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Este trabajo de Tesis Doctoral comenzé a desarrollarse hace muchos afos. Por circunstancias
laborales y personales, la velocidad de realizacién no ha sido la deseada, pero en la mente de la
doctoranda siempre ha estado presente el deseo de investigar y sistematizar sobre los estudios
de biodeterioro que el IAPH habia incorporado de manera rutinaria en sus proyectos de
intervencion. Es por ello que en la mayoria de los trabajos que la doctoranda ha llevado a cabo,
ademas de los estudios que obligatoriamente debian efectuarse (identificacion de especies,
propuesta de tratamientos), ha ido afiadiendo tareas de investigacion (esencialmente en lo
referido a las interacciones de los biocidas con los materiales del sustrato o con otros
tratamientos, o la puesta a punto de distintas técnicas de analisis) que han ido dando contenido
a esta propuesta de tesis.
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TiTULO: El biodeterioro en edificios del Patrimonio Cultural. Metodologia de evaluacién de
tratamientos biocidas.

RESUMEN

Esta investigacion se centra en el estudio del biodeterioro que experimentan los materiales que
forman parte de los bienes culturales y la evaluacién del comportamiento de los tratamientos
para combatirlos. Para ello, se han estudiado varios edificios del Patrimonio Cultural en
Andalucia: la portada de la iglesia del convento de Santa Paula de Sevilla; la decoracién de
ataurique del Salén Rico de Medina Azahara de Cérdoba; las Pinturas de la Sala de los Reyes de
la Alhambra de Granada y la Macsura de la Mezquita de Cdrdoba. Estos inmuebles estan
formados tanto por materiales inorganicos (ladrillo, piedra, pintura mural) como por materiales
organicos (madera, cuero) los cuales pueden sufrir procesos de biodeterioro que ocasionan
cambios en sus propiedades fisicas, quimicas y estéticas.

El objetivo general es la formulacién de una metodologia para el estudio del biodeterioro de los
materiales constitutivos y el establecimiento de una propuesta de intervencidon, desde el punto
de vista biolégico, mediante la seleccién de tratamientos biocidas eficaces y compatibles con
dichos materiales. Para ello, se realiza la caracterizacidon de los materiales originales de las obras
en estudio con el objeto de determinar su susceptibilidad al biodeterioro y a los distintos
tratamientos biocidas. Por otro lado, se realiza la determinacion de especies bioldgicas que se
encuentran deteriorando estos materiales, mediante estudios microbiolégicos y botanicos.
Ademads, se evalla la efectividad de diferentes productos biocidas asi como su compatibilidad
con los distintos materiales originales de las obras en estudio y con otros tratamientos de
conservacién (consolidantes). Se han utilizado diferentes técnicas de analisis como: microscopia
estereoscdpica, dptica y electréonica de barrido con microanalisis elemental mediante energia
dispersiva de rayos X (SEM-EDX); difraccion de rayos X (DRX); espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) y cromatografia de gases (CG); técnicas de cultivo y técnicas de
biologia molecular; espectroscopia UV-visible; y determinacion de propiedades fisicas y
mecanicas: colorimetria, porosidad, velocidad de trasmisidon de ultrasonidos y dureza superficial.

Los diferentes productos biocidas a emplear se seleccionaron en funciéon de los organismos
detectados en los diferentes materiales que componian los inmuebles. Asi, en el caso de
materiales pétreos y cerdmicos, se usaron los alguicidas/liquenicidas: sales de amonio
cuaternario (Preventol Ri80, New Des 50, Biotin T y Biotin R). Mientras que para los materiales
organicos y las pinturas, se emplearon fundamentalmente fungicidas: voriconazol, tiabendazol,
nanoparticulas de dxido de cobre, nanoparticulas de éxido de zinc y nanoparticulas de didxido
de titanio.

Los pardmetros que se han empleado en la evaluacién de estos tratamientos han sido
fundamentalmente dos: el estudio comparativo de la eficacia de los biocidas y el estudio de la
interaccion o compatibilidad del biocida con el material, en cada uno de los casos objeto de
estudio.

Para comprobar la eficacia de los biocidas en el caso de los geomateriales, se ha estudiado la
vitalidad de microorganismos fotétrofos al microscopio éptico, la interfase de estructuras
liguénicas con el sustrato mediante el SEM y la estimacién de biomasa fotosintética por
espectrofotometria ultravioleta-visible. Asi mismo, en el caso de la madera, se ha recurrido a la
observacién del crecimiento fungico en probetas tras la aplicacion de biocidas.

Por otra parte, se han realizado una serie de ensayos para analizar la interaccién o interferencia
que estos productos biocidas presentan con el principal material constitutivo de cada



monumento. Para ello, se han elaborado réplicas o probetas de los distintos materiales en
estudio v, tras la aplicacién de los biocidas, se han observado estos materiales al SEM-EDX y se
han efectuado microandlisis elementales mediante energia dispersiva de Rayos X, para poder
detectar posibles cambios en la composicion quimica, asi como en la morfologia a nivel
microscopico. También en algunos casos, cuando ha sido posible, se han realizado ensayos para
cuantificar las posibles variaciones sufridas en diferentes propiedades fisicas de los materiales
(colorimetria, porosidad abierta, dureza superficial, absorcion humedad atmosférica, velocidad
de ultrasonido, etc.).

El Biotin R ha resultado ser el mas adecuado para eliminar el biodeterioro en la piedra de los
atauriques del Salén Rico de Medina Azahara, tanto por su eficacia como por su escasa
interaccion con el material constitutivo, sin embargo, en el caso de los materiales ceramicos de
Santa Paula, ha resultado ser el Preventol Ri80. A su vez, se determina que el Biotin T es
completamente inadecuado para eliminar biodeteriégenos de los atauriques, puesto que se
detecta una alta disgregacion del material cuando se aplica por inmersion. En general, todos
estos productos biocidas aumentan, aunque levemente, la porosidad de los geomateriales
analizados.

Con respecto a las pinturas sobre cuero de la Sala de los Reyes de la Alhambra y las maderas y
pinturas murales de la Macsura de la Mezquita de Cdrdoba, todos los biocidas ensayados han
resultado ser eficaces reduciendo la proliferacion de especies fungicas. El tratamiento con
nanoparticulas de CuO, aunque resulta el mds eficaz, produce un cambio de color muy
significativo en todos los materiales sobre los que se ha ensayado, maderas y materiales
pictdricos, oscureciéndolos, por lo que su utilizacidn no estd indicada en patrimonio histérico.

Los pigmentos que se han visto mads alterados tras la aplicacion de los biocidas son el rojo y el
azul. El tiabendazol es el fungicida que ocasiona menor cambio cromatico en todos los casos. El
estudio realizado mediante SEM-EDX, evidencia que no existen cambios quimicos ni
morfolégicos significativos en la superficie de las muestras tras el tratamiento con los
productos.

La conjuncién de todos estos estudios ha permitido determinar qué producto biocida es el mas
adecuado para, en cada caso, eliminar los agentes biolégicos responsables del deterioro de los
materiales constitutivos. Asi mismo, se ha puesto de manifiesto que siempre es necesario
efectuar estudios previos de caracterizaciéon de materiales, de determinacion de especies
biolégicas y de evaluacion de tratamientos, tanto de su efectividad como de su compatibilidad
con los materiales que forman parte de los bienes culturales en estudio, ya que los efectos que
estos tratamientos producen sobre ellos varian dependiendo de la naturaleza de los mismos.

Palabras clave: Biocida, Biodeterioro, Compatibilidad, Efectividad, Geomaterial, Madera,
Materiales pictoricos



TITLE: Biodeterioration in Cultural Heritage buildings. Methodology for evaluating biocidal
treatments.

ABSTRACT

This research focuses on the study of biodeterioration experienced/suffered by materials that
are part of cultural assets and how to evaluate the behaviour of the treatments that are used to
control it. For this purpose, several buildings of Cultural Heritage in Andalusia have been studied:
the church cover of the Santa Paula convent in Seville; the ataurique decoration in the Salon Rico
in Medina Azahara in Cérdoba; the Paintings in the Hall of the Kings of the Alhambra in Granada
and the Macsura of the Mosque in Cordoba. These buildings are made up of both inorganic
materials (brick, stone, wall paint) and organic materials (wood, leather) which can undergo
biodeterioration processes that cause changes in their physical, chemical and aesthetic
properties.

The general objective is to formulate a methodology to study the biodeterioration of the
constituent materials and to establish an intervention proposal from the biological point of view,
by selecting effective biocide treatments that are compatible with these materials. For this
purpose, a characterization of the original materials of the works under study was perfomed in
order to determine how susceptibe they were to biodeterioration and to the different biocidal
treatments. On the other hand, the biological species that are deteriorating these materials, are
determined with microbiological and botanical studies. In addition, the effectiveness of different
biocidal products is evaluated, as well as their compatibility with the different original materials
of the works under study and with other conservation treatments (consolidants). Different
analysis techniques were used, such as: stereoscopic microscopy, optics and scanning electronics
with elemental microanalysis using X-ray dispersive energy (SEM-EDX); X-ray diffraction (XRD);
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and gas chromatography (GC); culture techniques
and molecular biology techniques; UV-visible spectroscopy; and determination of physical and
mechanical properties: colorimetry, porosity, speed of ultrasound transmission and surface
hardness.

The different biocidal products to be used were selected based on the organisms detected in the
different materials that made up the buildings. Thus, in the case of stone and ceramic materials,
algaecides / lichenicides were used: quaternary ammonium salts (Preventol Ri80, New Des 50,
Biotin T and Biotin R). While for organic materials and paints, fungicides were mainly used:
voriconazole, thiabendazole, copper oxide nanoparticles, zinc oxide nanoparticles and titanium
dioxide nanoparticles.

Two fundemental parameters were used to evaluate these treatments: the comparative study of
the efficacy of the biocides and the study of the how the biocide interacts with, or how
compatible it is with the material in each of the cases under study.

In order to verify how effective the biocides are in the case of geomaterials, we studied the
vitality of phototrophic microorganisms under an optical microscope, the interface of lichen
structures with the substrate by SEM and the estimation of photosynthetic biomass by
ultraviolet-visible spectrophotometry. Likewise, in the case of wood, fungal growth was
observed in specimens after applying the biocides.

On the other hand, a series of tests were carried out to analyze how the biocidal products
interact or interfere with the main constituent material of each monument. To this end, replicas
or specimens of the different materials under study were prepared and, after applying the
biocides, these materials were observed at SEM-EDX, and elemental microanalyses were carried



out using X-ray dispersive energy in order to detect possible changes in the chemical
compositions, as well as morphology at microscopic level. Also in some cases, when it has was
possible, tests were also carried out to quantify possible variations suffered in the different
physical properties of the materials (colorimetry, open porosity, surface hardness, atmospheric
moisture absorption, ultrasound speed, etc.).

The Biotin R has proved to be the most suitable in eliminating biodeterioration in the stone of
the atauriques in the Rico Salon in Medina Azahara, as much for its effectiveness as for its low
level of/scarce interaction with the constituent material, however, in the case of the ceramic
materials in Santa Paula, the most sutable turned out to be Preventol Ri80. In turn, it was
determined that Biotin T is completely unsuitable or eliminatomg biodeteriogens from the
atauriques, due to a level of high disintegration of the material detected when it was applied by
immersion. In general, all these biocidal products increase, albeit very slightly, the porosity of
the geomaterials analyzed.

With respect to the paintings on leather in the Hall of the Kings in the Alhambra and the wood
and wall paintings of the Macsura of the Mosque of Cérdoba, all the biocides tested proved
effective in reducing the proliferation of fungal species. The treatment with CuO nanoparticles,
although it is the most effective, caused a very significant color change in all the materials it was
tested on, ie wood and pictorial materials, by darkening them, so their use is not indicated in
historical heritage.

The pigments that were the most altered after the applying the biocides are red and blue.
Thiabendazole is the fungicide that causes the least chromatic change in all cases. The study
carried out by SEM-EDX, shows that there are no significant chemical or morphological changes
in the surface of the samples after being treated with the products.

The combination of all these studies has made it possible to determine which biocidal product is
the most suitable for each case, eliminating the biological agents responsible for the
deterioration of the constituent materials. Likewise, it has become clear that it is always
necessary to perform preliminary characterization studies on the materials, to determine
biological species and to evaluate the treatments, both with regard to how effective they are
and how compatibile they are with the materials that are part of the cultural assets in study,
since the effects that these treatments produce on them vary depending on their nature.

Key words: Biocide, Biodeterioration, Compatibility, Effectiveness, Geomaterial, Wood, Pictorial
materials
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Aunque la ciencia y la tecnologia han estado siempre presentes, como componentes del
desarrollo humano, las relaciones existentes entre las disciplinas cientificas y humanisticas,
particularmente en el campo de la conservacion/restauracion, se han consolidado en las dltimas
décadas. La investigacion cientifica, propiamente dicha, aplicada al campo del Patrimonio
Cultural comienza a jugar un papel sistematico en Europa a partir de fines del siglo XVIII y
principios del XIX. Desde ese momento, la insercién de la investigacidn cientifica en este campo
no ha parado de crecer (De Tagle, 2008).

