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RESUMEN

La nanotecnologia.aplicada para la conservacion del patrimonio cultural aporta
diversas posibilidades para disefiar y desarrollar nuevos productos consolidantes y
protectores altamenteseompatibles con el material a tratar; ya que la escala
nanomeétrica de las nanoparticulas (NPs), les permite interactuar con los
microorganismos que colonizan la superficie de los diferentes materiales pétreos,
principalmente los hongos. En_ése sentido, los 6xidos metélicos de magnesio
(MgO) y zinc (ZnO) son nanomateriales altamente compatibles para la proteccion
del patrimonio pétreo. Por lo tanto,.en este trabajo se evaluaron 15 NPs, 6
sintetizadas via hidrotermal y 9 por €o-precipitacion, contra cuatro hongos con
capacidad biodeteriorante (Aspergillusniger, Penicillium oxalicum, Pestalotiopsis
maculans y Phoma eupyrena) obtenienda~la concentracion minima fungicida
(CMF) por la técnica de microdilucion. Las NPs fueron caracterizadas por
Difraccion de Rayos X (DRX) y Microseopia Electronica de Barrido (MEB). Las
NPs de ZnO mostraron mayor actividad @antifungiea _independientemente del tipo
de sintesis con una CMF de 70 a 1250 ug/mL, con accion fungicida predominante
y una relacion de mayor actividad antifungica con.morfologia de prismas
irregulares y barras. En contraste, para las NPs de MgO se requiere una mayor
CMF (156 a 2500 pg/mL), y algunas de ellas solo presentaron un efecto
fungistatico sobre los hongos, y sin inhibir al hongo P. eupyrena..Concluyendo que
la actividad antifangica de las NPs estd mas involucradas pareialmente a su
morfologia que tamafio. Por tanto, estas NPs pueden ser una alternativa viable

para los recubrimientos y proteccion del patrimonio cultural edificado.

Palabras clave: Biodeterioro, Nanoparticulas, MgO, Mg(OH), . ZnO, Zn(OH).,
Antifungicos.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial; un problema latente en la conservacion de los monumentos
histéricos, es el“crecimiento de una gran diversidad de microorganismos que
conforman comunidades microbianas altamente estructuradas (Mansch y Bock,
1998). Los organismog-fatétrofos son los primeros colonizadores y proporcionan la
materia organica queg~sostiene el crecimiento de otros microorganismos

heterétrofos como las bactérias'y hongos (Warscheid y Braams, 2000)

Las comunidades microbianas ferman biopeliculas complejas de diversos colores
que ocasionan el dafio estético a lesymonumentos historicos. Si bien, es cierto que
este dafio aporta la apariencia de“antiguo, debido a los productos metabdlicos
como los &cidos organicos que “biomineralizan la roca, ocasionandoles
alteraciones fisicas y quimicas (Gadd y Dyer, 2017) lo cual es denominado como
biodeterioro. Particularmente, los hongos ejercen un mayor efecto debido a la
intrusion fisica o penetracion de sus hifas ena estructura de la roca, causando

una desestabilizacion de su textura (May.€t al., 1993, Dakal y Cameotra, 2012).

Ante la probleméatica del biodeterioro, la aplicacibn“de~la nanotecnologia en la
conservacion del patrimonio pétreo, aporta diversas posibilidades para disefiar y
desarrollar nuevos productos consolidantes y protectores altamente compatibles
con el material a tratar, ya que no introduce componentes quimicos diferentes al
sustrato original; como ocurre, con el uso de polimeros sintéticos (Sierra-
Fernandez et al., 2014). Las nanoparticulas (NPs) mas utilizadas son los
hidroxidos; debido a la estructura cristalina de estos materiales, los cuales se han
convertido en la principal estrategia para tratar la restauracion y consefvacion de
los materiales pétreos. Entre ellos, los mas comunes son los hidroxidos de.calcio
Ca(OH),, de magnesio Mg(OH), y los de estroncio Sr(OH), (Gémez-Villalba et at,
2010).



La escalasnanométrica de las nanoparticulas, permite la penetracion mas efectiva
en los microorganismos que colonizan la superficie de los diferentes materiales
pétreos. Los ‘mecanismos por los que las NPs inhiben a los microorganismos son
diversos e incluyem;, la produccion fotocatalitica de especies reactivas de oxigeno
(ERO), producidas_len «respuestas a la presencia de NPs de TiO,y ZnO, la
compresion de la envgltura celular bacteriana e interrupcion de la transduccion de
energia ejercida por nanotubos de carbono, ZnO y NPs de plata, y la inhibicién de
la actividad enzimatica y sintesSis de ADN ocasionada por las NPs de quitosano (Li
et al., 2008; Liu et al., 2012).

Los métodos para la obtencion delNPs son muy diversos; tres métodos de sintesis
destacan por sus grandes cualidadesi=método sol-gel, sintesis hidrotermal y co-
precipitacion. El método sol-gel permitela formacion de NPs de estructura y
tamafio muy homogéneas; la sintesis hidrotermal produce estructuras cubicas con
gran actividad bioldgica (Stankic et ak;~2016),y el método de co-precipitacion el
cual genera NPs muy homogéneas,.es facil” yseconémico, lo que permite la
produccion a gran escala de las NPs.

A pesar de la gran variedad de NPs que se.producenglaymayoria de los estudios
estan dedicados a evaluar su actividad antibacteriana y«son escasos los estudios
que reportan el potencial antifingico de estos nanomateriales. Particularmente,
Sierra-Fernandez et al. (2017), han demostrado que NPs de MgO y ZnO, y su
combinacion (MgO/ZnO), obtenidas via sintesis sol-gel, presentan excelente
actividad antifungica contra dos hongos altamente biodeteriorantes: A. niger y P.
oxalicum. Sin embargo, no hay reportes en la literatura de la actividad“antifingica
de NPs de hidroxidos y oxidos de zinc y magnesio, obtenidos por el’método
hidrotermal y co-precipitacion



2. JUSTIFICACION

El patrimonio cultural es el legado mas importante en una civilizacion, que esta
permanentemente expuesto a una gran diversidad de microorganismos,
principalmente ados hongos, bacterias y algas; estos microorganismos colonizan
la superficie de los distintos materiales pétreos de origen natural o artificial,
causando un cambio estético denominado biodeterioro, el cual es considerado uno
de los principales procesos de degradacion del patrimonio construido debido al

dafio profundo ocasionado ‘a“la roca.

Los tratamientos mas comunes$_son la limpieza y desinfeccion de las superficies
porosas con productos quimicoS.y el empleo de recubrimientos organicos o
inorganicos con propiedades antimicrobianas. Pero los biocidas que se utilizan
tradicionalmente no promueven una proteccion a largo plazo y se necesitan de
repetidas limpiezas y aplicaciones,; lo.que.nerementa notablemente los costos de
mantenimiento, ademas de la toxicidad,de los productos empleados.

Es por ello que la nanotecnologia puederbrindartina alternativa mas efectiva y
menos costosa, al ser utilizada para la produccién de’nanomateriales con actividad
antifangica. Los nanomateriales son generados a (niveles nanométricos con
propiedades opticas, quimicas, fisicas, significativamente _mas eficiente que sus
respectivos homologos a mayor escala. La reduccién en el_tamafio de particula,
permite una mejor penetracion de las NPs al interior de los materiales pétreos

dafados, favoreciendo con ello considerablemente su efectividad:

En la actualidad, existe una gran diversidad de metodologicas de sintesis; sin
embargo el método hidrotermal y co-precipitacion ofrecen grandes ventajas con
respecto a otras, con mayor relevancia; debido a la homogeneidad en el tamafo y
forma de las NPs producidas como resultado de la temperatura de sintesis.y
calcinacion. En ese sentido, los 6xidos metalicos de magnesio (MgO) y zinc (ZnQ)
son nanomateriales altamente compatibles y con actividad antifingica que pueden

ser utilizados para la proteccion del patrimonio pétreo.



3. ANTECEDENTES

3.1 Nanotechologia

El término nanotecnologia fue acufiado por Norio Taniguchi en 1974, para
describir con pregiSién los biomateriales industrializados a nivel nanométrico
(Taniguchi, 1974). Posteriormente se amplié el concepto donde la nanotecnologia
comprende el estudio y lasytécnicas en las que se estudia, manipula y se obtiene
de manera controlada: ¢(materiales, sustancias y dispositivos de reducida

dimensiones a escala nanométrica (Villareal, 2005)

El desarrollo de la nanotecnologfa tiene un gran potencial en diversas
aplicaciones, ya que moderniza distintas areas tales como: la alimentaria, textil, la
medicina, quimica, tecnologias de infermacion y energética; prometiendo crear y
manipular nuevos materiales a~€scala nanométrica (Almendares-Camarillo y
Gonzalez-Calderon, 2011).

3.1.2 Clasificacion de las nanoparticulas
Los nanomateriales se clasifican en cuatre“clases‘generales, de acuerdo con EPA
(2004), citado por Delgado (2006):

1.-Materiales de base de carbdén: Estos nanomatefiales estan compuestos
principalmente por carbono y suelen adoptar formas comie esferas huecas,
elipsoides o tubos. Los nanomateriales de carbono con formaelipsoidal o esférica
se conocen como fullerenos, mientras que los cilindricos recibensel nombre de

nanotubos.

2.- Materiales de base metélica: Como su nombre lo indica, se ehcuentran
constituidos por cualquier material metalico, como ejemplo las nanoparticulas de

oro, plata o de metales reactivos como el diéxido de titanio, entre otras.

3.-Dendrimeros: Polimeros nanométricos construidos a modo de arbol, en el que
las ramas crecen a partir de otras y asi sucesivamente. Las terminaciones de cada

cadena de ramas pueden disefarse para ejecutar funciones quimicas especificas



(una propiedad util para los procesos cataliticos); ademas, dado que tienen
cavidades‘intérnas, su uso meédico para la “entrega de droga” es factible, lo mismo

sucede con €lcaso de algunas estructuras de carbén y metalicas.

4.-Compositos: Combinan ciertas NPs con otras o con materiales de mayor
dimensién. Las arcillaS_nanoestructuradas son ejemplo de uso extendido para la

fabricacion de diversos;productos como autopartes.

