o ambientes en los que sean mas susceptibles, el
tipo de biocida que deba usarse para usos especificos, asi como su adecuado manejo y riesgos potenciales
(Pereira, Machado & Rosato, 2015).

En el caso particular del estudio referenciado, todas las muestras de pinturas analizadas resultaron estériles.
El preservo afiadido en la formulacion de las pinturas demostro actividad bactericida para todos los casos
evaluados y actividad fungicida en tres de las 6 formulaciones estudiadas. Por otro lado, el biocida
PREVENTOL® D-6 analizado evidencié una CMI y CMB de 0.01 % para las bacterias y de 0.1 % para los
hongos.

Con su amplio espectro de actividad, buena solubilidad en agua y biodegradabilidad después de una dilucién
adecuada el PREVENTOL® D-6 es un conservante multiproposito que es facil de usar en la adicion
recomendada, su espectro de actividad cubre bacterias, incluidas especies resistentes al formaldehido, moho
hongos y levaduras, es un conservante que, por su baja viscosidad, se emplea sin diluir o diluido con agua a
una temperatura no superior los 40 °C. Este producto también se puede disolver previamente en alcoholes o
mezclas de alcohol/agua, el uso de este conservante para formulaciones acuosas no produce ningun efecto
secundario indeseable.

Los biocidas a base de isotiazolinona se encuentran entre los biocidas mas utilizados para la proteccion de la
pintura. Se cree que la actividad bioldgica inicial de las isotiazolinona surge de su capacidad para pasar
facilmente a las membranas y las paredes celulares fungicas y luego reaccionar con importantes proteinas que
contienen azufre intracelular o moléculas mas simples dentro de la célula, causando un deterioro de la funcion
celular.

Bellotti et al. (2020) ensayaron con dos nuevos biocidas el salicilato de cinc y benzoato de cinc para hongos
contaminantes de pinturas (Alternaria alternate, Chaetomium globosum), los cuales demostraron ser efectivos
tanto puros como formando parte de pinturas acrilicas.

CONCLUSIONES

Las variantes de pinturas analizadas no presentan contaminacién y el preservo afiadido demostré actividad
bactericida en todas las variantes. Las variantes 175, 176 y 177 son resistentes al ataque de hongos ambientales
en la pelicula aplicada, no asi las variantes 178, 179 y 180 que son susceptibles. Las dosis recomendadas del
biocida PREVENTOL® D-6 para las nuevas formulaciones de pinturas es de 0.1 %, concentracioén a la cual
demostr6 efecto bactericida y fungicida.
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