Los proyectos de investigacidon en ciencias del patrimonio juegan un papel fundamental en el
ambito actual de la cultura occidental. Asi como la formaciéon académica universitaria de los
profesionales encargados de estas ciencias y la integracion de comunidades de investigacion
cientifica que incluyen diferentes areas del conocimiento en los proyectos de conservacién del
patrimonio cultural (De Tagle, 2008).

En un proyecto de conservacidn-restauracién de un bien cultural, resulta fundamental realizar
un estudio previo del mismo, sobre todo de su estado de conservacién y de las causas del
deterioro que presenta. Sélo asi es posible conocer los distintos factores de alteracion y los
métodos para combatirlos, con la finalidad de garantizar la conservacién material del
monumento.

A nivel nacional e internacional diversos organismos han realizado recomendaciones sobre
criterios de intervencién en Patrimonio Histdrico, entre los que se recogen los estudios
relacionados con el biodeterioro. El Instituto del Patrimonio Histérico Espanol publicd un
documento (IPHE, 2003) en el que se recoge la necesidad de considerar los factores bioldgicos
de alteracién y los tratamientos biocidas. El Istituto Centrale del Restauro (Roma), uno de las
entidades pioneras en este campo a nivel mundial, publicé dentro de los documentos NORMAL
las recomendaciones para la investigacién del biodeterioro (Doc. NORMAL 9/82, Doc. NORMAL
19/85).

Diferentes investigadores han incidido también sobre la necesidad de contemplar los estudios
sobre los organismos vivos y sus efectos en el patrimonio inmueble (Lazzarini &Tabasso, 1986;
Doehne & Price, 2010)

En Andalucia existe, desde 1989, un organismo, el Instituto Andaluz del Patrimonio Histérico de
la Junta de Andalucia (IAPH), que tiene entre sus fines generales, establecidos en sus estatutos,
la intervencion, investigacion, conservacién y valorizacién del patrimonio cultural andaluz, asi
como la innovacidn, la transferencia de conocimiento y el establecimiento de pautas para la
tutela del patrimonio cultural.

El trabajo de investigacidn que se presenta a la consideracion del Tribunal como tesis doctoral se
ha desarrollado en el Laboratorio de Biologia del Instituto Andaluz del Patrimonio Histérico
(IAPH). Ha contado también para su realizacién con la colaboracion de la Escuela Técnica
Superior de Ingenieria (ETSI) de la Universidad de Sevilla, institucion a la que pertenece una de
las directoras de esta tesis, asi como la del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis (IBVF)
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de Sevilla. Ademas, este estudio ha
sido posible gracias a las colaboraciones y convenios suscritos con la Direccién General de Bienes
Culturales de la Junta de Andalucia, el Patronato de la Alhambra y el Generalife de Granada y el
Cabildo de la Mezquita Catedral de Cérdoba. La posibilidad de trabajar sobre obras reales del
patrimonio histdrico andaluz, en varias ocasiones consideradas por la Unesco como Patrimonio
Mundial (Mezquita de Cérdoba, Alhambra de Granada, Medina Azahara de Cérdoba) ha
permitido desarrollar estudios sobre aspectos poco investigados y elaborar un protocolo de
trabajo que incluye todas las areas relacionadas con el biodeterioro dentro de un proyecto
interdisciplinar de conservacion-restauracion.
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El objetivo principal de este trabajo es proponer y desarrollar una metodologia amplia y
novedosa para el estudio, en primer lugar, de la eficacia de los tratamientos biocidas, también
de sus posibles interacciones (incompatibilidades o sinergias) con otros tratamientos que
normalmente se aplican de forma conjunta con ellos en las intervenciones de restauracion
(consolidantes), y por ultimo del efecto de estos biocidas sobre las caracteristicas del sustrato y
sobre su durabilidad.

Para comprobar la idoneidad de esta metodologia, se ha aplicado a distintos casos de estudio de
monumentos de especial interés en el Patrimonio Histdrico andaluz, tanto por su importancia
histdrico-artistica como porque con ellos se cubre un amplio rango de materiales que pueden
ser alterados por distintos organismos. Ello va a permitir establecer diferentes protocolos de
actuacién atendiendo a la naturaleza del material objeto de estudio. Con esta seleccién se ha
pretendido abordar un numero significativo de obras que permita realizar un estudio lo mas
exhaustivo posible que incluya la mayoria de los materiales, tanto orgdnicos como inorganicos,
que es posible encontrar en edificios del patrimonio histérico. Recoge materiales inorgdnicos
como la piedra, el ladrillo o la pintura mural y materiales orgadnicos como la madera o el cuero.
Este proyecto de tesis doctoral muestra los estudios realizados en los proyectos de intervencidn
de diferentes inmuebles del patrimonio histérico de Andalucia llevados a cabo en el IAPH: la
Fachada de la iglesia del monasterio de Santa Paula de Sevilla, los atauriques del Salon Rico de
Abd Al-Rahaman Il del conjunto arqueoldgico de Medina Azahara (Cordoba), la Sala de los Reyes
de la Alhambra de Granada y la Magsura de la Mezquita de Cordoba.

La metodologia elaborada, que aqui se propone para diagnosticar el estado de alteracion de los
bienes culturales, las causas que lo determinan y evaluar la actuacién y el comportamiento de
los distintos tratamientos y productos biocidas a aplicar, comprende los siguientes pasos.

e Identificar los materiales constitutivos (originales o anadidos a lo largo del tiempo) de
los bienes culturales y realizar réplicas para la experimentacién.

e Obtener datos precisos acerca del estado de conservacidon de los materiales que
constituyen los inmuebles en estudio.

e Caracterizar las alteraciones producidas por la accién conjunta de organismos vy
condiciones ambientales en los materiales constituyentes de estos materiales.

e Identificar mediante técnicas visuales, técnicas de cultivo y técnicas de biologia
molecular, los organismos presentes en estos materiales.

e Realizar un estudio del deterioro a nivel microscépico con una doble finalidad: por un
lado aportar informacion que ayude a la comprensién del proceso de deterioro y del
papel que juegan los microrganismos y por otro, poner de manifiesto las alteraciones
estéticas y/o estructurales de los materiales, asi como los cambios que pueden llevar a la
pérdida de amplias zonas de la obra.

e Proponer las medidas de control y/o erradicacion mas apropiadas para cada caso en
concreto.

e Evaluar los tratamientos propuestos, determinando su eficacia contra las especies
biolégicas y su interaccidn con los materiales constitutivos.

e Realizar estudios comparativos del comportamiento entre los biocidas aplicados solos y
en combinaciéon con consolidantes, para determinar las posibles interacciones entre
ellos.



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Ademads, este trabajo pretende abrir nuevas vias de investigacién sobre los procesos de
alteracién que se producen en cada uno de los materiales que constituyen estos inmuebles y
comprobar el papel que juegan los organismos como agentes de deterioro. Para ello, se ha
llevado a cabo el aislamiento y andlisis de microorganismos, el estudio de organismos botanicos
y se han utilizado diferentes técnicas de andlisis que han permitido visualizar las alteraciones
producidas en los materiales. Asimismo, se han propuesto una serie de ensayos experimentales
para tratar de reproducir en el laboratorio, lo mas fidedignamente posible, tanto los materiales
gue constituyen los distintos soportes biodeteriorados como las condiciones ambientales y los
microrganismos que afectan a dichos soportes.
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1. EL BIODETERIORO DEL PATRIMONIO CULTURAL

Dentro de un proyecto de conservacidn-restauracion de una obra o pieza histdrico-artistica, es
esencial hacer un estudio previo de la misma, de su valor patrimonial, de su estado de
conservaciéon y de su caracter y funcién social. De esta manera, se garantiza tanto la
conservaciéon material del monumento como la transmisidn de sus valores y de su identidad
cultural a la comunidad donde se encuentra.

La metodologia habitual de restauracién-conservacién de bienes culturales esta dividida en dos
fases de trabajo. En primer lugar, se debe realizar un exhaustivo analisis del objeto de estudio y
de su contexto, considerando los aspectos materiales, tecnoldgicos, estéticos, histdricos y
culturales; asi como un estudio de los métodos, técnicas y productos de intervencién
compatibles con el bien y adecuados a sus problemas de deterioro. En segundo lugar, se realiza
la intervencién sobre el bien cultural, sustentada en el principio de minima intervencidn, en el
respeto a la autenticidad y en la reversibilidad de los procedimientos aplicados.

A la hora de realizar este analisis que comprende la primera fase del proceso de restauracion y
conservacién, uno de los aspectos importantes a estudiar es el biodeterioro presente en los
bienes culturales.

El biodeterioro que experimentan los distintos materiales que componen los bienes culturales es
un fendmeno complejo, todavia bastante desconocido. Investigar sobre los agentes bioldgicos
de deterioro y sobre las principales causas que lo provocan requiere de nuevos estudios que
permitan identificar qué alteraciones se producen y qué tratamientos se necesitan. Aunque hay
que resaltar la escasez de bibliografia referente a este uUltimo tema, existen algunos estudios que
se dedican de forma directa analizar las especies de organismos, los materiales que deteriorany
el tipo de dafio que provocan. Por otro lado, son interesantes los trabajos que se han dedicado
al empleo de determinados métodos analiticos de identificacidon del efecto ejercido por estos
agentes de deterioro (Ascaso et al., 2002; Ascaso et al., 2004; De los Rios et al., 2008).

Esta revision pretende aportar informacion sobre trabajos dedicados al andlisis de las causas del
biodeterioro que afecta a monumentos y obras de arte, especialmente a los geomateriales,
maderas y materiales pictéricos, asi como sobre estudios acerca de los principales métodos de
control del biodeterioro.

El biodeterioro o el dafio causado en las obras o piezas histdrico-artisticas por organismos y
microorganismos (plantas superiores, hongos, liquenes, briofitos, algas, cianobacterias...) ha
sido estudiado a lo largo de los afios (Warscheid y Braams, 2000; De los Rios y Ascaso, 2005)
debido a la creciente preocupacion por las pérdidas irreparables y de gran valor que pueden
ocasionar en el Patrimonio Cultural.

El grupo de investigacion de “Ecologia Microbiana y Geomicrobiologia del Sustrato Litico”, del
Instituto de Recursos Naturales de Madrid, cuenta con una estrategia de actuacién iniciada en
los afios 90 (Ascaso & Ollacarizqueta, 1991) para detectar el biodeterioro en piedra monumental
mediante técnicas de microscopia in situ y de biologia molecular (Galvan et al., 2006), para asi
analizar los microorganismos implicados, las alteraciones producidas por ellos y la evaluacion de
tratamientos para contrarrestarlos.

Como algunos autores han determinado (Warscheid and Braams, 2000; De los Rios et al., 2009;
2012, entre otros), ademas de la alteracién estética causada, la contaminacion bioldgica
promueve procesos abidticos debido a la alteracidén de la estructura del material, asi como de
sus propiedades termo-hidricas. Los agentes biolégicos pueden originar dafios de origen
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mecanico (Ortega-Calvo, 1991) como la presidon que ejercen sobre el material debido a la
contraccion y la dilatacién de las estructuras bioldgicas, lo que podria causar un mayor
debilitamiento del material constitutivo y su consecuente caida; y también pueden ocasionar
alteraciones mediantes procesos fisicos y quimicos (Ortega-Calvo, 1994).

1.1 DEFINICION Y MECANISMOS DE LOS PROCESOS DE BIODETERIORO

¢Qué es el biodeterioro? Este término puede ser definido como cualquier cambio indeseable en
las propiedades de un material causado por la actividad vital de los organismos (Allsopp et al.,
2004). El biodeterioro de las obras de arte se entiende como una alteracién de los materiales
que las constituyen debido a la actividad metabdlica de una o mas poblaciones de
microorganismos u organismos.

Los monumentos, esculturas y otras obras de arte expuestas a la intemperie se han deteriorado
a través de los siglos por causas naturales. El sol, las heladas, el viento, la lluvia, etc., contribuyen
al proceso gradual de envejecimiento y deterioro. Este deterioro que experimentan los
materiales ha aumentado progresivamente (Allsopp & Seal, 1986), mucho mds rdpidamente
desde el siglo pasado, especialmente debido a la creciente contaminacién atmosférica.

La mayoria de los organismos que crecen sobre los monumentos son capaces de generar
sustancias que alteran irreversiblemente el material constitutivo, lo cual acelera el proceso de
destruccién de dicho monumento. Es algo similar a lo que ocurre en el proceso de formacion de
suelos, pero en el caso anterior supone una pérdida irreparable.

Asi pues, se puede decir que cualquier tipo de alteracidn irreversible, consecuencia de la
actividad metabdlica de una o mas poblaciones de organismos vivos, cualquiera que sea el
tamano de éstos, es lo que actualmente se entiende por biodeterioro.