3.2 Métodos para la sintesis de nanoparticulas

Los métodos de sintesis parasla obtencion de NPs estan divididos en dos
categorias conocidas como topdown (de arriba abajo) y bottom-up (de abajo
arriba). Los métodos top-down son‘aquellos que reducen el tamafio de agregacion
del material hasta llegar a un tamafio_nanométrico con un consumo considerable
de energia, utilizando métodos fisicos ¥ de molienda. Mientras que los métodos
bottom-up involucran la obtenciéri-de un ‘estado de agregacién nanomeétrico,

partiendo de una dispersion molecular{Gomez, 2013).

El método bottom-up es el mas conveniente, para la.obtencién de NPs uniformes y
pequefias. Los métodos mas reportados en la literatura son el método coloidal,
reduccion fotoquimica y radioquimica, irradiacion conwmieroondas, utilizacion de

dendrimeros, hidrotermal, sol-gel y co-precipitacion (Zanelia, 2012).

3.2.1 Sintesis hidrotermal

La sintesis solvotermal o hidrotermal se refiere a reacciones“heterogéneas en
medio acuoso por encima de los 100 °C a 1 bar de presion. El objetivo de esta
técnica es lograr una mejor disolucién de los componentes de un sistema y asi se
logran disolver o hacer reaccionar especies muy poco solubles en condieiones
habituales, por ejemplo el silice, aluminosilicatos, titanatos, sulfuros, entre_otros
(Xie y Shang, 2007).



3.2.2 Sintesis de co-precipitacion

La co-precipitacion consiste en una reaccion, en la cual, en el matraz de reaccion
se encuentra-la..solucion que se desea reaccionar con grupos hidroxidos (ej,
NaOH, KOH); les«carbonatos o las bases de retardo como la urea que caen al
matraz mediante goteo y al reaccionar forma un precipitado del producto deseado
(Zanella, 2002). Durante Jla reaccién se obtiene un aumento gradual y homogéneo

del pH de la solucion enda,cual se lleva a cabo la reaccion.

3.2.3 Ventajas y desventajas de,los métodos de sintesis de nanoparticulas
Los métodos de produccion ¢(de. NPs metalicas por métodos quimicos mas
reportados son: co-precipitaciony depdsito quimico en fase de vapor, sol-gel,

micro-emulsién e hidrotérmica. Cada uno de estos métodos presenta sus ventajas

y desventajas, como se resume en la tablayl.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los-métodosquimicos para la obtencién de nanoparticulas

Método

Co-precipitacion

Ventajas

e El tamafio y composicion faciles de
controlar.

o Modificacién de la superficie de las
particulas.

e Alta produccion.

R

- Desventajas

Facil‘eontaminacion del material.
Las variablés no se controlan.
Heterogeneidad del tamafio.

o o o

Referencias

Parak et al., 2003

Deposito quimico
en fase de vapor

o Materiales
puros

e Produccion de peliculas uniformes.

e Control de la estructura cristalina,
morfologia y orientacion.

altamente densos y

e Uso de reactores”y ‘sistema de
vacio sofisticado.

o Dificultad de procesamiento.

e Manejo de productossquimicos
tdxicos.

Gomez-Aleixandre
et al., 2003

Micro-emulsién

o Distribucién de tamafio homogéneo
e Facil control del tamafio y forma de
la nanoestructura.

e Mala cristalinidad.
e Baja produccion.

Helen et al., 2007

fases cristalinas

estables en el punto de fusion.

e Formacion de

e Requiere de autoclaves caras.
e No se observa el crecimiento del

Yao ewu, 2007,

el e e Es adecuado para el crecimiento de | cristal. Byrappa e
grandes cristales de buena calidad, Yoshimura, 2013
e Manteniendo un buen control sobre
Su composicion.
e Alta pureza, uniforme y reproducible | e Alto costo de los alcéxidos.
Sol-gel » Control de la composicion. « Tiempo prolongado. Mehrotra, (1988

e Mezcla homogénea.
o Alta reactividad de las particulas,
(amorfa o cristalina).

e Manejo de productos toxicos.

Yamane et al., 1997
Livage et al., 1998




3.3 Nanoparticulas de 6xido de zinc

Las nanoestructuras de ZnO estan a la vanguardia de las investigaciones debido a
sus propiedades-Unicas y sus amplias aplicaciones industriales. Actualmente son
empleadas paras“a liberaciobn controlada de medicamentos, ingredientes
cosmeéticos y materiales médicos (Zhou et al., 2006; Huh y Kwon, 2011). En este
sentido, se han reportado-las propiedades antibacterianas de amplio espectro del
ZnO con baja o selectiva toxicidad, dada su naturaleza bio-compatible, cada vez

se usan mas como agentes.antimicrobianos (Azam et al., 2012).

La actividad biolégica de (ZnO es producida por sus caracteristicas
microestructurales, tales como su/morfologia, cristalinidad y su composicion
quimica, que depende del tratamiento térmico sometido. Frecuentemente se
obtienen tamarfios de entre 5-90 nm (Rérez-Taborda, 2008), por lo que el efecto
sobre el tamafio de las NPs ha generado.mucha atencién y cada vez hay mas
estudios dirigidos a su modificacién;~en la/busqueda de potenciar su actividad
biolégica (Jauregui et al., 2011).

3.4 Nanoparticulas de 6xido de maghesio

Oxidos metalicos como el TiO, ZnO, MgO y-€CaO son de Jparticular interés, debido
a su estabilidad quimica y por considerarse seguras para los_ humanos y animales
(Stoimenov et al.,, 2002). En la medicina, el MgO se utiliza.para el alivio de la
acidez estomacal, dolor de estomago, y para la regeneracion 0sea.(Bertinetti et al.,
2009; Martinez-Boubeta et al., 2010). Las NPs de MgO ‘también se han
documentado para su aplicacion en el tratamiento de tumores (Di et ak, 2012) y
como un agente antibacteriano. Esas propiedades se han potencializando en su
forma de polvo a nivel nanométrico. El 6xido de magnesio como um_agente
antibacteriano inorgénico tiene alta resistencia al calor y buena estabilidad:)Al
mismo tiempo, debido a que hay un gran nimero de defectos presentes en la
superficie de MgO, este puede absorber algunos agentes antibacterianos ionicos-
organicos o puramente organicos para formar un material antibacteriano

compuesto con una estabilidad térmica mejorada (Cui et al., 2015). El oxido de


http://pubs.acs.org/author/Stoimenov%2C+Peter+K

magnesio~a_escala nanométrica inhibe actividad bacteriana de forma eficiente
contra bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas, pero también contra
esporas fungieas.y virus (Beyth et al., 2015). Comparado con otras NPs metalicas,
las NPs de MgO-«tienen la ventaja de que pueden prepararse a partir de

precursores econdmicos.

Muchos métodos, ineluyendo el método sol-gel, método hidrotermal, co-
precipitacion, métodos meeano-quimicos, método de microemulsion, entre otros,
se han utilizado para la preparacion de NPs de MgO. La morfologia y tamafios de
las NPs de MgO pueden contrglarse ajustando las condiciones de procesamiento
(Kumar y Kumar, 2008; Tang y Lv; 2014).

3.5. Actividad biolégica de las nanoparticulas

La capacidad antimicrobiana de las NPs en gran parte depende del tamafio, la
estabilidad de la NPs, y de su concentracion.en el medio de cultivo donde crecen
los microorganismos. Las poblaciones, micrabianas son inhibidas por la intima
interaccion de las NPs (Raghupati, et/aly 2011),.ya~que el tamafio de la célula
bacteriana estd en un nivel de micrometros, mientras que sus membranas
celulares exteriores tienen poros en elrango nanométrico (Padmavathy y
Vijayaraghavan, 2008), por lo que la eficiencia para atravesar la membrana es

muy alta.

Diversos estudios han indicado que el mecanismo antibacteriano)de las NPs de
MgO y ZnO se debe a la formacion de especies reactivas del oxigeno' (ERO), tales
como el anién superéxido (0%) y el peroxido de hidrogeno (H.0>), (Yamamoto et
al., 2001; Huang et al., 2005a, 2005b, Lin et al., 2005; Yamamoto etgsal} 2010;
Lemire et al., 2013; Stankinc et al., 2016; Hemeg, 2017; Raghunath et al., 2017;
Wang et al., 2017). Debido al aumento de la superficie de las particulas, las-NPs
de 6xido metalicos conducen a un aumento de la concentracion de O, que
destruye eficientemente la pared celular de las bacterias, causando dafio en la

sintesis de proteina y del ADN, lo que conlleva a la supresién de la divisién celular



(Fig. 1). Sin_embargo, cuando el tamafio de particula de los 6xidos metalicos es
inferior a 15+Am, el efecto de agregacion se vuelve muy significativo debido a la
alta energia superficial de las particulas, esto causa la muerte celular, debido a la
inhibicion de la* cadena de transporte de electrones que produce el ATP; via

oxidacion fosforilativa‘(Raghunath et al., 2017; Wang et al., 2017).

. Acumulacion de

> SeF i

Permeabilidad
de membrana

Daiio a pared Inhibicion
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de iones )Daio ADN

Figura 1. Mecanismos propuestos de la/actividad bactericida causado por diferentes 6xidos
metalicos nanoestructurados. Tomado“de~Vazguez-QImos et al., 2018. Imagen disefiada con
base en Lemire et al., 2013; Stankinc et al.»2016; Hemeg, 2017; Raghunath et al., 2017; Wang
etal., 2017).

3.6 Actividad biolégica de ZnOy MgO

Recientemente Kumar et al. (2016), han compilado la informacioén de la actividad
antibacteriana de NPs de ZnO obtenidas via hidrotermal. Sin.embargo, la actividad
antifngica por este método es poco reportada. Entre los pocos.estudios, esta el
de Sierra-Fernandez et al. (2017), quienes reportaron la obtencion de NPs
mediante el método sol-gel, para ser usadas como recubrimientos antifingicos de
piedras dolomiticas y calciticas, eficaces contra diferentes hongos biodeteriorantes

como A. niger, P. oxalicum, P. maculans y Paraconiothyrium sp.

A continuacion en la tabla 2 se presenta una recopilacion de datos de trabajos’en
los que se han evaluado NPs de ZnO y MgO contra el hongo levaduriforme

(Candida albicans) y diversos hongos filamentosos, es importante hacer notar que



son escasos los reportes sobre la actividad antifingica contra los hongos

involucradoss«en el biodeterioro.