Sin embargo, la mera presencia de un organismo sobre un material no es suficiente para
determinar que aquél sea el que ha causado el dafio. Para poder probar este biodeterioro es
necesario comprobar que ha cambiado alguna propiedad esencial del material en estudio.

Por otro lado, los fenédmenos de biodeterioro no pueden ser considerados de manera aislada,
sino que siempre aparecen asociados a procesos de alteracién fisicos y quimicos. Algunos
autores (Krumbein, 1988) consideran que la superficie de un monumento es colonizada por
ciertos organismos vivos si previamente ésta sufre un proceso degradativo debido a la
exposicién al ambiente. La lluvia, el viento, el sol, el hielo y los contaminantes atmosféricos
provocan un aumento de la superficie especifica del material pétreo, por formacidon de macro y
microfisuras y de rugosidades, lo que favorece la acumulacién de particulas atmosféricas y la
colonizacidn por parte de organismos vivos (Garcia Murillo, 1995).

1.2 FACTORES ECOLOGICOS

La ecologia es la ciencia que estudia las relaciones entre los organismos y el ambiente. La unidad
base de un estudio ecoldgico estd representada por el ecosistema. Con este término se define
una unidad que incluye todos los organismos que, en un drea determinada, interaccionan entre
ellos y con el ambiente fisico, de modo que el flujo de energia se da en una estructura tréfica
bien definida, con una equilibrada diversidad bidtica y una transformacién de la materia (Caneva
et al., 1994).

Si se aplican estos conceptos ecoldgicos al estudio de una obra de arte, la cual representa el
“sustrato”, ésta seria la materia que entra en el ciclo biogeoquimico, expuesta a la accidn de los
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factores ambientales y al ataque potencial por parte de diversas poblaciones bioldgicas (figura
1.1).

Generalmente estas poblaciones representan los agentes biodeteriorantes, que son aquellos
organismos que causan dafios a la obra de arte. Sin embargo, la presencia de un factor biolédgico
(organismo o microorganismo) no siempre es negativa, también puede influir positivamente
mejorando, a veces, la conservacién de la obra en cuestidn, como es el caso de los liquenes que
colonizan los muros de un edificio.

Respecto a las cadenas tréficas, que ponen de manifiesto la posicién nutricional de un
organismo en el sistema, los organismos presentes sobre una obra de arte, como en todos los
ecosistemas, pueden ser tanto productores (autdtrofos), como predadores o consumidores
(heterdtrofos).

Desde el punto de vista energético esta cadena trdfica da lugar a una pirdmide ecoldgica; en
cada nivel se produce una dispersidn de energia y un aumento de entropia, de acuerdo a la
segunda ley de la termodinamica. Por esta razén quizd sea imposible la conservacién del
material por un tiempo infinito, en cuanto que la materia tiende siempre a adquirir una
estructura mas simple y con ello mas estable (Caneva et al., 2005).

Temperatura (T2), humedad (HR)

» / <
Elementosy A .\. '( Elementosy

compuestos compuestos

del aire 7 delagua
’

Obra de arte (suelo)

Elementos minéfales

I

Materiales organicos

Destruciores

Energia luminosa
(absorcion de E) :
Productores

ORGANISMOS VIVOS

Consumidores

Figura 1.1. Esquema de un bien cultural en clave ecosistémica. Escultura de fuente de Plaza de la
Republica, en Roma.
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Condiciones necesarias para el crecimiento de organismos

Cada grupo bioldgico puede iniciar su desarrollo y después seguir su crecimiento sélo si se dan
determinadas condiciones ambientales. Con respecto a estas variables, existen limites de
tolerancia (valores maximos y minimos) que presentan los organismos. El espacio que existe
entre estos valores extremos es la amplitud de tolerancia de una determinada especie. Se
denomina factor limitante el factor ambiental que sobrepasa la amplitud de tolerancia de un
individuo.

Los parametros que condicionan la colonizacién y el posterior crecimiento de los organismos,
son entre otros:

- la luz: imprescindible para la fotosintesis y con ello un factor limitante para organismos
autétrofos. La fuente puede provenir no sélo del sol como mds comun, sino de fuentes
artificiales, de distintos tipos e intensidades;

- el oxigeno: aunque no es un factor limitante, pues existen organismos anaerobios implicados
en los procesos de biodeterioro, la mayoria de los organismos toman oxigeno (para la
respiracion celular). Con respecto a los microorganismos, las bacterias se clasifican en aerobias,
gue utilizan el oxigeno libre como aceptor final del hidrégeno (o electrones), y anaerobias, que
utilizan como aceptores compuestos orgdnicos o inorganicos. La mayoria de los hongos
necesitan oxigeno;

- el carbono: es un elemento indispensable para el desarrollo de todos los organismos, ya que
forma parte de los polimeros que componen la estructura celular (polisacaridos, proteinas,
enzimas, etc.). Puede ser asimilado por los organismos autétrofos (algas y ciertas bacterias)
como diodxido de carbono, procedente del aire, a través de mecanismos asociados a procesos
fotosintéticos y quimiosintéticos (segun el grupo al que pertenezcan los organismos). Los
heterdtrofos lo asimilan bajo forma organica;

- el nitrégeno: posee la misma importancia que el elemento anterior. Sélo algunas bacterias y
algas son capaces de fijarlo directamente de la atmdsfera, el resto lo absorben en forma de sales
inorganicas;

- el agua: es indispensable para las funciones vitales de todos los organismos ya que constituye
la mayor parte de la célula y es indispensable para los cambios metabdlicos con el medio
ambiente externo, aunque determinados grupos estén muy bien adaptados a la sequia. Puede
ser absorbida directamente de la superficie de los monumentos (organismos sustrato-higrofilos),
de la humedad atmosférica (organismos aerohigréfilos), o bien de la lluvia. La presencia de
humedad predispone a las superficies de las obras de arte al biodeterioro. Los valores criticos de
humedad relativa son del 60-65 %, por debajo de éstos se dificulta la proliferacion de
microorganismos;

- la temperatura y el pH: son pardmetros importantes, aunque existen amplios rangos de
tolerancia dependiendo del tipo de organismos. En el caso concreto de la temperatura, mas que
ser un factor limitante, afecta sélo a la velocidad de crecimiento. Los microorganismos pueden
vivir en una amplia gama de valores, aunque tienen sus rangos de temperaturas éptimas. Esto
permite clasificarlos en criéfilos, meséfilos y termdfilos. Son los mesdfilos los que suelen atacar
las obras de arte, retarddandose su crecimiento por el frio. En cuanto al pH, también existe un
amplio rango de valores, que van desde 2,8 a 8,5. La mayoria de las bacterias crecen mejor a pH
proximos a la neutralidad, mientras que un pH acido tiende a favorecer a los hongos.

12
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Asi pues, se puede observar que existen distintos factores para los cuales los organismos pueden
crecer en determinados intervalos de tolerancia. Por lo tanto la presencia de un determinado
organismo puede indicar que se hallan alrededor de un cierto valor concreto, informaciéon que
puede ser util cuando el rango de tolerancia es estrecho, porque permite utilizar este organismo
como bioindicador.

Por otro lado, ciertas condiciones extremas pueden suponer un cese en la actividad de algunos
organismos, pero no necesariamente la desaparicién de los mismos. Estos pueden permanecer
en estados latentes (estados de actividad metabdlica minima) durante cierto tiempo, de manera
gue sobre un determinado monumento siempre se puede encontrar una cierta poblacién de
organismos potencialmente dafiinos.

Con respecto a la influencia que puede ejercer la contaminacién atmosférica sobre la
conservacién de los monumentos, se puede decir que, evidentemente ésta es directa y negativa.

Se denominan contaminantes atmosféricos todas aquellas sustancias que no entran en la
composicion natural de la atmdsfera o que se encuentran presentes a concentraciones
superiores a lo normal (Caneva et al., 2005). Los contaminantes pueden aparecer en forma de
particulas atmosféricas (hidrocarburos, silicatos, esporas, pdlenes) o en forma de compuestos
gaseosos (SO,, H,S, NO, NO,, CO, CO,, HF, HCI, O3).

Los contaminantes relacionados con el trafico de vehiculos, con las emisiones industriales y con
los sistemas de calefaccion, ejercen un efecto muy agresivo sobre los materiales constitutivos de
los bienes culturales. Sin embargo, en el caso de los organismos biolédgicos, sus efectos son
diferentes dependiendo de la naturaleza del contaminante y del tipo de organismo involucrado.
En lo que respecta a los efectos téxicos de los contaminantes quimicos, no todos los organismos
poseen la misma sensibilidad. Las especies mas susceptibles son aquellas que no poseen
mecanismos de proteccion pasiva o de excrecidn, en particular los briofitos y los liquenes. De
hecho, ambos organismos son frecuentemente utilizados como bioindicadores de Ia
contaminacién ambiental, ya que su frecuencia y cobertura disminuyen notablemente en
relacién a estos parametros (Nimis et al., 2002).

1.3 FACTORES BIOLOGICOS DE DETERIORO

El estudio del biodeterioro en Espafia se ha abordado mds tarde y con menos intensidad que la
investigacion sobre otros procesos de alteracién de los monumentos (Garcia Murillo, 1995; Saiz
Jimenez, 1982; Casas Sicart & Saiz Jiménez, 1982; Rowe et al., 1991; Arifio et al., 1995; Vaillant
Callol & Valentin Rodrigo, 1996). Durante mucho tiempo se ha tenido muy poco en cuenta la
influencia de ciertos organismos sobre el estado de conservacion de los materiales pétreos. Sin
embargo, estudios llevados a cabo mas recientemente ponen de manifiesto la importancia de
tales organismos en los procesos de alteracién de dichos materiales.

Principales grupos de organismos

Los diferentes organismos pueden ser agrupados (Caneva et al., 1994) en base a la forma
quimica con la que asimilan el carbono (C), en base al tipo de reaccidon que proporciona la
energia (E) necesaria para el metabolismo, y segun el tipo de donadores de electrones (e-). Asi
pues, los organismos se subdividen en 4 categorias nutricionales (ver tabla I.1).
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Tabla I.1. Clasificacion de los organismos vivos en grupos nutricionales

Tipo de organismo Fuentede C FuentedeE Donadores de e- Ejemplos
, Compuestos Plantas vasculares, algas,
Fotoautdtrofo o . p’ . , . g
. CO, Luz inorganicos H,0, liguenes, cianobacterias y
fotolitétrofos .
H,S, S otras bacterias
Fotoheterdtrofos o Sustancias Luz Compuestos Bacterias rojas no
fotoorganotrofos organicas organicos sulfurosas
- , . Hidrogenobacterias,
Quimioautdtrofos o Reacciones Compuestos .
L .. . . . bacterias del azufre,
guimiosintéticos o CO, de d6xido- inorganicos, H,S, .
S ., ferrobacterias,
quimiolitétrofos reduccién S, H, HsFe. o
’ b.denitrificantes
. , . Reacciones .
Quimioheterétrofos Sustancias de xido Compuestos Animales, protozoos,

o quimioorganotrofos  organicas organicos hongos, bacterias

reduccién

Muchos organismos tienen la capacidad de concentrar moléculas del ambiente para poder
crecer, de forma que posteriormente en ese lugar puede crecer otro organismo que no tenga
esta capacidad. Esto es lo que se denomina concepto de sucesién.

Los organismos que mayoritariamente intervienen en los procesos de biodeterioro sobre
materiales pétreos, se pueden agrupar, segun el concepto de sucesidn, de la siguiente manera:

(D Microflora autétrofa: bacterias autdtrofas (quimiosintéticas), algas y liquenes
@ Microflora heterétrofa: bacterias heterétrofas, actinomicetos y hongos
@ Macroflora autétrofa: briofitos y plantas superiores (vasculares)

Se hace esta distincion para hablar de la sucesién en monumentos, es decir la secuencia en el
tiempo en la que van a aparecer esos organismos (D > @ > ). Asi, mientras que en Q) se
puede encontrar un microorganismo, en (3 estd presente una higuera.

Por otro lado, la fauna biodeteriorante se puede subdividir en Microfauna - insectos, aracnidos,
etc. —y Macrofauna - mamiferos y aves.

En general, se puede afirmar que son los organismos autdtrofos los que colonizan el sustrato en
primer lugar, mientras que los heterdtrofos, al necesitar materia orgdnica para su crecimiento,
aprovechan la presencia de los primeros para desarrollarse en este tipo de sustrato.

Las algas y las cianobacterias son las que generalmente inician la secuencia de la sucesion.
Poseen la capacidad de instalarse sobre los sustratos pétreos resistiendo condiciones
ambientales extremas. Los restos orgdnicos, el polvo, las esporas, etc., pueden depositarse sobre
este revestimiento de las algas. Esta capa, rica en sustancias nitrogenadas, constituye un medio
ideal para las bacterias, hongos y liquenes. Y éstos, a su vez, facilitan la instalacién de otros
organismos, como los musgos, lo que suministra el suelo necesario para las plantas vasculares,
cuyas raices provocaran una degradacion importante.
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A. Cianobacterias y algas verdes

Sobre la piedra o en el interior de ésta se pueden localizar algas microscdpicas que pertenecen a
dos grupos sistematicos: las Cianoficeas o Cianobacterias (en el pasado llamadas algas azules) y
las Cloroficeas (algas verdes). Ocasionalmente, pueden ser encontradas también otro tipo de
algas (por ejemplo, las diatomeas).