Tabla 2. Actividad, antifingica reportada para diferentes tamafios de nanoparticulas de 6xido de zinc y
magnesio.

NPs/Tamafio

Hongo

Concentracion Minima

Referencia

inhibitoria
MgO 40 nm >3200 pg/mL
ZnO 20 nm ida albicans 200 pg/mL Karimiyan et al.,2015
ZnO 30 nm Scleroti oeocarpa 200 pg/mL Lietal., 2017
Zn0O 15-70 nm Botry erea 6 mM/L
Penicillium eWum Fungicida He et al., 2011
ZnO 35 nm Aspergillus 2.5 mg/mL
Candida albic = 5 mg/mL Gondal et al., 2012
ZnO <100 nm Fusarium graminareﬁf\ 89 mg/mL Dimkpa et al., 2013
=N
ZnO 65 nm Aspergillus niger 6\) 12.5 ug/mL
Candida albicans ‘e 6.5 ug Singh y Nanda, 2013
Candida albicahs
ZnO 4-38 nm Malassezia pachyd Palanikumar et al., 2012
ZnO 130 nm Aspergillus niger \_V'
MgO y Mg1—xZnxO Penicillium oxalicum Sierra-Fernandez et al., 2017
39 -52 nm Paraconiothyrium sp.
Pestalotiopsis maculans

3.6 Patrimonio cultural

De acuerdo con Velasco (2009) “El patrimonio cultural es el conjunto de bienes,

materiales e inmateriales, que son identificados por una sociedad concreta como

portadores de valores culturales propios de la comunidad”. En este sentido, el

patrimonio cultural adquiere un significado especial cuando es considerado como

uno de los recursos del territorio, susceptible de generar rigueza; discurso ‘que aun

resulta mas valioso cuando éste se centra en las potencialidades de laS _regiones

desfavorecidas (Caravana et al., 1996).

3.7 Biodeterioro

Una definicion ampliamente aceptada de biodeterioro fue propuesta por Hueck

(2001) como: "cualquier cambio indeseable en las propiedades de un material

causado por las actividades vitales de los organismos". Proceso por el cual "los
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agentes hielogicos, es decir, los organismos vivos, son la causa de la disminucién
estructural’de’la calidad o del valor". Es importante distinguir entre biodeterioracion
y biodegradacién, ya que pueden usarse erroneamente como iguales. De acuerdo
con Allsopp et al. (2004), la biodegradacion se refiere al uso de microorganismos
para modificar materiales con un propésito positivo o Gtil, mientras que el

biodeterioro refiere al impacto negativo de la actividad de los organismos vivos.

Existen otros factores que influyen significativamente en el grado del deterioro del
patrimonio histérico cultural. Entre ellos cabe mencionar la humedad, la
temperatura, las sales y el usoginadecuado de tratamientos para la conservacion,
como pueden ser la aplicacion de algunos tipos de polimeros sintéticos (Fort,
2007; Giorgi et al., 2010). Tanto las pinturas, como las piedras utilizadas en los
monumentos, frecuentemente sufren procesos de deterioro debido a condiciones

medioambientales agresivas (Baglioni y Giorgi;»2006).

Saiz-Jiménez (1997), menciona que la participacion de los microorganismos en el
biodeterioro puede deberse a diferentes mecanismes;tales como: 1) La presencia
fisica de las células microbianas, que llegan‘a produgir.conexioén y formar parte de
un posible circuito electroquimico. 2) La preduccion de“acidos organicos (oxalico,
acético, fumarico, glucénico,) e inorganicos (sulfaricoy nitrico, carbdnico),
causando hidrolisis en los materiales y la produccion de compuestos dafiinos tras
su combinacion con el agua; formando asi, sulfuro de hidrégeno, éxidos de
nitrégeno, precipitando los sulfuros de la piedra y actuando‘.eomo oxidantes/
reductores. 3) Estrés salino, por los productos de reaccion de los acidos;
aumentando la sensibilidad al congelamiento y permitiendo la formacion de
cristales en los poros internos de la piedra. 4) Produccion de biopeliCulas y
biodepositos, por los exopolimeros, formando celdas de corrosion las“cuales
retienen agua en el interior de los poros de la roca, formando superficies
hidrofébicas las cuales reducen la eficiencia en el intercambio de calor y aumenta
la presion. 5) Produccion de enzimas extracelulares que producen la liberacion de

compuestos inorganicos a moléculas solubles en agua. 6) La produccion de
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agentes _guelantes, solubilizando sustancias hidrofébicas o potencialmente

insolubles:

3.8 Hongos y(su papel en el biodeterioro

Los hongos son mieroorganismos heterdtrofos y pueden colonizar numerosos
sustratos por su amplia diversidad fisiologica y los diferentes mecanismos de
dispersion de sus esporasy especialmente a través del aire (Madinga et al., 2012).
Pueden tener un mayorpotencial deteriogénico que las bacterias, ya que
producen y excretan concentraciones mas altas de acidos organicos (Palmer y
Hirsch, 1991). Ademas, estos microorganismos pueden causar la biodegradacion
fisica de la roca mediante el crecimiento de redes de hifas a través del sistema
espacial de poros (Urzi et al., 2000). El desarrollo de los hongos exige un cierto
grado de humedad, siendo ideal entre60.y 98% de humedad relativa, de modo
gue la presencia de hongos se exacerba enJas superficies de las piedras situadas
al nivel de suelo y en sitios donde” hay-infiltracion del agua subterranea (Griffin y
Koestler, 1991).

Los hongos también son agentes impoftantes delsbiodeterioro de la piedra, la
madera, el yeso, el cemento, el hormigon y ‘etros materiales de construccion y son
componentes importantes de las comunidades microbianas que habitan en las
rocas. Ademas, tienen un papel importante en la disoluciénsmineral y la formacion

de minerales secundarios (Gadd, 2007).

El trabajo de Manley (1986) ya ha demostrado la participacion de los_hongos en el
deterioro de los diferentes tipos de roca monumental, debido a la produccion de
diversos acidos orgéanicos tipo quelantes (lactico, oxalico o gluconico), asi.como la
habilidad que tienen las hifas para penetrar la roca. De manera habitual, los
hongos colonizan la roca, formando simbiontes con algas (liquenes) responsables
de la formacién de estructuras denominadas “costras negras”, un aspecto habitual
de la degradacion en este tipo de rocas (Alava, 1995). Por otro lado, los géneros

Penicillium, Aspergillus, Alternaria y Cladosporium, han sido reportados como los
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principales“microorganismos involucrados en el deterioro de las rocas calcita y
dolomita, yasque son conocidos como productores de acidos organicos (Koestler
et al., 1985; Gémez-Cornelio et al., 2016).

Por lo anterior,” el~conocimiento de este tipo de deterioro cobra una gran
importancia para la” proteccion y restauracion de monumentos historicos
elaborados en roca. Su estudio permite actuar de modo especifico y utilizar las

técnicas y las NPs adecuadas para cada tipo de deterioro.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo‘general

Sintetizar nanoparticulas de 6xido e hidroxido de zinc y magnesio por los métodos
hidrotermal y co-précipitacion, y evaluar su capacidad antifungica en diferentes
hongos involucrados‘en-el biodeterioro del material pétreo.

4.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanopartictlas de 6xido e hidroxido de zinc y magnesio por el
método hidrotermal.

e Sintetizar nanoparticulas de”oxido e hidroxido de zinc y magnesio por el

meétodo de co-precipitacion.

e Evaluar la actividad antifungica de nanoparticulas de éxido e hidréxido de
zinc y magnesio sintetizadospor los métodos hidrotermal y co-precipitacién
sobre Aspergillus niger, Penicillium oxalicum, Pestalotiopsis maculans y
Phoma eupyrena.

e Definir el modo de accién fungicida o_fungistatico~de las nanoparticulas de
oxido e hidroxidos de zinc y magnesio sobre Aspergillus niger, Penicillium

oxalicum, Pestalotiopsis maculans y Phoma eupyrenax
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5. DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sintesis/de las nanoparticulas
6.1.1 Método de.co=precipitacion

6.1.1.1 Sintesis de NPs-metalicas de 6xido e hidroxido de ZnOy MgO

Se elaboraron solucionesyde Zn(NO3)-6H,O y Mg(NO3)-6H,O (Sigma, Aldrich
98%) con una concentraciohsde 0.2 M en 100 mL de agua desionizada. La
reaccion se llevd a cabo manteniendo la temperatura de sintesis a temperatura
ambiente, 60 °C y 70 °C, con_agitacion vigorosa. Una vez alcanzadas dichas
condiciones, se afiadid, gota a gota; 100 mL de solucion 0.4 M de NaOH (Sigma,

Aldrich 98%) por un tiempo aproximadao de 2.5 h.

Después, las muestras se lavaron’con etanol y centrifugaron a 3000 rpm por 10
min; este procedimiento se repitiG-tres veces. Posteriormente, las muestras se
secaron en un horno a 50 °C durante un tiempo de 24 a 48 h, obteniéndose
hidroxido de zinc e hidroxido de magnesio® Por ultimo; las muestras se sometieron
a una temperatura de 500 °C y 1000.°C. durante)2 h con una rampa de
calentamiento de 5 °C/min, para asi obtener‘oxido de zinc y 6xido de magnesio.

Estas sintesis se realizaron de acuerdo con Tamilselve et als(2013).
6.2 Método hidrotermal

6.2.1 Sintesis de nanoparticulas metalicas de 6xido e hidroxidode ZnOy
MgO

Las muestras de ZnO y MgO se prepararon por el método hidrotérmico. Las NPs
de ZnO se elaboraron a partir de una solucion de Zn(NO3)-6H,0O (Sigma,Aldrich
98%) con una concentracion de 0.2 M en 100 mL de agua desionizada, mientras
que para el Mg(OH), se prepard con los mismos reactivos descritos en la sec€ién
6.1.1.1 con una relacién 1:1 a una concentracion 0.2 M en 100 mL de agua
desionizada. La reaccién se llevo a cabo manteniendo la temperatura de sintesis a

temperatura ambiente y 70 °C, con agitacion vigorosa. Una vez alcanzadas dichas
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condiciones, se afadio, gota a gota, 100 mL de una solucion 0.4 M de NaOH
(Aldrich 98%),, por un tiempo aproximado de 2.5 h; Una vez mezcladas ambas
soluciones, fas_muestras se sometieron a un tratamiento hidrotérmico que
consistid en transferir la solucion en una autoclave de digestion, sometiéndola a

distintas temperaturas dentro de un rango de 100-160 °C por un periodo de 24 h.