Las algas son microscépicas, unicelulares, aisladas o agrupadas en colonias mas o menos
compactas o formando filamentos. Los dafios causados por las algas sobre las piedras son
esencialmente de naturaleza estética. Sin embargo, segun su forma de colonizar el sustrato las
algas pueden dividirse en:

o algas recubridoras, que ejercen su accién recubriendo el sustrato, y por tanto,
reteniendo polvo y suciedad sobre éste, lo que favorece el asentamiento de otros
organismos;

o algas perforantes y corrosivas, que ejercen su accidn sobre el material que colonizan
mediante mecanismos quimicos y fisicos.

Otros autores las clasifican en epiliticas, que crecen sobre la superficie y endoliticas, que
colonizan en profundidad rocas semitransltcidas o translucidas (Caneva et al., 1994).

Los factores ambientales mds importantes que condicionan el crecimiento de las algas son la
intensidad luminosa, la humedad, la temperatura y el pH. Las algas verdes y, mds comunmente
las cianobacterias, son los primeros colonizadores de la piedra, puesto que necesitan luz, agua,
algunos compuestos organicos vy, preferiblemente, un sustrato ligeramente alcalino (pH= 7-8).
Asi, generalmente las piedras calcareas (Tiano, 1986) son colonizadas mas frecuentemente
respecto a otros tipos de piedras como el granito.

Por otro lado, algunas cianobacterias estdn rodeadas de una vaina mucilaginosa y coloreada,
capaz de absorber y retener el agua por mucho tiempo. Esto hace que logren sobrevivir en
condiciones ambientales adversas, como una sequia prolongada. Asi pues, en respuesta a las
condiciones ambientales, las cianobacterias pueden activar o desactivar su metabolismo. Debido
a esta caracteristica, se puede decir que son las primeras en implantarse sobre el sustrato,
mientras que las algas verdes llegarian a dominar sélo después de que la retencién de agua por
el sustrato estuviera favorecida por la presencia de las anteriores. Con respecto a la luz, en
grutas u otros ambientes subterraneos, el desarrollo algal es debido al gradiente luminoso
(natural o artificial).

Las diatomeas (Bacillariophyceae) requieren ambientes con elevado indice hidrico. En climas
templados estan presentes sélo en las fuentes y en zonas tropicales se han detectado cubiertas
de diatomeas sobre areniscas, rocas deterioradas y edificios.

B. Liquenes

Los liquenes son organismos capaces de ser activos o sobrevivir con diversas concentraciones de
agua, gracias a esto es posible encontrarlos en ambientes muy extremos. Junto a las
cianobacterias, los liquenes juegan un papel importante como organismos pioneros en la
colonizacion de las rocas.

Son asociaciones simbidticas entre hongos y algas o cianobacterias. Pueden desarrollarse sobre

piedras desnudas. Los talos superficiales contienen al alga, pero las hifas del hongo pueden
penetrar profundamente en la piedra. Se desarrollan muy lentamente y ocupan ambientes
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hostiles para la mayoria de las demas formas de vida vegetal (Garcia-Rowe & Sdiz Jiménez,
1991).

Los liquenes que crecen sobre la piedra se llaman saxicolas y su presencia se manifiesta en forma
de polvo y fragmentos del organismo (talos pulverulentos). Son sobre todo crustaceos, epiliticos
o endoliticos (Normal 19/85, 1985), aunque también aparecen folidceos, escuamulosos o
fruticulosos.

Los liquenes se pueden clasificar segin su biotipo en (Tiano, 1986; Garcia-Rowe & Saiz Jiménez,
1991; Samefio Puerto et al., 1996):

o Crustaceo. Talo fuertemente adherido al sustrato por toda su superficie, normalmente
carece de cértex inferior y se fija a través de las hifas del hongo (médula) que penetran
en el sustrato. El talo puede desarrollarse totalmente incrustado en rocas (endolitico) o
bien sobre el sustrato (epilitico). Desde el punto de vista de la erosidon quimica vy
mecanica del sustrato, son los talos que presentan un mayor efecto negativo.

o Una variante del biotipo crustdceo se denomina lepraridide: talo enteramente
pulverulento o granuloso-pulverulento, cuya superficie es irregular y no lisa.

o Foliaceo. El talo presenta un cdrtex inferior bien definido y se adhiere al sustrato
mediante ricinas producidas por el hongo del liquen. La erosidon quimica es menos
acusada, si bien la erosion mecanica producida por las ricinas puede ser mayor que en el
caso anterior (Tiano, 1986).

o Escuamuloso. Talo formado por escamas con los bordes laxamente adheridos al
sustrato, a veces superpuestas. Algunos no tienen cdértex inferior, otros si.

o Fruticuloso. Talo formado por lacinias erectas o pendientes y que se fija al sustrato por
un punto (disco de fijacién), por lo cual la erosidon quimica es mucho menos acusada,
pero la erosion mecdnica es igual o superior que en el caso de los folidceos. Las
ramificaciones pueden ser cilindricas o aplanadas.

Es posible que la secuencia de sucesién de los liguenes comience por los crustdceos, que
actuarian como pioneros, seguidos por los folidceos y los fruticulosos (Garcia-Rowe & Sdiz
Jiménez, 1991).

Con respecto a las condiciones ambientales, se pueden diferenciar claramente dos tipos de
bioalteracién en base a la humedad del sustrato: cuando ésta es continua predominan las
cianobacterias, algas y briofitos (Caneva et al., 1994); sin embargo si la humedad no es
permanente se observa la presencia de liquenes de biotipo (tipo ecoldgico) crustaceo, los cuales
incrementan la alteracion del sustrato.

Los liquenes tienen una amplia distribucion ecolégica. Esta distribucion estd influenciada por los
gradientes ambientales y la distribucién de nutrientes y minerales: depdsitos salinos, restos de
palomas (alto contenido en N y P). En este Ultimo caso se habla de flora ornitocoprofila.

Sobre piedra caliza, sustrato mas invadido por los liquenes, el biotipo dominante es el crustaceo,
aunque también se observan algunos biotipos folidceos y escuamulosos.

También, sobre un mismo monumento, la diferente exposicién a la lluvia o a la luz solar, unida a

las distintas caracteristicas arquitectdnicas, causan colonizaciones variadas y muy particulares de
especies con distinta ecologia.
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Son organismos de crecimiento lento, con pocos requerimientos ecoldgicos y muy resistentes a
las condiciones extremas de temperatura y humedad. Sin embargo, poseen una elevada
sensibilidad a la contaminacidon atmosférica. En aquellos lugares donde la contaminacién
atmosférica es muy alta, los monumentos constituidos por materiales pétreos estan
completamente libres de colonizacién.

C. Bacterias y actinomicetos

Las bacterias atacan la piedra por via quimica. Las que juegan un papel importante en la
degradacion de las rocas y los minerales son autdtrofas, pero también quimiolitotrofas
facultativas (que usan indiferentemente sustratos organicos y/o inorganicos) y heterétrofas.

Las alteraciones producidas por las bacterias no son diferentes de aquellas puramente quimicas:
costras negras, pulverizaciones, exfoliaciones. Generalmente los procesos abidticos son
considerados mas importantes y el papel que juegan las bacterias en el deterioro sélo se
considera si, mediante los analisis, se demuestra una presencia consistente.

Los procesos de solubilizacién del sustrato, causados por microorganismos, van siempre
acompafiados de una acidificaciéon del medio (produccidn de acido) y de una pérdida de material
litico (Caneva et al., 1994).

Por otro lado, en el caso de las pinturas murales, las bacterias pueden causar también la
variacién de color de los pigmentos de aquellas. Sin embargo, los pigmentos a base de metales
pesados pueden inhibir el crecimiento de muchos microorganismos por su efecto toxico.

Para las bacterias, como para todos los microorganismos, el aspecto cuantitativo es fundamental
para valorar su importancia en los procesos de degradacién. No obstante, dependiendo de los
distintos métodos utilizados para extraer las bacterias de la piedra, para cultivarlas y realizar
conteos, se pueden obtener resultados muy diversos.

Las bacterias que se establecen sobre la superficie de los monumentos se pueden dividir en las
llamadas quimioautdtrofas o quimiosintéticas, que comprenden las bacterias del ciclo del azufre
(sulfatorreductoras y sulfooxidantes), las bacterias del ciclo del nitrégeno y las ferrobacterias vy,
por otro lado, las bacterias heterétrofas y los actinomicetos.

C.1. Bacterias del ciclo del azufre

La colonizacidn y proliferacion de estas bacterias es consecuencia de los procesos de alteracion
fisico-quimicos que haya sufrido el sustrato, asi como de las condiciones ambientales.

La contaminacién atmosférica deteriora el material original, formando nuevas sales,
frecuentemente sulfatos. El didxido de azufre junto con el acido sulfhidrico, ademas del efecto
agresivo que provocan, son los responsables de la presencia de compuestos azufrados sobre el
sustrato, lo cual favorece la implantacidn de una flora bacteriana que utiliza tales compuestos.

e Bacterias sulfooxidantes.

La formacion bioldgica de yeso, casi siempre presente entre los productos de degradacion de la
piedra calcarea, es debida a la accion de estas bacterias, las cuales utilizan varios compuestos
reducidos del azufre (Caneva et al., 1994). Sélo con la oxidacién del azufre reducido obtienen la
energia necesaria para la sintesis de su materia celular. La fuente de carbono que utilizan es el
dioxido de carbono del aire, y la fuente de nitrégeno los nitratos o el amonio. Oxidan el acido
sulfhidrico, el azufre elemental, etc., para dar sulfatos mediante la reaccidn:

17



BLOQUE I. ASPECTOS GENERALES. ESTADO DE LA CUESTION

SH, + CO,+0, ——» SO, + H,0 + Materia organica
ATP

Asi, las alteraciones son debidas a oxidaciones enzimdticas de sustancias sulfuradas y a la
produccién de acido sulfurico y/o sulfatos.

e Bacterias sulforreductoras.

Cuando se produce una reduccién de sulfato a sulfuro es obra de estas bacterias. En la reaccion
anterior, el acido sulfhidrico existente puede provenir tanto de la contaminacion ambiental
como de la reduccion de sulfatos por estas bacterias segun la ecuacién:

SO, + Materia organica ———>»  SH, + CO,
ATP

Numerosos estudios prueban la presencia de bacterias del ciclo del azufre sobre monumentos
pétreos en ciudades y en dreas rurales donde la polucién atmosférica no puede ser la causa de la
presencia de sulfatos.

C.2. Bacterias del ciclo del nitrégeno (nitrificantes y nitritooxidantes)

Estas bacterias son capaces de acelerar la alteracién de la piedra mediante procesos de
oxidacion, de los cuales obtienen su energia. Parte de esta energia la utilizan para obtener el
carbono que necesitan.

Las primeras oxidan el amoniaco que transforman en acido nitroso, y las segundas transforman
el acido nitroso en acido nitrico (Caneva et al., 1994).

El nitrégeno atmosférico puede ser fijado por bacterias aerobias y anaerobias. Esto puede dar
lugar a la formacidon de compuestos organicos nitrogenados lo que favorece el desarrollo de
organismos heterotrofos (Garcia Murillo, 1995). Estos compuestos pueden ser descompuestos
en amoniaco por bacterias amonificantes (denitrificacidn), y este amoniaco, a su vez, puede ser
oxidado a nitritos y nitratos por las bacterias nitrificantes y nitrooxidantes.

El papel de las bacterias nitrificantes es determinante en los procesos de biodeterioro de los
materiales pétreos, porque el acido asi formado ataca los carbonatos produciendo nitrato de
calcio, el cual es eliminado por las aguas de lluvia. La roca se disgrega y se vuelve pulverulenta. El
aporte de amoniaco puede provenir tanto de la contaminacidn atmosférica como de la
ascension capilar de agua desde el suelo a los muros (Garcia Murillo, 1995).

C.3. Ferrobacterias

Entre las bacterias autdtrofas se encuentran también las ferrobacterias que toman energia de la
oxidacion de los iones ferrosos a iones férricos y ademds pueden oxidar algunos minerales que
contienen hierro como la pirita.

C.4. Bacterias heterdtrofas

Las bacterias heterdtrofas juegan también un papel muy importante en la degradacion de la
piedra. Pueden ejercer su accion mediante formacion de didxido de carbono y de acidos
organicos que, aunque sean muy débiles, pueden actuar sobre el carbonato calcico que
constituye el sustrato.
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En cuanto a los soportes organicos, atacan la celulosa de la madera transformandola, por medio
de enzimas, sucesivamente en celobiosa, didxido de carbono y acidos grasos.