Se prepararon diferentes, muestras variando la temperatura de tratamiento
hidrotérmico. Una muestra_se, traté a temperatura de 100 °C por un periodo de 24
h, la segunda muestra a 160 °C durante 24 h y la tercera muestra se sometieron a
una temperatura de 100 °C pordn periodo de 24 h y posteriormente se llevo a una
temperatura de 160 °C durante{ 24 h. Al término de este procedimiento, las
muestras se lavaron con etanol y centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min; este
procedimiento se repitid tres veces. Pasteriormente, las muestras se secaron en
un horno a temperatura constanteé/de 50 °C_de 24 a 48 h, obteniéndose asi 6xido

de zinc y 6xido de magnesio (Corral-Aguado et.al., 2016).

6.3 Caracterizacion estructural y morfoldgica-de las nanoparticulas

Las NPs sintetizadas se caracterizaron (mediante las\técnicas de Difraccion de
Rayos X (DRX) y Microscopia Electrénica<de Barrido) (MEB). Estas técnicas
permitieron conocer el tamafio de las NPs y la disperSion o estructura de los
atomos que se aglomeran formando dichas NPs (Henriguez et al.,, 2008;
Villanueva et al., 2009).

Los difractogramas se compararon con la base de datos del Joint Committee
Diffraction Standart (JCPDS), para establecer las coincidencias con los‘patrones

caracteristicos de las nanoparticulas sintetizadas.

6.3.1 Difraccién de rayos X

La composicion de la fase y de estructuras cristalogréficas de las NPs delos
oxidos metalicos, se analizaron usando un difractometro de rayos X (Bruker D-8
advance), con una geometria de Bragg-Brentano y una radiacion Cu-Ka (A=

1.5418 A) utilizando las siguientes condiciones: tamafio de paso = 0,02°, tiempo
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de paso =5 s, 5° < 20 < 90°. El tamafo de cristalito (r), sé calculé usando la

ecuacion de.Scherrer.

_ 0.9A
" Bcos®

Dénde:

d es el tamafio del cristalite, 0.9 el factor de Scherrer

A La longitud de onda de‘0s.rayos X utilizados (1.5418x107°A)

B es el ensanchamiento del pico a la mitad de la intensidad méaxima, después de
restarle ensanchamiento del instrumento (Bins es 2.9x107 radianes)

0 es el angulo de Bragg.

6.3.2 Caracterizacion por microscopia electronica de barrido (MEB)

6.3.2.1 Procesamiento de muestrasipara microscopia electronica de barrido

Las muestras verificadas por DRX se\disolvieron en alcohol isopropilico y se
sonicaron por 15 min. Posteriormeéente’se depositaron en una pelicula de carbono y
se dej6é evaporar el isopropanol en una parrilla de- calentamiento a 60 °C durante 1
h. La morfologia y el tamafio de las NPs,representativas para cada reaccion se
determinaron usando el microscopio eleéctronico de“barrido (MEB, JEOL JSM-
7600F). Para determinar el didmetro de‘las particulas, las imagenes fueron

analizadas con la ayuda del software ImageJ.

6.4 Modelos fungicos

En este estudio se probaron las propiedades antifingicas de lasgNPs*contra cuatro
tipos de hongos por ocasionar la biomineralizacion y el biodeterioro\estético de la
piedra caliza: Aspergillus niger SG-174, Penicillium oxalicum~SG-169,
Pestalotiopsis maculans SG-756 que producen altas cantidades de acides.0xalicos
con un efecto biomineralizante; lo que contribuye al biodeterioro de la piedra, y
Phoma eupyrena SG-83 que fue seleccionado por ocasionar un dafio estetico
sobre la superficie del material pétreo debido a su alta pigmentacion marrén
obscuro (melanina) presente en su paredes celulares (Goméz-Cornelio et al.,
2016; De la Rosa-Garcia et al., 2018).
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6.4.1 Obtencién de indculos fangicos

Los hongos_sé, cultivaron en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA, Difco) y
se incubaron‘@?28 °C de 4-14 dias. El in6culo de cada hongo se obtuvo agregando
solucion salina isoténica (NaCl 0.85%) a la caja de Petri. La suspension obtenida
se contabiliz6 con jayuda de una camara de Neubauer y se ajustd a una
concentracion final def5x10° esporas/mL, las cuales se utilizaron para realizar los

ensayos.

6.5 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria por el

método de microdilucion

La técnica de microdilucion en ‘caldo es de gran utilidad para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI), y es definida como la concentracion
minima requerida de un compuesto para*prevenir el crecimiento microbiano in

vitro.

6.5.1 Ensayo de microdilucion.

El ensayo se realizdé en microplacas estériles de ‘96 pozos, y se evaluaron las NPs
a concentraciones finales de 5000 a 2.44ug/mL; para tal efecto, se pesaron 5000
Mg de cada NPs a evaluar y se disolvieron en 1000 uL (de/Dimetilsulfoxido (DMSO,
Sigma, Aldrich) para obtener una concentracion final de~100,000 pg/mL. Se
transfirieron 20 yL (1000 pg) al primer pozo de la microplacareon 190 uL de Caldo
Papa Dextrosa (CPD, Difco), se homogenizé y se transfirié 100~uL al siguiente
pozo que contiene previamente 100 yL de CPD, realizandosexasi diluciones
dobles seriadas. Este paso se realizd6 sucesivamente hasta llegar al \pozo 12.
Después se realizaron todas las diluciones de las NPs, se agregd 100 _uL de la
suspension de esporas a una concentracion ajustada de 5x10° esporas/mL¢De tal
manera que se evaluaron las NPs a las siguientes concentraciones 5000, 2500,
1250, 625, 312.5, 156.2, 78.1, 39, 19.5, 9.76, 4.88 y 2.44 nug/mL. Las microplacas
se incubaron a 28 °C durante 48 h. Se usaron como control negativo DMSO Yy

como positivo se utilizé el antifangico comercial Itraconazol a una concentraciéon
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de 1000 ygimL (Soria-Castro, 2014). Los ensayos se realizaron por triplicado para
cada hongosLa determinacion de la CMI en los hongos, se realizé mediante la
observacion ‘de.germinacion de las esporas de manera visual, con ayuda del
microscopio invertido. Para este caso, el valor de CMI corresponde a la

concentracion mas\bajaa la cual no se observa la germinacion de las esporas.

6.6 Determinacion del. modo de accion antifungica

La técnica de microdilucion” también permite determinar el modo de accién de la
sustancia como la concentracion.minima fungicida (CMF), que es definida como la
concentracion mas baja que puede prevenir el crecimiento del hongo después de

sub-cultivar en un medio libre del eompuesto evaluado.

6.6.1 Determinacion de la concentracion minima fungicida (CMF)

A las 48 h de incubacién de las microplacas, se tomaron 25 pL de cada dilucién
donde no se observo crecimiento“0-germinacion de las esporas y se depositd en
una caja de PDA para cada hongo. Las placas_se incubaron a 28 °C por 48 hy se
determiné la CMF que corresponde a la_eoncentracion minima a la cual las NPs
evaluadas no permiten el crecimiento del.hongo o la presencia de menos de tres
colonias. Para determinar si la NPs tiene un‘efecto fungicida o bien fungistatico, se
utilizé la relacion CMF/CMI, considerandose, fungistatico cuando la relacion es >

4,y fungicida cuando la relacion de CMF/CMI es < 4 (de Castroet al., 2015).

6.7 Analisis estadistico

Para la concentracion minima fungicida se realizé un andlisis ‘multivariado de
agrupamiento para delimitar los grupos de nanoparticulas obtepidas bajo
diferentes sintesis, con base en al valor de la concentracion minima(necesaria
para causar la lisis celular de los hongos. El andlisis se realizd utilizando un
algoritmo de grupo pareado (UPGMA) con su indice de similitud euclidiana‘en el

software Past3 version 3.03 (Hammer, 2009).

20



7. RESULTADO Y DISCUSION

7.1. Sintesis' de NPs metélicas de 6xido e hidréxido de ZnO y MgO

Se sintetizaron.un _total de 15 NPs (seis obtenidas por el método hidrotermal y
nueve por co-precipitacion), de las cuales nueve fueron 6xidos (6 de ZnO y 3 de
MgO), cuatro hidroxidosde Mg(OH), y dos nitrato de hidroxido de zinc.

7.1.1 Caracterizaciéon deja sintesis por difraccion de rayos X

La difraccibn de Rayos X#(DRX) es una técnica esencial y rutinaria para la
caracterizacion de solidos y en“particular, para la identificacion de fases cristalinas.
La DRX de los diferentes planos-cristalinos produce una serie de reflejos que
difieren en su posicién e intensidad y constituyen en su conjunto, un perfil o patron
caracteristico del cristal que lo han prevocado. Por lo tanto, el analisis de patrén
permite obtener informacion sobre la naturaleza del material, asi como la forma

cristalina del material (Jenkis y Snynder, 2012).

De esta manera, se confirmé la idenfidad de .cada sintesis, el analisis de los
patrones de DRX revelaron que la NPS deyZnO ‘sintetizado por ambos métodos
(co-precipitacién e hidrotermal) presentaron(el mismo4patron de difraccién (00-036-
1451) correspondiente a la zincita (ZnO). Se observan peguefias variaciones en el
ancho del pico, las cuales estan relacionadas con el tamafio.del cristalito obtenido

por las diferentes sintesis.