C.5. Actinomicetos

Con respecto a los actinomicetos, la frecuencia con que se encuentran sobre frescos y piedras
deterioradas, especialmente en condiciones de elevada humedad y abundante materia organica,
es considerable. Su presencia se manifiesta en forma de patina blanquecina o blanco-grisacea,
por lo que a veces se confunden con eflorescencias salinas.

Su capacidad de utilizar nitritos y nitratos y de reducir los sulfatos se ha demostrado
experimentalmente. Con sus productos metabdlicos (acido carbdnico, nitrico, sulfdrico y otros
acidos organicos mds débiles) pueden atacar la piedra calcarea y algunos minerales (mica y
ortoclasa) (Caneva et al., 1994).

Entre estos microorganismos, los Streptomyces son aquellos mas frecuentemente aislados de
pinturas murales en criptas, grutas y tumbas. A menudo se encuentran con otras bacterias,
hongos y algas y se desarrollan en ambientes que se caracterizan por tener una alta y constante
humedad relativa (85-100%).

D. Hongos

Los hongos, a pesar de ser organismos heterdtrofos, a veces se pueden encontrar en materiales
pétreos alterados, especialmente en las regiones tropicales (Caneva et al., 1994) o cuando las
condiciones de humedad relativa y temperatura son elevadas.

Aunque la composicidon inorganica de la piedra no ofrece un sustrato favorable para el
crecimiento de estos microorganismos, existen residuos organicos de distinta naturaleza que
casi siempre estan presentes sobre la piedra y sobre pinturas murales, permitiendo el
crecimiento de especies fungicas con limitadas exigencias nutricionales (Caneva et al., 1994).

Asi pues, desde el punto de vista morfoldgico, la presencia de hongos se reconoce por la
formacidn de manchas debidas a sus pigmentos o a la presencia del micelio. Las manchas son
mas o menos superficiales y, a menudo, de color oscuro. La penetracidon del micelio fdngico
puede ser profunda, por ejemplo en el revoco de la pintura mural, y causar pérdida de cohesion
del estrato pictdrico. En la piedra dolomitica y calcarea las hifas penetran los cristales de calcita.
Algunos hongos son endoliticos y producen fendmenos de pitting.

Los hongos estan presentes sobre todo en los materiales organicos que forman parte de muchos
edificios. Se alimentan de la madera descomponiéndola, mediante enzimas, en sustancias mas
simples y facilmente asimilables. Segun el deterioro que producen se dividen:

D.1. Mohos

Son hongos microscépicos que se alimentan de las sustancias de reserva de la madera. Su
presencia se pone de manifiesto cuando aparecen las hifas (micelio) y esporas en la superficie de
la madera. Su ataque es superficial, no afecta a las propiedades fisico-mecanicas de la madera.

D.2. Hongos de pudricion
Son hongos que atacan la pared celular de la madera, alimentandose de la celulosa o de la

lignina segun los casos. Es un ataque destructivo puesto que las piezas pierden rdpidamente sus
propiedades fisico-mecanicas.
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E. Plantas inferiores (briofitos) y superiores

Los briofitos y las plantas vasculares crecen abundantemente sobre los edificios y las areas
arqueoldgicas cuando el sustrato y las condiciones ambientales son favorables. Estas son un
contenido de agua suficiente (importante sobre todo para los briofitos), una iluminacién
adecuada para permitir la actividad fotosintética y una buena porosidad del sustrato, que
favorezca tanto la retencién de humedad como la penetracion mecdanica de los rizoides o de las
raices.

E.1. Briofitos

Los briofitos, que comprenden a los musgos y las hepdticas, necesitan para poder crecer un
minimo estrato de suelo donde poder anclar sus primitivas raices, es decir, no son capaces de
desarrollarse directamente sobre el sustrato pétreo, sino que necesitan un depdsito previo de
materia (Garcia Murillo, 1995). Ademds necesitan una presencia continua de agua sobre un
sustrato preferiblemente poroso, como por ejemplo morteros, que acaban desintegrando por
penetracidn de sus rizoides (Carcia-Rowe & Sdiz Jiménez, 1991) y estar protegidos de la luz solar
(Tiano, 1986).

Los briofitos pueden ser clasificados por biotipos o tipos ecoldgicos (Carcia-Rowe & Saiz Jiménez,
1991):

o Folioso. Biotipo que produce el mismo impacto que los talos folidceos de los liquenes
porque se adhieren al sustrato mediante rizoides.

o Taloso. Biotipo de hepaticas. Similar en cuanto a impacto al caso anterior.

Estos organismos no tienen érganos para la absorcidon de elementos minerales del suelo y el
contacto entre la planta y su sustrato esta escasamente desarrollado. Sus hojas no poseen una
capa epidérmica diferenciada, sino que constan de un Unico estrato de células parenquimatosas,
expuestas directamente al aire. Sus principales fuentes de elementos nutritivos son las sales
minerales y los aerosoles suministrados por la lluvia y la deposicidn seca de particulas (Garcia
Murillo, 1995). De aqui se deduce su sensibilidad a los contaminantes atmosféricos (ozono,
fluoruros, metales pesados, etc.) lo que ocasiona su casi completa desaparicion de nucleos
urbanos e industriales (Casas Sicart & Saiz Jiménez, 1982).

E.2. Plantas superiores

Otra causa de biodeterioro de los monumentos pétreos son las plantas superiores. La presencia
de estos organismos sobre cualquier tipo de estructura supone un peligro para su conservacion
debido a la accidon mecanica que ejercen sobre el sustrato.

Se distinguen varios biotipos, que afectan desigualmente al sustrato, y que se establecen en
base a la duracidn del ciclo vital y a la perdurabilidad y situacion de las yemas.

o Terdfitos. Plantas que cumplen su ciclo vital completo en la estacién favorable (anuales).
No hay estructuras perdurables excepto las semillas. El grado de desarrollo alcanzado
por los terdfitos depende de la especie considerada. Suelen ser las mds comunes en
monumentos.

o Hemicriptéfitos. Plantas en las que la parte aérea muere cada afio, quedando las yemas

perdurantes a ras del suelo. No suelen alcanzar tallas tan altas como los teréfitos, pero al
ser perennes la erosion mecdnica puede ser mds grave para el sustrato.
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o Caméfitos. Plantas lefiosas de poco porte, con yemas perdurantes que no se elevan mas
de 50 cm del suelo.

o Criptofitos. Plantas cuyas partes perdurantes quedan bien protegidas bajo la superficie
del sustrato, acomoddndose en fisuras, grietas y superficies de escorrentia. Desde el
punto de vista de la erosién mecdnica son las que pueden provocar un mayor dafno.

o Fanerdfitos. Plantas lefiosas arbdreas. Su grado de desarrollo se ve claramente
condicionado por la accesibilidad y la riqueza del sustrato asi como por la abundancia de
agua. Desde el punto de vista mecanico son las mds perjudiciales debido al tamafio y
volumen que pueden alcanzar sus raices, pero légicamente son las menos abundantes.

Asi pues, a grandes rasgos, estos organismos se pueden dividir entre especies estacionales o
perennes de crecimiento continuo y especies herbaceas, arbustivas o arbdreas. En ambas, el
grado de alteracidon mecdnica aumenta en el mismo orden (Tiano, 1986).

Asi pues, el analisis y determinacién de la vegetacion deben ser considerados como una
contribucidn importante previa e imprescindible en los estudios de tratamientos biocidas para la
conservacion.

F. Animales

El dafio mas frecuentemente observado sobre materiales pétreos expuestos a la intemperie es
aquel provocado por las aves, en particular por la avifauna urbana, por ejemplo las palomas.
Estas son un importante agente de deterioro por estar relacionadas con el crecimiento de la
flora ornitocopréfila. Sus excrementos contienen &acidos (urico, fosfdrico, nitrico, etc.) que
reaccionan con la piedra produciendo un efecto corrosivo y creando ademas problemas de
naturaleza estética e higiénica.

Cuando se trata de edificios que poseen algunas estructuras de madera se pueden encontrar
insectos xiléfagos, principalmente escarabajos andbidos y termitas. Estos insectos viven en
climas cdlidos, asi en Europa existen unas pocas zonas en las cuales estos insectos pueden
sobrevivir. En las areas en las que viven y se reproducen, la madera de los edificios constituye
siempre una de sus fuentes de alimento principales.

Entre los mamiferos, los topos y las ratas han adquirido habitos de vida muy correlacionados a la
vida y a los habitos del hombre. La nocividad de estos animales se hace grave cuando la
dimension de la poblacién, que normalmente en las grandes ciudades es de millones de
individuos, hace que algunos de ellos actuen de forma agresiva. Las dos especies de roedores
gue causan dafnos a los bienes culturales son el topo doméstico (Mus musculus) y la rata comudn
o rata negra (Rattus rattus).

En el caso de areas arqueoldgicas, son los animales de pastoreo los maximos responsables del
deterioro causado en estas obras.

Por otro lado, la mera presencia de animales puede dar lugar a la propagacion de otras especies
de organismos, cuyas estructuras reproductoras pueden quedar adheridas a ellos y ser
transportadas.

Por ultimo, no es necesario mencionar el deterioro que es capaz de causar el hombre en sus
propias obras.

21



BLOQUE I. ASPECTOS GENERALES. ESTADO DE LA CUESTION

En resumen, las superficies pétreas se pueden considerar como un sustrato donde se asientan
distintas comunidades, sobre todo cuando no se efectian trabajos de limpieza y mantenimiento,
ni se controla el crecimiento con algun tipo de biocida.

1.4 MECANISMOS Y ASPECTOS MORFOLOGICOS DEL BIODETERIORO

El biodeterioro de los materiales se produce mediante mecanismos de diverso tipo: procesos
fisicos o mecdnicos (disgregacion o fracturacidén), procesos quimicos (descomposicién) vy
procesos estéticos. Sin embargo, dependiendo de los agentes biodeteriorantes, del tipo de
sustrato y de las condiciones ambientales, prevalece uno u otro (Caneva et al., 1994).

Por otro lado, el desarrollo de microorganismos u organismos puede crear condiciones
favorables para el crecimiento de otras especies biodeteriorantes o, en otras palabras, dar lugar
a una sucesién ecolégica con el desarrollo de cenosis mas complejas.

Dependiendo de la distinta composicién quimica de los materiales, se pueden encontrar diversos
tipos de biodeterioro, por consiguiente la propia naturaleza del sustrato condiciona el desarrollo
de algunos organismos biodeteriorantes por encima de otros.

Algunos procesos metabdlicos son caracteristicos de todos los organismos vivos (por ejemplo, la
produccién de CO, a través de la respiracion); otros, por el contrario, son especificos de algunos
organismos especializados y dependen de la posibilidad de utilizar un determinado sustrato
como fuente nutricional (por ejemplo, la descomposicion debida a reacciones enzimaticas).

Otras caracteristicas de los materiales, como por ejemplo el pH, el contenido de agua y la
presencia de impurezas, condicionan el desarrollo de los organismos (Vaillant Callol & Valentin
Rodrigo, 1996). Un cierto pH puede favorecer el crecimiento de una flora aciddfila o basofila; la
higroscopicidad de un material y, por consiguiente, su contenido en agua, es fuertemente
condicionante. La presencia de impurezas de diversa naturaleza sobre un material puede hacer
mas facil la instalacidon de un agente biodeteriorante o aumentar el rango de microorganismos
gue pueden desarrollarse.

Por otro lado, es necesario recordar que los procesos de degradacién fisico-quimicos facilitan el
biodeterioro. Por ejemplo, la piedra deteriorada, con una mayor porosidad, es atacada mas
facilmente que el mismo material sin haber sufrido dafio (Caneva et al., 1994).

1.4.1 Procesos fisicos 0 mecanicos (disgregacion o fracturacion)

Este tipo de biodeterioro posee un origen mecanico. En el caso de materiales pétreos lo que se
produce es un deterioro biogeofisico, es decir, se altera la estructura. Este mismo fendmeno se
da también en los materiales organicos.

Aqui se incluyen aquellos mecanismos que ocasionan una disgregacion del sustrato o un
incremento de la porosidad debido a la accién mecanica de los organismos (movimiento-
animales o crecimiento-vegetales).

La vegetacion puede causar un importante deterioro fisico en un edificio debido, por un lado, al
crecimiento de organismos dentro del sustrato, por otro, a los cambios de volumen que puede
experimentar (segun las condiciones de hidratacion) lo que ocasiona microfracturas y, por
ultimo a la retencién de agua, que, mediante ciclos de heladicidad o hidratacién de sales,
produce una disgregacion del sustrato (Caneva et al., 1994).
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También los microorganismos, especialmente los hongos, asi como los insectos, causan dafios
mecanicos en los soportes que colonizan. Los hongos ocasionan desprendimientos de peliculas
pictdricas, disgregacidon de fibras y dafios estructurales por penetracion del micelio en los
materiales orgdnicos. Los insectos generan galerias y orificios en dichos materiales.

1.4.2 Procesos quimicos (descomposicion)

Estos mecanismos tienen origen quimico. La accidon de los organismos causa un deterioro
biogeoquimico, se altera la composicién del material.

Aqui se incluyen todos los mecanismos que ocasionan la descomposicion o la transformacién del
sustrato debido a la actividad quimica de los organismos (corrosion, disolucién).

La accion quimica de los organismos puede ser debida a procesos de asimilacidon o de excrecidn
(Caneva et al., 1994):

— Biodeterioro quimico asimilador: Los organismos usan el material (no pétreo) como
fuente nutricional, como fuente de carbono o de energia liberada gracias a la actividad
enzimatica que poseen.

— Biodeterioro quimico de excrecidn o desasimilador: EI material es dafiado por Ia
excrecion de productos metabdlicos intermedios o finales (ej.: acidos y pigmentos que
pueden deteriorar o colorear el sustrato). Algunos organismos especializados usan
mecanismos de excrecion para poder penetrar activamente en el sustrato, por ejemplo,
los organismos endoliticos.

Algunos de los procesos quimicos son: acidolisis, complejolisis, alcalinolisis, degradacion
enzimatica y emisién de pigmentos.

1.4.3 Danos estéticos

El concepto de dafios estéticos es muy subjetivo. El término se usa para indicar toda una serie de
alteraciones en el aspecto exterior de la obra de arte debidas al crecimiento de poblaciones
bioldgicas.

Los dafios estéticos comprenden:

- cambios debidos a alteracidn cromatica,
- desarrollo de pétina bioldgica,
- impedimento visual del material que constituye la obra de arte.

No obstante, los dafios estéticos representan el aspecto menos importante del problema del
biodeterioro. Ademds, este concepto puede variar individualmente en relacién a la sensibilidad
personal y a la cultura de un pueblo y puede cambiar en un tiempo relativamente breve. Por
ejemplo, en el siglo diecinueve el valor estético de la patina algal y liquénica era no sélo tolerado
sino también muy apreciado. Actualmente, por el contrario, se prefiere retirar la patina
biolégica, las incrustaciones o la vegetacién ruderal no sélo por razones de conservacidn sino
también por tener una mejor visibilidad de la obra (Caneva et al., 1994).

Por otro lado, ha de tenerse en cuenta que una colonizacion bioldgica, aunque no sea muy

dafina, puede favorecer el ataque de otras especies mas agresivas (concepto de sucesidon
ecologica).
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1.4.4 Aspecto morfoldgico de las alteraciones bioldgicas

Los organismos vegetales son, obviamente, mas facilmente reconocibles que los
microorganismos ya que sus dimensiones nos permiten identificarlos a simple vista (Normal
19/85). La patina de algas, los musgos, las hepaticas y los liquenes son dificiles de distinguir para
aquellas personas que no posean una preparacién especifica en biologia.

Una informacién sistematica mds detallada (a nivel de orden, clase, familia, género y especie)
solamente se obtiene mediante analisis especificos. Esto es necesario para aplicar
correctamente las medidas preventivas o de control.

El aspecto morfoldgico de las alteraciones varia segln las especies presentes, la naturaleza del
sustrato, el clima y el periodo estacional.

Dependiendo del tipo de organismo, se pueden distinguir dos tipos de deterioro bioldgico. Por
un lado, una alteracidon cuya morfologia y caracteristicas permite identificar su origen y, por otro,
las alteraciones que requieren llevar a cabo ensayos de laboratorio para establecer la naturaleza
del verdadero biodeteriégeno (Garcia Murillo, 1995; Martin, 1990).

Las morfologias mas frecuente de las alteraciones bioldgicas de los materiales pétreos, en
relacion con el tipo de organismo que lo provoca, aparecen en la tabla I.2.

Tabla 1.2. Morfologias de biodeterioro

ORGANISMO MORFOLOGIA BIODETERIORO

Bacterias autotrofas Costra negra, patina negra, exfoliacion, pulverizacién

Bacterias heterétrofas Costra negra, patina negra, exfoliacién, cambio de color, manchas

Actinomicetos Patina y polvo blanco-grisaceo, eflorescencias blancas

Hongos Manchas, exfoliacion, pitting (punteaduras), pudricién

Cianobacterias y algas Patinas y peliculas de varios colores y consistencias

Liquenes Incrustaciones, manchas, pitting

Musgos y hepaticas Talos verde-grisaceos

Plantas superiores Hierba, arbustos y especies lefiosas inducen fracturas, colapso,
desprendimientos de material

Insectos Agujeros de forma tipica

Aves Deposicion de excrementos con efecto corrosivo, agujeros

Sin embargo, la forma mas clara y precisa para una clasificacién de estos indicadores es la
propuesta por A. Martin (Martin, 1990), en la cual clasifica las distintas morfologias o
manifestaciones de biodeterioro que se observan frecuentemente en los materiales pétreos.

Clasificacidon de los indicadores de bioalteracion:

Modificaciones superficiales. Son manifestaciones de alteracién que afectan al aspecto mas
externo de la piedra, sin provocar modificaciones importantes en el material subyacente. Los
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organismos que ocasionan estas morfologias son bacterias, hongos y algas, principalmente. Se
pueden clasificar en:

a) Variaciones cromaticas:
Alteraciones cromaticas
Moteado
Patina

b) Costra

c) Depdsitos Incrustacion:
Depdsitos superficiales
Eflorescencias

Eliminacién o pérdida de material. Esta se manifiesta con la formacion de pequeiias cavidades o
pérdida de cohesidén, causadas por bacterias, algas, liquenes, hongos, plantas vasculares e
incluso insectos. Se dividen en:

a) Alveolizacién

b) Picado

¢) Formacién de surcos
d) Descohesién

Rupturas Son discontinuidades producidas de una forma mds o menos perpendicular a la
superficie de la piedra. Principalmente causadas por plantas superiores, aunque los liquenes
también pueden provocar la fracturacién del sustrato.

Disyunciones. Estas suponen la separacidon entre partes de la piedra, paralelamente a la
superficie de la misma, produciendo fragmentos de menor o mayor tamafio (Garcia Murillo,
1995; Martin, 1990; Alcalde Moreno & Martin Pérez, 1996). La separacion seguida del
desprendimiento, dependiendo del tamafio y la forma de la porcién desprendida, se denomina:
separacion de placas, exfoliacién descamacidon y separacién de peliculas. Las responsables son
principalmente las sulfobacterias.

Otros autores (Caneva et al., 2005) amplian la clasificaciéon del aspecto morfoldgico que
presenta el biodeterioro a otros materiales orgdnicos e inorganicos del Patrimonio (tabla 1.3).
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Tabla 1.3. Fenomenologia de las alteraciones bioldgicas.

MADERA PAPEL TEJIDO PIEL MATERIALES VIDRIO METAL
PETREOS

Bacterias Nd Nd Nd Nd Costras negras, Pitting, Corrosion

autotrofas patinas negras, oscurecimiento

exfoliacién, manchas negras,

pulverizacién ennegrecimiento
de materiales
sumergidos

Bacterias Variacion de Manchas, Manchas, Manchas, Costras negras, Pitting, Corrosién

heterétrofas caracteristicas variacion cambios de | pérdidas de patinas negras, oscurecimiento
mecanicas delas color, resistencia a la exfoliacion, manchas negras,

caract. pérdidas de | tensidn, cambios de ennegrecimiento
mecanicas resistencia reblandecimiento color, manchas de materiales
(afelpado y sumergidos
fragil)

Actinomicetos | Variacion de Manchas, Manchas, Manchas, pintas Pétinas y polvo Nd Nd
caracteristicas variacion cambios de | blancas, pérdida blanco-
mecanicas delas color, de resistencia a la grisaceo,

caract. pérdidas de | tension eflorescencias
mecanicas resistencia blancas
(afelpado y

fragil)

Hongos Manchas, cambios | Manchas, Manchas, Manchas, Manchas, Oscurecimiento, Nd
de color, variacion cambios de | pérdidas de exfoliacién, manchas negras
reblandecimientos | de las color, resistencia a la pitting
, fisuras, cambio caract. pérdida de tension, rigidez
caract. mecanicas mecanicas resistencia

(afelpado y
fragil)

Cianobacterias | Patinas de Nd Pétinas Nd Pétinasy Nd Nd

y algas distintos colores peliculas de
(sobre todo distinto colory
verdes) consistencia

Liquenes Incrustaciones, Nd Nd Nd Incrustaciones, Pitting, Nd
parches parches, pitting oscurecimiento

Briofitos Talos verdes- Nd Nd Nd Talos verdes- Nd Nd
grises grises

Plantas Nd Nd Nd Nd Hierbas, Nd Nd

superiores arbustos y

especies
lefiosas
provocan
fracturas,
colapsos y
desprendimient
os de material

Animales Galerias, orificios, Abrasion Erosion, Orificios de forma

insectos serrin superficial, orificios, tipica

erosion, pérdida de
orificios, material
galerias

Perforadores Erosiones

marinos, profundas,

caracoles galerias

Pajaros Deposicion de Nd

excrementos
con efectos
corrosivos,
orificios,
rayados

Nd = No descrita (porque los microorganismos y organismos desempeifian un papel secundario en el deterioro de las obras de arte o

se encuentran muy raramente en estos materiales en las condiciones normales de conservacion).
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1.5 LOS PROCESOS DE BIODETERIORO EN FUNCION DE LOS MATERIALES DE LOS BIENES
CULTURALES.

Los bienes culturales constituidos por materiales de naturaleza organica pueden ser alterados
por organismos heterdtrofos si las condiciones ambientales resultan favorables para su
crecimiento. La susceptibilidad al biodeterioro de estos materiales también estd ligada a su
composicion quimica. Se pueden dividir en materiales de origen vegetal (papel, madera,
algoddn, lino, cafiamo) y materiales de origen animal (cuero, pergamino, seda, lana), que
presentan composiciones quimicas muy diferentes (Caneva et al., 1994). En este trabajo sélo se
describen los procesos de biodeterioro que tienen lugar en aquellos materiales que es posible
encontrar en inmuebles.

Los sustratos inorganicos, como los materiales pétreos, son colonizados por organismos
autétrofos, sin embargo, algunos de estos materiales pueden poseer sustancias orgdnicas que
favorecen el desarrollo de una microflora heterétrofa. Los materiales pétreos artificiales, es
decir, aquellos producidos por el hombre (estucos, morteros, materiales ceramicos, pinturas
murales), son alterados por los mismos organismos que crecen en la piedra natural. Sin
embargo, las diferentes caracteristicas fisicas que presentan estos materiales, como la
porosidad, las diferencias de composicion quimica, como la presencia de pigmentos y
aglutinantes, pueden influir en su susceptibilidad al biodeterioro.

1.5.1 Materiales orgdanicos de origen vegetal
e Caracteristicas generales: composicidn quimica y susceptibilidad al biodeterioro

La celulosa, la lignina y la hemicelulosa son los principales compuestos de los materiales
vegetales. La celulosa es el polimero mas importante de la pared de las células vegetales,
aunque su porcentaje varia segun la especie vegetal y el tejido de que se trate (la parte de la
planta utilizada en la elaboracion de materiales).

Desde el punto de vista quimico, la celulosa es un polisacdrido lineal formado por carbono,
hidrégeno y oxigeno, constituido por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces B-1,4
glucosidicos. Las cadenas de celulosa se disponen paralelamente en fibras llamadas
microfibrillas. En algunas zonas, estas cadenas celuldsicas estan dispuestas en un reticulo
cristalino con una estructura definida (areas cristalinas). En otras partes, las cadenas estan
dispuestas de forma desordenada y menos compacta (areas amorfas). Las zonas cristalinas son
muy resistentes a la hidrdlisis enzimatica, mientras que las zonas amorfas son mads susceptibles a
la degradacién por parte de microorganismos celulosoliticos capaces de producir un sistema de
enzimas extra e intracelulares llamado complejo de celulasas.

La lignina es un polimero tridimensional muy complejo compuesto por alcoholes aromaticos.
Posee una estructura amorfa y es insoluble en agua. La lignina es especialmente resistente a la
degradacion causada por microorganismos, solo algunos hongos (Basidiomicetos, algunos
Ascomicetos y Deuteromicetos), bacterias aerdbicas (entre ellas los Actinomicetos) y algunas
bacterias y hongos anaerdbicos son capaces de descomponerla (Durrant, 1996).

Las hemicelulosas estan localizadas entre las fibras de celulosa y la lignina. Son heteropolimeros,

lineales o ramificados, solubles en dlcalis. Son hidrolizadas por la mayor parte de bacterias y
hongos mediante la produccion de enzimas extracelulares llamadas hemicelulasas.
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e Madera: Estructura y composicion

Desde un punto de vista histolégico, la madera esta formada por un sistema de tejidos con
funcién de conduccidn o vascular (vasos o traqueidas), de sostén o mecanica (fibras y
fibrotraqueidas) y células vivas con funcién de reserva (radios medulares, parénquima axial) o
secretora (canales resiniferos o gomiferos).