Por el método hidrotermal no fue posible obtener directamente lassNPs de MgO,
ya que metodolégicamente se obtiene Mg(OH), debido a que® necesita
temperaturas elevadas (>500 °C) para obtener el MgO. En cambio, por el.método
de co-precipitacion, se confirmé la obtencion de MgO por el patron de difraccion
caracteristico 00-004-0829 que corresponde a la periclasa (MgO). Los patronesde
difraccion de los MgO obtenidos difieren solo en términos del ancho de los pi€os;

lo que esta relacionado con el tamafio de los cristalitos.
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Para el caso de la sintesis del hidréxido de zinc debido a la inestabilidad de este
compuesto, tanto por co-precipitaciéon como por hidrotermal, no se logré obtener el
Zn(OH),. En‘os.difractograma se observan dos fases, una fase mayoritaria que
corresponde al nitrato de hidroxido de zinc (JCPDS) 00-024-1460 (indicada con
cruces azules) para Zns(OH)s(NOs3)2-2H,0 y una segunda fase que coincide con el
patron de difraccion (JCPDS) 00-036-1451 para ZnO (*zincita).

Con respecto a las NPs desMg(OH),, obtenido por ambos métodos de sintesis, se
observo una fase pura con'la presencia de cuatro reflexiones caracteristicas del
Mg(OH). que coincide con el patron de difraccion de la fase cristalina de brucita
(JCPDS) 00-075-1527. En la Figdra'2 se muestran los patrones de difraccion de

los rayos X representativos de los nangmateriales sintetizados anteriormente.

Zng5(NO3)(OH)g-2H,0

Mg(OH),

ZnO
MgO
A J.____.h.

Intensidad (U.A)
>
-

S
=~
X
X
Lok
e Xk
o

VA .
20 30 40 50 60 70
20 ()

Figura 2. Patrones de difraccion de rayos X representativos de las
nanoparticulas sintetizadas

7.1.2 Andlisis del tamafo del cristalito por difraccién de rayos X

Con la informacion obtenida de los patrones de difraccion de rayos X, se-calculo el
tamafo del cristalito de las NPs usando la ecuacion de Scherrer. Sin embargo;, es
importante indicar que el tamafo calculado no es necesariamente el tamafio'real
de la particula, ya que una particula se puede componer por uno 0 variaos

cristalitos.
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Las condieiones durante las sintesis para la obtencién de las diferentes NPs, se
muestran ensla tabla 3 para los dos tipos de sintesis (hidrotermal en color verde y
co-precipitacion_en color azul) y el tamafio del cristalito determinado con la

ecuacion Scherrel:

Como se puede observar durante la sintesis hidrotermal a una temperatura de
100°C, las NPs obtenidas de ZnO tienen un tamafio de cristalito de 31 nm.
Mientras que con un tratamiento térmico a 160 °C, el tamafio del cristalito aumenta
a 42 nm. En comparacion, al usar temperaturas en rampa de 100-160 °C se
obtiene un tamafio menor que’en, los casos anteriores (29 nm), probablemente
debido a las variaciones de temperatura, ya que primero estd 100 °C durante 1
hora y luego a 160 °C por otra hora. En este caso, se observa que el tiempo de

reaccion tiene un efecto en el tamafo del.cristalito obtenido.

En el método de co-precipitacion;7el tamafo del cristalito se ve modificado
conforme aumenta la temperatura de.calcinaCion. El tamafio de cristalito es mas
pequefio (36 nm) cuando se trabajé a una.temperatura de 60 °C y sin calcinacion;
en cambio, a temperatura ambiente y cal¢inacién de.500 °C el tamafio incremento
a 39 nm y finalmente a una temperatura de'sintesis des7Q °C y horneado de 1000

°C el tamafio de cristalito casi duplica en tamafio (61 nm)q

Como se menciond anteriormente, el Zn(OH), no se obtuvo via'hidrotermal, en su
lugar el material Zns(NO3)2(OH)s-2H,0 obtenido a temperatura ambiente present6
un tamafo de cristalito mas pequefio (17 nm), por el contrario, las mismas NPs

sintetizada via co-precipitacion fueron del doble del tamafio con 33 nm.

De igual forma, las NPs de Mg(OH), sintetizadas por el método hidrotermal
muestran que las temperaturas a las cuales fueron sometidas y el tratamiento
hidrotérmico de 100 a 160 °C, generan NPs de diferentes tamafos. En el caso,del
uso de 100 °C se obtiene tamafios de NPs de 29 nm, mientras que con un
tratamiento hidrotérmico de 160 °C se consigue tamafios de 22 nm. En contraste

con la sintesis de co-precipitacion se observaron tamafios de NPs mas pequefio
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(18 nm) sim-el uso temperatura, y a una temperatura a 70 °C se obtiene un tamafio

ligeramente_mayor (22 nm).

Tabla 3. Condiciones para la obtencién de NPs por el método hidrotérmico y co-precipitacion y tamafio del
cristalito obtenido

" _Condiciones de Temperatura Tamafio
(°C) NPs obtenida del

Clave Sintesis % ) ) . e verificada por DRX Cristalito
%s Hidrotérmico n (nm)
B.3.2 TIA 100 --- Zn0O 31
B.3.3 T/A 160 -—- Zn0O 42
B.3.4 T/A 100-160 -—- Zn0O 29
B.3.1 | Hidrotermal T/IA Zns(NO3)2(OH)s-2H,0 17
B.9.2 70 100 --- Mg(OH), 29
B.2.1 70 160 --- Mg(OH), 22
S6 60 -£- --- Zn0O 36
M19 T/IA --- 500 Zn0O 39
A2 c 70 --- 1000 Zn0O 61
M192 preCiF?i{aCié T/A y-- -== Zns(N03)2(OH)g'2H20 33
M15 = T/A --- 500 MgO 13
M10 T/A -4 1000 MgO 92
A3 70 -\ 1000 MgO 34
M.1.1 T/IA --- -+ Mg(OH), 18
M11 70 --- --- Mg(OH), 22

Temperatura ambiente (T/A), Difraccion desfayos X (DRX).

7.2 Caracterizacion por microscopia electrénica-debarrido (MEB)

La microscopia electronica de barrido (MEB), se basa enh el principio de la
microscopia optica en la que se sustituye el haz de luz por unshaz de electrones.
Con esto conseguimos hasta los 100 A, resolucion muy superior a cualquier

instrumento optico.

En la Figura 3, se puede observar que las NPs de ZnO sintetizadas_por via
hidrotermal a los diferentes tratamientos térmicos: 100 °C, 160 °C y 100-160 °C,
respectivamente, muestran que las variaciones en la temperatura tienen un-efecto
en la morfologia de las NPs. En el caso del ZnO (B.3.2) se observa prismas con
extremos piramidales y rectangulares, en cambio en la sintesis B.3.3 predominan

las barras hexagonales.
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B.3.2 3 4 B.3.3
ZnO a9 ZnO
Temperatura: ; Temperatura
ambiente, ! i ambiente
Hidrotermal 100°C Hidrotermal
Tamafio: : 160°C
31 nm " Tamafio:
Diametro: 42 nm
47-58 nm . o Th o Diametro:
@ ma: prismas con | [ L RE ‘ L ‘ 91-113 nm

extremos i Forma:
@ idales k ¥ . ’ barras hexagonales
Ve Nt

%

B.3.1
Zn0O Zns(OH)g(N03)2'2H2
Temperatura: XM - O
ambiente, Temperatura
Hidrotermal 100- ambiente,
1602 Tamafio:
Tamaf 17 nm
29 nm Diametro:
Diametro: ® 20-40 nm
44-72 nm Forma:
Forma: Barras Prismas irregulares
amorfas en el caso de

Zns(OH)g(N03)2'2H2
(6]

Y ovoides en el
caso
del ZnO.

Figura 3. Determinacién del tamafio del cristalito, el diametro promedio y morfologia de las NPs de ZnO'y
Zns(OH)g(NO3),-2H,0 sintetizadas via hidrotermal.

De manera contrastante, las variaciones de temperatura durante la sintesis de
ZnO (B.3.4) generaron NPs con una morfologia poco definida y ‘aglomeradas. En
ese sentido, las NPs de ZnO sintetizadas via co-precipitacion (Fig. 4) a
temperatura ambiente y bajo condiciones de calcinacion de 500 °C+ (M19),
presentaron estructuras ovoides, en comparacion con las NPs A2 lass/cuales
presentaron una morfologia con estructuras de barras hexagonales, y
rectangulares bien definidas a una temperatura de 70 °C con una calcinacion.de
1000 °C.
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A2
ZnO M19
Temperatura: ZnO
70°C Temperatura:
Calcinacion: ambiente
1000°C Calcinacio6n:
Tamafio: 30 500°C
nm Tamafio:
Diametro: 28 nm
19-116 nm Diametro:
Forma: 24-130 nm
?arras Forma:
e;;]gales ovoides
re ares
M19. A3
Zn(OH), MgO
Temperatura: Temperatura:
ambiente 70°C
Calcinacion: Calcinacion:
1000°C
Tamafio:
17 nm
ia ! Diametro:
30-121nrr6 13-51 nm
Forma: Forma:
Nanoflakes ™ Pequefias
(hojuelas) esferasy
cilindros
S6
M15 Zn0O
MgO Temperatura:
Temperatura: 60°C
ambiente Tamafio:
Calcinacion: 36 nm
500°C Diametro:
Tamafo: 23-80 nm
6nm
Diametro: Forma:
18-58nm Barras
Forma: hexagonales
Nanoflakes
(hojuelas)

Figura 4. Determinacion del tamafio del cristalito, el didmetro promedio y morfologia de las Nps de ZnQ_,
Zn(OH) y MgO sintetizadas via co-precipitacion

26



Por otra parte, las NPs de Zns(NO3),(OH)g-2H,0 sintetizados via hidrotermal y co-
precipitaciop” a una temperatura ambiente presentan formas contrastantes,
mientras queta NPs M19.2 corresponde a una morfologia ovoide con presencia de
algunas varillas, las<NPs B.3.1 presentan prismas irregulares (Fig. 3). De la misma
manera, la morfologia+de las NPs de MgO sintetizadas por co-precipitacion
también se ven alterada por el uso de temperatura, se observan NPs en forma de
pequefias esferas y algumos cilindros a una temperatura de 70 °C con una
calcinacion de 1000 °C, mieptras que a temperatura ambiente y una calcinaciéon de

500 °C estas presentan formas-de hojuelas (Fig. 4).

7.3 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI),
Fungicida (CMF) y el modo de aceign de las nanoparticulas

Una vez confirmada la identidad y pureza de la NPs, estas fueron evaluadas
contra los cuatro hongos biodeteriorantes=En’general se puede observar que de
las 60 actividades evaluadas, que corresponden a las 15 NPs sintetizadas contra
los 4 diferentes hongos (Fig. 5), solo“en-6 ensayos no se detect6 actividad de la

NPs aun a la concentracion mas alta evaluada (5000 ug/mL).