La madera o xilema se produce por la actividad y la proliferacién de un tejido indiferenciado
llamado cambium que por su cara externa produce floema (corteza interna) y por su parte
interna el xilema o madera. La parte externa del xilema se llama albura y es fisiolédgicamente
activa, mientras que la parte interna se llama duramen y esta fisiolégicamente muerta. Con el
paso del tiempo, en el interior de estas células mas viejas, se depositan ciertas sustancias, como
los taninos, que proporcionan a la madera una mayor resistencia mecanica y durabilidad. La
durabilidad indica la capacidad que tiene una madera de resistir el ataque de los agentes
biodeteriorantes.

El cambium es el responsable del crecimiento radial de la planta (crecimiento secundario),
produciendo cada afio un nuevo estrato de madera llamado anillo de crecimiento. Las
caracteristicas de estos estratos o anillos de crecimiento (color, espesor y densidad) varian en
funcién del periodo de crecimiento (primavera u otofio), de la especie y de la edad de la planta,
asi como de la composicidn del suelo y de las condiciones climaticas (Caneva et al., 1994). A
través del estudio de la evolucidn de los anillos de crecimiento se pueden datar los materiales
lignarios (dendrocronologia).

Existen dos tipos de madera, dependiendo de la planta lefiosa de la que se extraiga. La madera
de gimnospermas (coniferas), por ejemplo las pertenecientes a las familias Cupressaceae,
Pinaceae y Taxodiaceae; y la madera de angiospermas (latifolias), con muchas especies de porte
arbéreo como las de las familias Fagaceae, Juglandaceae, Populaceae, Tiliaceae, etc. A nivel
anatémico, las diferentes células que forman la madera pueden dar lugar a una estructura mas o
menos homogénea (madera homoxila de las gimnospermas o softwood) o heterogénea (madera
heteréxila de las angiospermas o hardwood).

e Maecanismos de accidn de los distintos organismos sobre la madera
A. Bacterias

Las bacterias participan en menor medida que los hongos en el deterioro de la madera, ya que
para su desarrollo necesitan materiales con alto contenido de agua. Por este motivo si pueden
tener importancia en la degradacion de maderas subterrdneas o sumergidas. Las bacterias
atacan la celulosa de la madera transformandola, por medio de enzimas, sucesivamente en
celobiosa, didxido de carbono y acidos grasos.

Entre ellas, los actinomicetos, son organismos unicelulares filamentosos que destruyen la
celulosa. Aparecen en zonas donde existe una contaminacién con la tierra (Caneva et al., 1994).

B. Hongos

Los hongos causan un dafio quimico a los soportes en los que se desarrollan debido a las
sustancias que excretan, asi como una acidificacidon del material. Por otro lado, también pueden
ocasionar un dafio mecanico por la penetracidn de las hifas en el sustrato, lo cual produce una
disgregacion del material. Por uUltimo, debido a la emisién de pigmentos, estos microorganismos
pueden provocar también un deterioro estético de la obra.
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Asi pues, la madera, al ser un material higroscépico, es alterada principalmente por los hongos.
Estos son capaces de desarrollarse tanto en la superficie de la misma (los mohos), como en el
interior de sus estructuras (pudricidn).

En el caso de las pudriciones, el aspecto vy el color de la madera varian como consecuencia de
una accion preferencial sobre sus distintos componentes. Se pueden distinguir tres tipos:

Pudriciéon blanca. La madera atacada por esta pudricion se vuelve blanca. Los hongos
responsables de esta alteracidn son capaces de destruir tanto la celulosa y hemicelulosa como la
lignina, dejando la madera blanquecina, ligera y, en ocasiones con aspecto fibroso e incluso
harinoso, con poca densidad.

Pudricion parda. Es aquella en la que el hongo se alimenta de celulosa e hidratos de carbono,
pero no de lignina (color pardo). La madera adquiere, por tanto, una coloracidn oscura debido a
los residuos pardos de lignina. Por otro lado, la madera, al secarse se disgrega en forma de
cubos, por lo que también recibe el nombre de pudriciéon cubica. Estos cubos se disgregan
facilmente en polvo, es un ataque muy destructivo.

Pudricion blanda. Es producida por hongos inferiores que atacan la celulosa de la pared
secundaria de la célula en el sentido longitudinal de la misma, dando a la madera, cuando el
grado de humedad es elevado, una consistencia blanda.

C. Insectos

En el caso de la madera, son los insectos xilé6fagos los que ocasionan los dafios mas graves en los
soportes que infestan.

Cuatro son las funciones principales en que se ocupan los insectos a lo largo de su ciclo vital:
alimentacion, refugio, reproduccion y dispersion (Southwood, 1978; Gullan, 1994). Es al
satisfacer alguna de ellas cuando pueden producir los tipos fundamentales de dano. Sin duda, las
actividades relacionadas con la alimentacién son las principales causantes de biodeterioro, que
puede ser producido mecanicamente, al arrancar el animal con las mandibulas parte del material
atacado; o quimicamente, por efecto de sustancias presentes tanto en la saliva y otras
secreciones bucales, como en los excrementos. La busqueda de refugio tiene un papel algo
menor en el biodeterioro y, junto a la actividad reproductora, produce alteraciones de
naturaleza fundamentalmente mecanica, por ejemplo, al horadar cavidades o remodelar
materiales donde protegerse, o al construir "nidos" donde llevar a cabo la cépula o la puesta.

Los materiales de origen vegetal, como la madera (vigas, marcos, mobiliario, techos, suelos y
tallas) son atacados basicamente por escarabajos (Orden Coleoptera), de entre los cuales el
"gusano de la madera" o "carcoma comun de los muebles" Anobium punctatum (Anobiidae) es
con gran diferencia el "insecto estrella" (Bletchly, 1967). Existen otras especies de coledpteros
qgue, bajo las condiciones ambientales que se dan en Andalucia, pueden causar desperfectos
notables, en especial Lyctus brunneus, L. linearis (Lyctidae) e Hylotrupes bajulus (Cerambycidae).
Sin embargo, es A. punctatum el que ocasiona la mayor parte de los dafios al excavar sus larvas
galerias en la madera, pudiendo reducir techumbres, muebles y suelos enteros a serrin en
relativamente poco tiempo (Chinery, 1977; Bletchly, 1967; Bernis Mateu, 1974). Entre los restos
de serrin se observan sus excrementos que tienen una forma caracteristica. La mayoria de los
restantes insectos de interés en el deterioro de maderas sdlo tiene importancia puntual; entre
ellos se pueden citar las termitas (/soptera), que construyen sus nidos en la madera viegja,
pudiendo llegar en algunos casos a producir un dafio irreversible en vigas de madera; ciertas
cucarachas (Dictyoptera), cuyos dafios suelen ser superficiales y debidos al efecto de la
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masticacién de madera humedecida; y algunas avispas (Hymenoptera), que arrancan trozos de
madera para hacer una pasta junto a su saliva con la cual fabricar el papel de sus nidos, pero
cuyos danos hay que catalogar también de escasos.

1.5.2 Materiales orgdanicos de origen animal
e Caracteristicas generales: composicidn quimica y susceptibilidad al biodeterioro

Los componentes quimicos de los materiales de origen animal que se recogen en este estudio
(cuero, pergamino), son las proteinas o prétidos. Las proteinas son moléculas complejas
compuestas fundamentalmente por cuatro elementos: carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno
(a veces contienen también azufre, hierro, magnesio, etc.). Son largos polimeros no ramificados
de alto peso molecular cuya unidad base son los aminoacidos unidos entre si mediante enlaces
peptidicos. Las secuencias de aminoacidos dan origen a cadenas mds o menos largas
denominadas péptidos.

La sucesion de aminodcidos constituye la estructura primaria. La estructura secundaria se refiere
al modo en que la cadena polipeptidica esta enrollada o extendida, por ejemplo, la estructura
helicoidal de la a-queratina del pelo. La estructura terciaria representa la forma tridimensional
tipica de las proteinas globulares vy, finalmente, la estructura cuaternaria hace referencia a las
relaciones entre multiples cadenas polipeptidicas de una proteina. Todas ellas poseen diferente
funciones dependiendo de su estructura: proteinas estructurales con funcidon de sostén,
proteinas funcionales, etc.

Las proteinas constituyen un sustrato nutricional (fuente de nitrégeno o carbono) para miultiples
organismos heterétrofos. Sin embargo, el biodeterioro de los materiales proteicos esta
condicionado a la actividad de algunos microorganismos con capacidad de metabolizar las
proteinas mediante enzimas proteoliticos extracelulares que pueden romper los enlaces
peptidicos por hidrélisis enzimdatica. Los microoganismos que poseen capacidad proteolitica son
las bacterias, entre ellas los actinomicetos y algunos hongos, Ascomicetos y Deuteromicetos
(Aspergillus flavus, A. niger, algunas especies de Penicillium).

En el caso de la piel (cuero y pergamino) la susceptibilidad al biodeterioro depende de
numerosos factores como son la procedencia, los procesos de fabricacidn, las sustancias
utilizadas en la elaboracién, la presencia de decoraciones pictéricas, pero sobre todo del estado
de conservacion y de las caracteristicas del ambiente en que se encuentra la obra.

e Cuero y pergamino: Estructura y composicion

En el ambito de las artes decorativas, las pieles se emplearon en diversas épocas para distintas
aplicaciones (Caneva et al., 2005).

El cuero y el pergamino son materiales derivados de las pieles de oveja y cabra,
preferentemente; aunque también se pueden utilizar embriones de cordero o ternero, en el
caso del pergamino o pieles de bovinos, en el caso del cuero. El proceso de elaboracion de las
pieles varia notablemente en relacién a la época de manufactura y el drea geogréfica de
procedencia. Las principales fases de la produccién son: maceracidn, raspado, tensado, secado y
pulido. Para el cuero, el tratamiento fundamental es el curtido que consiste en una serie de
procesos quimicos y mecanicos cuya finalidad es que la piel se transforme en cuero
imputrescible e impermeable. El curtido se lleva a cabo utilizando distintas técnicas: ahumado
de la piel o su tratamiento con sustancias vegetales o minerales, de estas Ultimas la mas
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empleada es el cromo. Todo ello con objeto de evitar fenédmenos de la putrefaccion debida al
ataque microbioldgico.

Los principales componentes quimicos del cuero y del pergamino son el coldgeno, la queratina,
la elastina y en menor cantidad albumina, globulinas y sustancias lipidicas. El coldgeno es una
proteina estructural fibrosa cuyas moléculas poseen una estructura casi cristalina. Las
propiedades mecanicas del cuero y el pergamino son debidas a esta organizacion tridimensional
de las fibras proteicas. La queratina, es una proteina estructural rica en azufre y la elastina,
guimicamente similar al coldgeno, es una proteina componente fundamental del tejido
conectivo elastico. Asi pues, cualquier alteracién de estas estructuras puede ocasionar cambios
en las propiedades mecanicas de este material.

e Maecanismos de accion de los distintos organismos
A. Bacterias

El colageno puede ser hidrolizado por enzimas proteoliticas especificas (colagenasas) producidas
por algunas bacterias anaerobias del género Clostridium. Algunos tratamientos durante la
manufactura de la piel para convertirla en pergamino, despolimerizan el colageno pudiendo ser
éste, entonces, descompuesto por enzimas proteoliticas no especificas producidas por muchas
bacterias en aerobiosis como las pertenecientes a los géneros Bacillus, Pseudomonas, Sarcina.

Estudios posteriores han puesto en evidencia que la producciéon de colagenasas también es
propia de estas especies de bacterias aerdbicas, pertenecientes a los géneros Vibrio,
Bacteroides, Pseudomonas, Bacillus y Cytophaga, asi como de diversas especies de
actinomicetos del género Streptomyces (Karbowska-Berent & Strzelczyk, 2000).

Algunos factores ambientales, como la temperatura, humedad, valores de pH y radiaciéon UV,
influyen en la estabilidad del coldageno provocando cambios en su estructura molecular y
ocasionando, por tanto, una disminucién de su resistencia al biodeterioro.

B. Hongos

Algunos hongos de los géneros Cladosporium, Fusarium, Aspergillus, Trichoderma, etc. pueden
atacar los pergaminos antiguos. Tras un ataque fungico el pergamino pierde sus propiedades
volviéndose duro y fragil e incluso deformdndose. Pueden aparecer manchas de distintos
colores, patinas blanquecinas y disoluciones de textos escritos.

C. Insectos

En el caso de los materiales de origen animal, como el cuero, pergamino, pelo, piel o plumas, el
principal enemigo son los escarabajos derméstidos, cuya presencia se manifiesta como
erosiones superficiales o profundas, orificios y pérdidas de fragmentos, sin embargo también
pueden llegar a hacer desaparecer el material original y dejarlo reducido a un fino polvo ocraceo

(compuesto por sus excrementos). En ocasiones, algunos insectos que, generalmente, atacan
materiales celuldsicos pueden ocasionar también dafios a los materiales proteicos.