A. niger P. oxalicum
1 1
3 3
2
2
1 1 1 J

1)
I B =l o Ao

Fungicida Fungistatica Sin Actividad

Fungicida Fungistatica Sin Actividad Fungicida Fungistatica  Sin Actividad Fungitida Fungistatica  Sin Actividad

Co-precipitacion Hidrotermal Co-precipitacion Hidrofermal

P. maculans P. eupyrena
1
2
3 1
1
1 1 4
-
3 ¢
J
B SR (] Ve
rFungicw’da Fungistitica  Sin Actividad | Fungicida Fungistitica  Sin Actividad Fungicida  Fungistitica Sin Actividad | Fungicida  Fungistitica Sin Actividad,
‘ Co-precipitacion Hidrotermal Co-precipitacion Hidrotermal
B zno Zns(OH)g(NOs),-2H,0 MgO Mg(OH),

Figura 5. Distribucién de la actividad antifingica contra los cuatro modelos flingicos biodeteriorantes evaluados
de las diferentes NPs sintetizadas por lo métodos hidrotermal y co-precipitacion.
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En la mayeria de los casos la actividad mostrada por la NPs fue de tipo fungicida
independientemente del método de sintesis. Las NPs de oOxido y nitrato de
hidroxido de“zinc fueron las que presentaron una mejor actividad antifungica

contra los cuatro moedelos evaluados (Fig. 5).

Para una mejor preSentacion de los resultados, se describiran la actividad

antifiingica por el tipo de"NPs.

7.3.1 Actividad del Oxido.de ZnO

Todas las NPs evaluadas de(ZnO sintetizadas via co-precipitacion (color azul) e
hidrotermal (color verde) mostraron-les valores mas bajos de CMI y CMF que van
desde los 78.1 a 312 ug/mL. En ‘especial las NPs obtenida via co-precipitacién
(S6) y (B.3.4) obtenida via hidrotermaly presentaron las mejores actividades con
valores de CMF mas bajos (desde78.1 a 625 ug/mL), siendo igual o0 mas bajo con

respecto al resto de la NPs de ZnOcontra los’cuatro hongos evaluados (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI), €encentracién minima fungicida (CMF) en pg/mL y modo de
accion (MA) de las NPs de ZnO obtenidas por losimétodos de‘ce=precipitacion (verde) e hidrotermal (azul)
contra los cuatro hongos biodeteriorantes

A. niger P. oxalicum P. maculans P. eupyrena
Clave

ZnO cMI CMF CMF | MA | cMm CMF | CMF | MA CMI CMF Ne€MEl | MA CMI CMF CMF | MA

/ICMI /CMI CMI /CMI
S6 78.1 78.1 1 Fg 312 625 2 Fg 78.1 78.1 1 Fg 312 312 1 Fg
M.19 78.1 78.1 1 Fg 1250 1250 1 Fg 781 78.1 1 Fg 312 312 1 Fg
A2 312 312 1 Fg 625 1250 2 Fg 1562 156.2 1 Fg 312 312 1 Fg
B.3.2 312 312 1 Fg 5000 5000 1 Fg 312 312 1 Fg 1§§o >5g0 ND  Fgt

7
B.3.3 156.2  156.2 1 Fg 312 625 2 Fg 781 78.1 1 Fg 312 31 1 Fg
~

B.3.4 78.1 78.1 1 Fg 625 5000 8 Fgt 78.1 78.1 1 Fg 312 31! 6{ Fg

Fungicida (Fg), Fungistatico (Fgt), No determinada a la concentracién evaluada (ND).

Para determinar el modo de accion de las NPs se considero la relacion entre.el
CMF y la CMI, ya que no siempre el valor del CMI corresponde a la concentracion
minima fungicida; ya que el valor de la concentracion minima fungicida (CMF) se
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obtiene después de sub-cultivar en un medio libre del compuesto evaluado. Por lo
tanto, en funcion a la propuesta por de Castro et al. (2015), se considera que el
compuesto es“de naturaleza fungistatica cuando la relacion entre la CMF/CMI es

>4, y fungicida cuando la relacion es <4.

Tomando en cuenta”lo anterior, todas las NPs de ZnO tienen una relacion
CMF/CMI de uno, o sea’elvalor del MIC es igual al de CMF lo que indica un modo
de accion fungicida. En‘la“figura 6 se muestran los resultados visuales de la
actividad mas efectivas obtenidas por las NPs sintetizadas por co-precipitacion e
hidrotermal respectivamente, frente a los diferentes hongos evaluados, y se
observan que los valores de la CMI'y la CMF son iguales, asi confirmandose su

naturaleza fungicida de estas NPs.

3000 2300 1230 623 1231362 8.1, 39 pgiml

3000 2500 1250 625 3 251582?81 33 195 9?6 400044
W19 [ Fa #P. maculans .
56 . ( A n‘ger J
.\h MQ‘ 9) \f
P eupyren ,:9‘)

500028004250 _625 3125 136.2 781 33 pgil
A. niger

P. macukans ~ '
PN |

P. eupyrena (]

Figura 6. Actividad mostrada por las NPs de ZnO obtenidas A) Sintesis co-precipitacion, B) sintesis hidrotermal.
Las lineas roja a la izquierda indica la CMl y las de la derecha la CMF.
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Recientemente, las NPs de ZnO sean propuesto como una estrategia para la
prevencion, snhtervencion y restauracion del patrimonio cultural, debido a su
transparencia;capacidad fotocatalitica (Ruffolo et al., 2010) y eficiencia para inhibir
a diversos microorganismos (Janaki et al., 2015; Sierra-Fernandez et al., 2018),
cualidades que petmiten mantener la legibilidad de las obras de arte sin dafar su
estética (Ditaranto et al.,)2015; Van der Werf et al., 2015). En ese sentido, para la
preparacion de estos 6xides nanocristalinos con tamafios y formas controladas; se
han empleado diferentes métodos de sintesis, como el sol-gel (Fernandez-Osorio
et al.,, 2007; Fernandez-Osorio“et al., 2011), el coloidal (Vazquez-Olmos et al.,
2005), sintesis hidrotérmia (Fernandez-Osorio et al., 2009), asi como la co-

precipitacion (Fernandez-Osorio et‘@als*2015), por mencionar algunos.

Nuestros resultados muestran que Jas, NPs de ZnO sintetizadas via co-
precipitacion e hidrotermal son<efectivas_a.concentraciones bajas (78.1 pg/mL)
contra los cuatro modelos fungicos evaluades”Aunque los resultados no pueden
ser contrastados con otros estudios, ya.que las.NPs de ZnO han sido obtenidas
por otras vias de sintesis, es evidente que.las sintesis utilizadas en este trabajo
resultan mas efectiva, particularmente las NP$ S6 obtenida via co-precipitacion y
B.3.4 obtenida via hidrotermal. En la literatura solo hay-4.reportes contra hongos
biodeteriorantes, especificamente contra el hongo A. niger. En todos los casos, la
sintesis utilizada para la obtencion de las NPs de ZnO fue por'el método de Sol-
gel. Gondal et al. (2012), y Sierra-Fernandez et al. (2017), reportan un MIC de
1.25 mg/mL, mientras que Gambino et al. (2017), y Soria-Castro\et al. (2018),
reportan una concentracion mas alta de 2.5 mg/mL y 10 mg/mL respectivamente,
para inhibir completamente al hongo A. niger. Por lo tanto, los resultados
obtenidos son muy alentadores, debido a las bajas concentraciones requeridas, en
contraste con los estudios antes mencionados que reportan la actividad

antifangica en el orden de los miligramos.

Un efecto observado a concentraciones menores de 4.88 ug/mL de las NPs es su

mejor crecimiento y esporulacion de los hongos, incluso mejor que sin las NPs,
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esto puede-.deberse a un fendbmeno de dosis-respuesta, denominado hormesis,
que se caracteriza por estimulacion en dosis bajas e inhibicion en dosis altas
(Southam y Ehrlich, 1943; Calabrese et al., 2011). Los metalicos divalentes como
el Zn o Mg son_cofactores enzimaticos, por lo tanto podrian funcionar como
herméticos. Sin embargo, los mecanismos moleculares precisos de la hormesis

son aun desconocido.

7.3.1 Actividad del nitrate\de hidroxido de Zinc

Las NPs de nitrato de hidroxido de zinc, independientemente del método de
sintesis, ambas muestran un{buen desempefio antifUngico contra los cuatro
modelos fungicos evaluados. Los valores de CMI y CMF mas bajos fueron de
156.2 pg/mL (Tabla 5) con un mode:de accion fungicida de acuerdo al radio
CMF/CMI (Fig. 8). Si bien, ambas NPssmuestran valores similares contra los 3 de
modelos fungicos, la NP M19.2] gbtenida.persco-precipitacion, mostrdo una mejor
efectividad al inhibir a concentraCiones ‘mé&s baja a los cuatros hongos,
particularmente por que la NP B.3.1 requiere desuna mayor concentracion (1250
pg/mL) para inhibir al hongo P. oxalicum:

Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria (CMI), Concentragién minima fufigicida (CMF) en ug/mL y modo de

accion (MA) de las NPs de Zns(OH)g(NO3)2-2H20 obtenidas por los métodes’de co-precipitacion (verde) e
hidrotermal (azul) contra los cuatro hongos biodeteriorantes

A. niger P. oxalicum P. maculans P. eupyrena
Clave
cMI CMF CMF MA | cmi CMF | CMF | MA | cMmI CMF | CMF/ | M cMI CMF | CMF | MA
eI cMmI CcMI O\ el
M.19.2 | 1562  156.2 1 Fg 625 625 1 Fg 3125 3125 1 Fg 3125 __ 3125 1 Fg
A\ 4
B.3.1 156.2  156.2 1 Fg 1250 1250 1 Fg 3125 3125 1 Fg 3125 312.5) 1 Fg

00 250 1250 85 905 el

@ 2
B3

Figura 7. Actividad mostrada por las NPs de nitrato de hidroxido de zinc obtenidas A) co-precipitacion, B) via
hidrotermal. Las lineas roja a la izquierda indica la CMI y las de la derecha la CMF
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A pesar de*que no se logré obtener hidroxido de zinc, debido a la inestabilidad, se
obtuvo hidroxido nitrato de zinc dihidratado, lo cual resulté ser una mezcla de
zincita (ZnO)~con hidroxido nitrato de zinc dihidratado; compuesto que se ha

reportado que no presenta una transformacion de fase (Li et al., 2012).

Las NPs hidroxido smitrato de zinc dihidratado obtenidas por co-precipitacion
mostraron la mejor efectividad al inhibir a concentraciones bajas a los cuatros
hongos. En la literatura noencontramos ningun reporte de la actividad antifingica
contra hongos biodeteriorantes. Pero se ha reportado que el hidréxido nitrato de
zinc dihidratado presenta una ,buena actividad fungica contra el hongo
fitopatdgeno Colletotrichum gloeosperioides a concentraciones 625 pug/mL. (De la
Rosa-Garcia et al., 2018b). Es asi, que desde nuestro conocimiento, este es el
reporte de la actividad antifingica de-las NPs de hidroxido nitrato de zinc

dihidratado, contra hongos involucrados en.el-hiodeterioro.

7.3.1 Actividad del 6xido de magnesio

Otras NPs evaluadas fueron las de MgO,s€stas presentaron una menor actividad
con respecto a las NPs de ZnO, y el hidroxido nitrate de zinc dihidratado. Aunque
en la mayoria de los casos el modo de accion“fue fungicida, ninguna de estas NPs
fue capaz de inhibir a P. eupyrena a la concentracion ‘mas_alta evaluada (5000
pg/mL), (Tabla 6). Como se puede observar en el Figura 8,.el crecimiento de P.
eupyrena en todos los pozos de la microplaca. En general las NPs mostraron una
mejor actividad contra A. niger y P. oxalicum con valores de CMF de 156.2 a 625
pg/mL respectivamente (Tabla 6 y Fig. 8).

Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI), Concentraciéon minima fungicida (CMF) ensmg/mL y

modo de accién (MA) de de las NPs de MgO obtenidas por los métodos hidrotermal contra cuatroe
hongos biodeteriorantes

A. niger P. oxalicum P. maculans P. eupyrena
Clave
cMmI CMF CMF | MA | cMmI CMF | CMF/ | MA | cMI CMF | CMF | MA | CMI | CMF | CMF | MA
(i cMmI cmI IcmI
A3 3125 3125 1 Fg 1562  156.2 1 Fg 1250 2500 2 Fg NA NA NA NA
M15 625 625 1 Fg 1562  156.2 1 Fg 1250 5000 2 Fg NA NA NA NA
M10 1562  156.2 1 Fg 1562  156.2 1 Fg 1250 1250 1 Fg NA NA NA NA
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2500 4250 g8 3125 1562 784 paiml
P. oxaleum rﬂm

A, niger | | '.

Figura 8. Actividad mostrada por I;s NBS de MgO obtenidas via co-precipitacion. Las lineas rojas a la izquierda
indica la CMI y las de la derecha la CMFE«

Los resultados aqui obtenidos son de dos a cuatro veces mejor a los de Sierra-
Fernandez et al. (2017), que reporta un MIC de 1250 ug/mL para las NPs de MgO
obtenidas por el método sol-gel Contra A. niger y P. oxalicum, y aunque intento
mejorar la actividad; sintetizando NPs~de MgO dopadas con ZnO, obtiene una
actividad menor a una concentracion de.625 ug/mL contra P. oxalicum, pero no
contra A. niger (1250 mg/mL). En este trabajo-se utiliz6 una gran cantidad de NPs
de MgO para inhibir a P. maculans’(2250ug/mL), este mismo efecto fue observado
por Sierra-Ferndndez et al. (2017), quien-reportan MIC de (5000 ug/mL) de MgO
para inhibir a P. maculans, lo cual atribuye~al heche de que este hongo presenta
esporas con 4 septos, o sea que el hongo)tienens4.opciones para germinar,
ademas este es un hongo melanizado, por tanto se”_requiere de una mayor
cantidad de las NPs para inhibirlo. Estas caracteristicas hacen de P. maculans un
hongo importante en el biodeterioro del material pétreo, debido al dafio estético
que causa Yy la alta resistencia a los diversos tratamientos tradicionalmente
usados. Este fendmeno de resistencia ya se ha documentado por otras NPs como
el doble hidroxido de Zinc (CZ), (De la Rosa-Garcia 2018a). Es asi, queda\sintesis
de co-precipitacion es una técnica viable para la sintesis de NPs de(MgQO, con
capacidad antifungica, en este caso contra 3 hongos involucrados._en el

biodeterioro.

7.3.1 Actividad del hidroxido de magnesio
La actividad antifiungica de las NPs Mg(OH), independientemente del método de

sintesis, fueron menos activas, ya que necesitan de una mayor de cantidad de las
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NPs y ademas son incapaz de inhibir a P. eupyrena a las concentraciones
evaluadas® (5000 pg/mL), ver Tabla 7. En este sentido, las NPs con menor
actividad fue=M.1.1 que solo es capaz inhibir a A. niger y P. oxalicum a las
concentraciones' més alta (5000 pug/mL) y su efecto es fungistatico, contrastando
con las NPs M11 yaique sus valores de CMF fueron los mas bajos de 625 a 156.2
pg/mL contra A. nigery P.soxalicum respectivamente (Fig. 9).

Tabla 7. Concentracién minima infiibiteria (CMI), Concentracion minima fungicida (CMF) en ug/mL y modo de

accion (MA) de las NPs de Mg(OH)3 obtenidas por los métodos de co-precipitacion (verde) e hidrotermal (azul)
contra cuatro los hongos biodeteriorantes

A. niger P.oxalicum P. maculans P. eupyrena
Clave N\

CMmI CMF CMF | MA | CMI | CM MF | MA | CMI | CMF | CMF | MA | CMI | CMF | CMF | MA

/ICMI eml /CcMI /CMI
M11 625 625 1 Fg 156.2 156.2 X Fg 1250 1250 1 Fg NA NA NA NA
M.1.1 | 2500 >5000 ND Fgt 2500  >5000 ND Fgt 5000  >5000 ND Fgt NA NA NA NA
B.9.2 | 5000 5000 1 Fg 5000 5M 1 \ Fg NA NA NA NA NA NA NA NA

- =

B.21 | 3125 3125 1 Fg 625 25@ Fg 500 2500 1 Fg NA NA NA NA

5000 2500 1250 625 pg/mL
'

I L 5000 2500 1250 pgimL
l ¥ B\ ‘,*\"‘ P.oxalicum® .

/[ ‘/ . = 4 "‘ \ ‘\ .
R Q92 ‘ ‘ : A. niaer \w

Figura 9. Actividad mostrada por las NPs de Mg(OH). obtenidas A) co-precipitacion, B) via hidrotermal. Las lineas

roja 'y azul a la izquierda indica la CMIl y las de la derecha la CMF.

Con el fin de determinar qué tipo de NPs y que método de sintesis es_el mas
efectivo para inhibir a los hongos involucrados en el biodeterioro de matéerial
pétreo, se realiz6 un andlisis de conglomerados (cluster) con base en una matriz
de similitud; misma que const6 de las 15 NPs sintetizadas por los dos métodos de
sintesis, dando lugar a la construccién de un dendrograma para cada uno de los

hongos evaluados (Fig. 10).
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El dendograma de similitud por distancia euclidiana mostr6 un coeficiente de
correlacion _eontra A. niger de 0.9904, cabe mencionar que cuanto mayor es el
valor absoluto~del coeficiente de correlacion, mayor es la contribucion de la
variable para *la*, formacion del componente principal (Hammer, 2009).
Considerando estq, \el_presente analisis permitio identificar los compuestos que
mas contribuyen al agrupamiento de las accesiones estudiadas al identificar las
concentraciones y NPs que mas influyen en cada uno de los hongos evaluados.
Particularmente las NPs de+ZnO sintetizadas por los dos métodos, hidrotermal
(B.3.4) y co-precipitacion (M19). mostraron mejor agrupamiento tal y como se
muestra en la Fig. 10A.

No obstante, con P. oxalicum mostro, una correlacion de 0.9591, agrupando
particularmente las Nps de MgO: A3, M15; M10 y M11 sintetizadas por el método
de co-precipitacion (Fig. 10B) demostrando.que las NPs de MgO tienen mejor
capacidad para inhibir a este micreorganismos.en comparacion con las otras NPs
evaluados. Para el hongo P. maculans.gl coeficiente de correlacion fue de 0.9751,
mostrando la agrupacion de las Nps, de (ZnO (Fig. 10C), agrupando
particularmente las NPs sintetizadas por el’método hidrotermal (B.3.3 y B.3.4) y
co-precipitacion (S6). Mientras que P.eupyrena tuvo.uh.coeficiente de 0.9667
mostrando una gran agrupacion de Nps de ZnO vy nitraté de hidroxido de zinc;
sintetizadas por las vias hidrotermal y co-precipitacion. Demostrando que las
diferentes NPs sintetizadas por las dos via son susceptiblesgpara este hongo

evaluado.
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7.4 Relaecién del tamafo y forma de las NPs con la actividad

antifungica

Con establecer siyJa forma o el tamafio de la NPs son importantes en la capacidad
para inhibir a los/hongos evaluados, se analizaron los resultados obtenidos de la
actividad antifangica centra la forma y los tamafios de las NPs. Sin embargo, es
oportuno mencionar quesolo se compararon los resultados de las 10 NPs mas

activas.

Como se puede observar en la _tabla 8, el tamafio del cristalito para las NPs de
ZnO varia entre los 29 y 61 nmty el didmetro promedio fluctda de los 28 y 113 nm,
y en ninguno de los casos se obsefva una relacion entre el tamafio y la actividad.
Sin embargo, se puede observar gu€ylas NPs en formas geométricas (S6) y

rectangulares (A2) ejercen un mejor efecto inhibitorio sobre todos los hongos

evaluados.

Tabla 8. Determinacion del tamafio del cristalito, morfologia,'y CMF de las diferentes NPs ZnO obtenidos via

co-precipitacion e hidrotermal.

clave

B.3.4

B.3.2

B.3.3

S6
M19

A2

En particular, e independientemente del tamafio, las formas amorfas y ovoides
fueron las mas efectivas contra A. niger, con los valores de CMF mas bajos 78.1

ug/mL. Particularmente las formas geométricas son mas efectivas para inhibir a P.

Muestra

Zn0O

Tamarfo
del
cristalito
(nm)
29

31
42

36
39

61

Morfologia

Amorfas
Barras
hexagonales
Prismas
piramidales y
rectangulares
Geométricas
Ovoide
Barras
hexagonales

y
rectangulares

Q)

k=

38

78.1

312

156.2

156.2
78.1

312

T ACMF (ug/mL )
% . P

maculans

o

5000¢" ) 78.1
’V

5000 1&312
g

625

625 78.1
1250 156.2
1250 156.2

[,

eupyrena

312

>5000

312

312
312

312

MA

Fg

Fg

Fg
Fg

Fg



oxalicum_gue el resto de las morfologias obtenidas. Por otra parte, las barras
hexagonales+'tienen un menor efecto particularmente contra los hongos P.

oxalicum y PFeupyrena.

Estudios previos, han,reportado que el género P. oxalicum es el mas susceptible a
la accion de NPs de ZnO que A. niger (Sierra-Fernandez et al., 2017; Gambino et
al., 2017; Soria-castroz€t.al., 2018). Sin embargo, aqui encontramos un efecto
inverso, que puede deberse~precisamente a las formas que adoptan las NPs de
acuerdo al tipo de sintesis. Todos los autores antes mencionados que sintetizaron
NPs de ZnO por via sol-gel, repartan que las formas pseudo-hexagonales con
tamafio de entre 40 y 130 nm{(Sierra-Fernandez et al., 2017) y las formas
esféricas entre 15 a 100 nm (Soria-Castro, 2014) y 3 a 70 nm (Gambino et al.,

2017), inhiben mas eficientemente a P. oxalicum que a A. niger.

En nuestros resultados, mostramgs que las NPs de ZnO pueden inhibir a
concentraciones mas bajas a A. nigenindependientemente del método de sintesis
y tamafo del cristalito, siendo este mas susceptible;-por el contrario P. oxalicum
fue el mas resistente a concentraciones 1250 ug/mL por la sintesis de co-
precipitacion y mayor (5000 pg/mL) por lawia hidrotérmal, lo que indica desde
nuestro punto de vista que la morfologia de las NPs de“ZnO son las que pueden

influir en la actividad.

Con respecto a las NPs de nitrato de hidroxido de zinc(se~observa que
independientemente del tamafio y morfologia, ambas sintesis muestran un buen
desemperio antifungico contra los cuatro modelos fangicos evaluados (Tahla 9). Si
bien, ambas NPs muestran valores similares contra los cuatro modelos*fungicos,
las formas ovoides parecen estar mas asociadas a la actividad antifungica /para
inhibir al hongo P. oxalicum precisamente como los indican otros autores con la
NPs de ZnO (Sierra-Fernandez et al., 2017; Gambino et al., 2017; Soria-castro-et
al., 2018).
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Tabla 9. Determinacion del tamafio del cristalito, morfologia, las CMF de las diferentes muestras de NPs de
nitrato de hidroxide-de" zinc obtenidos via co-precipitacion e hidrotermal

CMF (ng/mL)

¥ ¢ Tamafio A P. P. P.
Clave Muest&p * del Morfologia niger  oxalicum maculans eupyrena MA
/‘ cristalito

Prismas

B.3.1 17 irregulares 156.2 1250 3125 312.5 Fg
Zns(OH)s(N03)2-2H20 Y ovoides

M19.2 33 Varillas y 156.2 625 312.5 3125 Fg
ovoides

El empleo de nanoparticulas “de” hidroxidos se ha convertido en la principal
herramienta para tratar los materiales,en restauracion y conservacion debido a la
estructura cristalina de estos materiales.) Dentro de las NPs usadas, son bastante
comunes la de hidréxidos de calcio Ca(OH), y de magnesio Mg(OH), para la
restauracion de obras de piedra (Danielle-et’al., 2008; Lopez-Arce et al., 2010),
pinturas murales, lienzos, madera ¢, documentos de papel (Giorgi et al., 2005;
Baglioni y Giorgi 2006; Gomez-Villalba et-al., 2010).

Por otro lado, para las NPs de MgO también.fue evidente que el tamafio no tiene
un efecto en la actividad (Tabla 10), pero tampoco la‘forma aparentemente tiene
un efecto sobre la actividad. Sin embargo, a pesar del pequefio tamafo de las NPs
estas no fueron capaces de inhibir a P. eupyrena, lo cual sugiere que es la
morfologia lo que dicta probablemente su actividad, tal y como se-observé para la

otras NPs.

Tabla 10. Determinacion del tamafio del cristalito, morfologia, las CMF de las diferentes muestras de NPs de
oxido de magnesio obtenidas via Co-precipitacion

CMF (ug/mL ) L
Tamafio del A. P. P. Pp. /
Clave  Muestra cristalito Morfologia niger oxalicum maculans eupyrena
(MEB) . N
M15 13 Hojuelas 625 156.2 2500 N/A Fg
MgO pequefias
A3 34 esferas y 312.5 156.2 5000 N/A Fg
cilindros
M10 92 -—-- 156.2 156.2 1250 N/A Fg
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A su vez, las NPs de 6xidos metalicos constituyen una importante alternativa como
productos ‘bietidas para los monumentos pétreos, por las ventajas que presentan
principalmente:’su caracter inorganico, mayor superficie especifica y el tamafio de
la particula. Por le,tanto, los oxidos metalicos nanoestructurados son de gran
interés como agentes antifingicos, debido a su inocuidad, compatibilidad, con el
material pétreo asi comorel amplio espectro de actividad que presenta contra
diferentes microorganismos (La Russa et al., 2014).

En cambio, Sierra-Fernandez et al.,, 2018 reporta que las NPs de Mg(OH),
Ca(OH), y sus respectivas cambinaciones Mg(OH),/Ca(OH), han mostrado un
comportamiento y estabilidad favorable cuando han sido expuestas a factores
como: la humedad relativa, el tiempaoede exposicién y la concentracion de CO»,
antes de ser aplicadas al material pétreo.dolomitico y calcitico atendiendo asi, su
composicién mineralégica de los Sustratos_pétreos a tratar, ya que debido a su
caracter basico, estos materiales “alesentrar enscontacto con superficies que han
sufrido procesos de acidificacion, producidos por‘agentes de deterioro en piedra
de tipo carbonatada (caliza, dolomia, marmol), en_morteros, cerdmicos, pueden

modificar el pH y conducir a su desacidificacion (Giorgi-€t al., 2010).

Para concluir, se demostré que los dos métodos de sintesis demostraron tener
similitud ya que el tamafio de la NPs y su morfologia s€ we afectado por la
temperatura a la cual se realiza el tratamiento, debido a esta similitud, es
consecuente que los resultados de su actividad fueran similares,/Adicionalmente,
el hecho es que las dos sintesis permiten utilizarse para la elaboraeion de NPs de

ZnO y MgO y en su caso hidroxido nitrato de zinc dihidratado.
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9. CONCLUSION

Basado en losanalisis de los resultados, se puede concluir que:

Todas las NPs_de, ZnO son capaces de inhibir a bajas concentraciones a los
cuatro hongos biodeteriorantes. Siendo la NP de ZnO (S6) obtenida via co-

precipitacion mas activa.con valores de CMI y CMF mas bajos (desde 78.1 a 625
pg/mL).

El modo de accion de la mayoria de las NPs de ZnO fue de tipo fungicida, de

acuerdo a su relacion CMI/CMF:

Las NPs de ZnO evaluadas presentaron una mejor actividad contra los hongos P.

maculans y P. eupyrena con un coeficiente de correlacién superior al 0.9904.

Las NPs de hidroxido nitrato de zinc dihidratado sintetizados por los dos métodos
de sintesis poseen una buena ‘capacidad para controlar el crecimiento de los
hongos biodeteriorantes evaluados:..ka NP M19.2 obtenida via co-precipitacion
presento mayor actividad contra los hongos'A. niger;P.oxalicum, P. maculans y P.
eupyrena, con valores de CMI y CMF ‘mas bajos”(156.2 a 625 pg/mL). Este
resultado permite proponer el uso del hidroxido nitrato de zinc como una opcion

mas en el control de los distintos hongos causantes del biodeterioro.

El modo de accién determinado para las NPs de hidréxido nitrato de zinc

dihidratado de acuerdo a su relacion CMI/CMF es de tipo fungicida.

Las NPs de hidroxido nitrato de zinc dihidratado evaluadas presentaron tener
mayor actividad contra el hongo: P. eupyrena con un coeficiente de cofrelacion de
0.9667.

Todas las NPs de MgO sintetizadas por el método de co-precipitacion poseen.una
buena capacidad de inhibicion contra tres de los hongos (A. niger, P. oxalicum y-Px
maculans) biodeteriorantes a concentraciones de 156.2 a 2.5 pg/mL.

42



El modo de accién determinado para las NPs de MgO de acuerdo a su relacion
CMI/CMF es«de tipo fungicida.

Las NPs de MgO)evaluadas presentaron una mejor actividad contra el hongo P.

oxalicum con un Coeficiente de correlacion de 0.9591.
Ninguna de las NPs de'MgO logro inhibir P. eupyrena.

Por el contrario, las NPside~Mg(OH), mostraron los valores mas bajos de CMI y
CMF, particularmente contra A. niger y P. oxalicum con concentraciones de 156.2
a 625 pg/mL.

La NP de Mg(OH), (M11) sintetizadaspor el método de co-precipitacién, presento
una mejor actividad contra el hongo R.‘oxalicum con un coeficiente de relacion de
0.9591.

Ninguna de las NPs de Mg(OH), logro-inhibira P. eupyrena

La actividad antifangica de las NPs/ estd més_.telacionada a sus diferentes

morfologias que tamafio.

La buena actividad fungicida mostrada por la NPs a concentraciones baja, son una
opcién viable para la aplicacion de estas NPs en forma de‘recubrimientos para la

prevencion del biodeterioro y restauracion de monumentos histgricos.

Respecto al método de sintesis, se concluye que los dos métodos/de sintesis son
recomendables, ya que presentan tener buenos resultados contra eada uno de los

diferentes hongos dependiendo del compuesto.
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