1.5.3 Materiales pictoricos
e Caracteristicas generales: composicidon quimica y susceptibilidad al biodeterioro

Generalmente, un bien cultural no estd constituido por un Unico material, lo habitual es que
coexistan materiales tanto orgdnicos como inorganicos. Es muy dificil definir el grado de
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susceptibilidad de cada material al deterioro bioldgico, pero se puede decir que el riesgo de
biodeterioro depende de aquél mds vulnerable.

Una pintura, estd constituida, generalmente, por un soporte, una capa preparatoria y una
pelicula pictérica cuya composicién varia en funcién de la técnica pictérica empleada (dleo,
témpera, acuarela, etc.), la época de elaboracion de la obra o el autor. La pelicula pictdrica, a su
vez, se compone de uno o mas estratos de color que consisten en pigmentos mezclados con
aglutinantes, distintos segun la técnica empleada. Finalmente, la superficie pintada se cubre con
una fina capa de barniz.

El biodeterioro de las obras pintadas puede afectar solo a unos componentes o a la obra en su
totalidad, pero solamente se produce cuando las condiciones ambientales son favorables, es
decir, cuando la temperatura y la humedad propician el desarrollo de los organismos.

Los compuestos orgdnicos presentes en estos materiales representan una fuente de nutricidn
para un amplio rango de organismos heterétrofos. El soporte se ve afectado, en funcién de sus
materiales, por las mismas especies microbianas mencionadas anteriormente. Sin embargo, la
pelicula pictdrica estd menos expuesta al biodeterioro por microorganismos ya que sus distintos
componentes (aglutinantes y pigmentos) se ven afectados de manera particular.

Los aglutinantes pictdricos mas susceptibles al biodeterioro son las témperas a la caseina o al
huevo, las emulsiones de témpera y los aceites de linaza. También son especialmente
susceptibles los pigmentos a base de tierra de siena, tierra de sombra y bol arménico (utilizado
en preparaciones para los dorados). Sin embargo, la presencia de metales pesados, como el
blanco de plomo o el 6xido de zinc, aumenta la resistencia al atague microbiolégico por su
toxicidad. Por otro lado, el barniz de acabado protege a la pelicula pictérica frente al
biodeterioro debido a sus propiedades hidrorrepelentes (Caneva et al. 2000).

e Maecanismos de accidn de los distintos organismos
A. Hongos

Entre los hongos implicados en la degradacion de las pinturas, en algunos estudios se han
aislado especies de los géneros: Penicillium, Aspergillus, Trichoderma y la especie Phoma
pigmentovora, capaz de degradar los pigmentos al d6leo y a la témpera, mientras que
Aerobasidium descompone sélo los aglutinantes de los pigmentos al éleo. Mucor y Rhizopus
atacan las colas (lonita, 1971; Strzelczyk, 1981).

Estos microorganismos causan dafios tanto mecdnicos como quimicos en las superficies
pintadas. En su fase inicial de desarrollo, el micelio se extiende sobre la pintura, enmascarando
el dibujo y los colores, en forma de veladuras blanquecinas. En algunos casos, si el desarrollo es
mas avanzado, con producciéon de abundante micelio y de cuerpos fructiferos, se observan
grandes manchas coloreadas.

La penetraciéon de las hifas en el interior del soporte causa dafios mecanicos: fisuras y
desprendimiento de la pelicula pictérica. Los productos de su metabolismo, como los acidos
organicos, provocan transformaciones quimicas en los materiales que forman parte de la obra.
La produccién y la actividad de las exoenzimas, causan dafios quimicos provocando la
descomposicidn de los constituyentes de la pintura o del soporte. La emisidn por parte de los
hongos de pigmentos, normalmente muy coloreados, causan manchas indelebles en todos los
materiales.
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B. Insectos

El ataque por parte de insectos a los materiales pictéricos estd, normalmente, ligado a los
soportes (madera, tejidos, cuero), pero se pueden observar los dafios indirectos ocasionados por
los orificios de salida en la pintura. Las especies implicadas son las mismas, por tanto, que se
han mencionado para otros materiales orgdnicos.

1.5.4 Materiales inorgdnicos: materiales pétreos
e Caracteristicas generales: composicion quimica y susceptibilidad al biodeterioro

Los sustratos inorgdnicos, concretamente los materiales pétreos o geomateriales son
principalmente piedras, asi como estucos, morteros, yesos y productos ceramicos (ladrillos y
azulejos). Todos estos materiales, tanto naturales (rocas) como artificiales (obtenidos por
transformacion de las rocas con diversos métodos), presentan analogias composicionales y
estructurales (Caneva et al., 2005).

Las rocas son agregaciones de uno o mds minerales que pueden clasificarse, segln su génesis, en
rocas igneas o magmaticas, sedimentarias y metamorficas.

Cada roca se caracteriza por poseer una composicién mineraldgica, una estructura petrografica y
una composicion quimica. Las caracteristicas fisicas de las rocas que se pueden observar al
microscopio son la estructura y la textura. La porosidad de una piedra esta constituida por los
poros abiertos, que se comunican con el exterior, y por los poros cerrados. Ademas del valor
total de la porosidad, es importante conocer la forma y las dimensiones de los poros ya que
influyen en los procesos de absorcién de agua y en los mecanismos de alteracién, por ejemplo,
por cristalizacién de sales, hielo-deshielo, biodeterioro (Caneva et al., 2005).

Su susceptibilidad al biodeterioro estd condicionada por su naturaleza quimica, su estructura
fisica y origen geoldgico y los factores ambientales a los que estan sometidos estos materiales.
Asi pues, resulta de suma importancia la cantidad de minerales deteriorables que presenten
(feldespatos, minerales arcillosos y ferruginosos), la porosidad y la rugosidad superficial.

Son colonizados predominantemente por organismos autoétrofos. Sin embargo, en estos
sustratos es muy comun la presencia de materia organica: restos de colonizaciones bioldgicas,
contaminacion atmosférica, podlenes, tratamientos de restauracion (ceras, aceites,
consolidantes, etc.), excrementos de aves. Todo ello favorece el desarrollo de una microflora
heterdtrofa (Caneva et al. 2000).

Con respecto a los materiales pétreos producidos por el hombre (estucos, morteros, frescos y
productos ceramicos), estos son alterados por los mismos organismos que los de la piedra
natural. Su composicién quimica generalmente estd enriquecida con aglutinantes y pigmentos,
los cuales influyen en su susceptibilidad al biodeterioro.

e Maecanismos de accién de los distintos organismos
A. Cianobacterias y algas verdes
El crecimiento de las algas estd promovido por un alto grado de humedad en el sustrato que

colonizan y forman una patina superficial que, a su vez, puede mantener la humedad del
material favoreciendo su disolucién por agua.
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Asi, el deterioro causado por algas, o ficodeterioro, puede ser en un primer momento de tipo
estético. En este caso las intensas coloraciones y los cambios texturales que producen las algas
dan lugar a alteraciones de distinta naturaleza y repercusion (Bolivar & Sanchez-Castillo, 1998):

Por un lado se observa un deterioro funcional (soiling), por absorcidon de polvo atmosférico,
material particulado, etc. y, por otro lado, una interferencia en la lectura de la obra. Esto ultimo
pasa a ser considerado un problema cuando el estado de alteracién del sustrato y la
contaminacidn del agua favorecen una proliferacién excesiva de estos organismos y una rapida
deposiciéon de costras carbonatadas.

Otras alteraciones consideradas también de tipo estético son la formacién de patinas de diversa
gama cromatica, segun la época del afo, y la formacion de concreciones/acreciones,
comprobdndose experimentalmente (Bolivar & Sanchez-Castillo, 1997) que muchas especies
algales condicionan la estructura de las deposiciones minerales.

Por otro lado, existen estudios, en diversos monumentos (Ortega-Calvo et al., 1992, Bolivar &
Sanchez-Castillo, 1997, Bolivar & Sanchez-Castillo, 1998, 49, 50), sobre ciertas especies que
presentan una vaina con gran capacidad para retener agua. Estos organismos, mediante
contracciones y dilataciones, pueden provocar alteraciones fisicas en el sustrato (Jaton, 1986).

Asi, con respecto a las alteraciones de tipo fisico, ademas de la mencionada anteriormente, se
ha comprobado que las algas pueden actuar mecanicamente sobre el material que colonizan
favoreciendo la gelifraccion (Bolivar & Sanchez-Castillo, 1998). Esto sucede en aquellos lugares
donde se produzcan heladas en invierno.

En cuanto a la accién quimica de las algas sobre los monumentos, éstas ademads pueden ejercer
una accion de corrosion, asi como una accion perforante (por ejemplo, las algas endoliticas).

Asi, el deterioro quimico se produce como consecuencia de las reacciones bioquimicas y
fisioldgicas de las algas (Bolivar & Sanchez-Castillo, 1998). Excretan acidos organicos (piruvico,
glicélico, lactico, acético, etc.) como consecuencia de los procesos de respiracién y con finalidad
penetrante en las especies endoliticas. Por otro lado excretan polisacdridos de accidn quelante y
provocan la precipitacion y agregacion de particulas de carbonato calcico mediante la variacion
del pH causada por el metabolismo fotosintético y el incremento de la concentracién de didxido
de carbono.

Asi pues, la patina algal, ademds de causar un dafio estético, favorece la deposicién y adhesion
de polvo, semillas, esporas, etc., y por consiguiente el crecimiento de otros organismos (Ortega-
Calvo et al., 1992; Bolivar & Sanchez-Castillo, 1998). Ademas, las variaciones en la tasa de gas
carbdnico ligada a su respiracion y a su fotosintesis traen consigo modificaciones de las capas
superficiales de carbonato célcico del material pétreo (Jaton, 1986).

B. Liquenes
Los liquenes ejercen un dafio estético y fisico sobre el sustrato, pero ain mas importante es el
producido quimicamente (Saiz Jiménez, 1981; Seaward & Giacobini, 1988; Garcia-Rowe &Sdiz-

Jiménez, 1991; Samefio Puerto & Garcia Rowe, 1995; Garcia & Martin, 1996; Griffin et al., 1991).

Un elevado desarrollo de colonias liquénicas, que puede dar lugar a un depdsito de material asi
como a la produccidn de pigmentos, supone que se den mecanismos estéticos de biodeterioro.

La descomposicién mecdnica del sustrato se produce porque los liquenes incrementan su masa
conforme crecen y, por otro lado, cambian de volumen segun el periodo sea himedo o seco. Por
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tanto, el deterioro se produce por la penetracién de las ricinas en el sustrato y la accidn fisica
ejercida por la alternancia de expansion en estado hidratado y contraccidn en estado seco de la
gelatina himenal.

Ademads, la presencia de los liquenes favorece la condensacién de agua y su retencion sobre la
superficie pétrea.

Con respecto a la accidon quimica que los liquenes ejercen sobre el sustrato, éstos pueden
provocar una desestabilizacion quimica del mismo debido a los productos de su metabolismo.
Los liquenes excretan acidos organicos, entre ellos el dcido oxalico, el cual es responsable de la
quelacién de la superficie, lo que explica su accién degradativa.

Sin embargo, aunque existen muchos estudios que ponen de manifiesto el deterioro causado
por estos organismos, éste continua siendo discutido debido a la doble accidn que ejercen los
liguenes sobre estos materiales: por un lado como organismos deteriorantes y, por otro lado,
como agentes protectores del sustrato frente a factores ambientales (Barquin Sainz de la Maza
& Terrdn Alfonso, 1997).

Los liqguenes pueden, por tanto, ejercer un efecto protector contra agentes degradativos. Causan
modificaciones morfoldgicas y fisicas sobre la superficie de la piedra, formando un revestimiento
cuyo espesor es del orden de milimetros. Asi, al erradicar los liquenes de la piedra, ésta puede
ser atacada mucho mas drasticamente.

C. Bacterias

Los mecanismos bacterianos de ataque a superficies pétreas son de dos tipos: en primer lugar,
una fase reversible inicial que incluye atracciones electrostaticas y fuerzas de Van der Waals v,
en segundo lugar, una fase irreversible dependiendo del tiempo vy la velocidad de crecimiento
(Kormondy, 1973).

Al estudiar las causas de alteracidn de la piedra, se observa la presencia de sales solubles,
principalmente sulfatos y nitratos. Esto puede ser causado por reacciones quimicas producidas
entre agentes quimicos del aire y el material pétreo, o por reacciones enzimaticas de
microorganismos especificos. Por tanto, ha sido necesario establecer el papel que juegan en este
proceso las bacterias del ciclo del azufre y del nitrégeno (Barcellona-Vero et al., 1976).

Las bacterias del ciclo del azufre participan en el fenédmeno de alteracion de la piedra mediante
oxidaciones enzimaticas de sustancias sulfuradas y la produccién de acido sulfurico y/o sulfatos.
Las bacterias nitrificantes atacan la piedra utilizandola como fuente de carbono y produciendo
acidos nitrico y nitroso a partir de amoniaco. El proceso de nitrificacion comprende dos
oxidaciones bioldgicas, la oxidacion del amoniaco a acido nitroso (bacterias nitrificantes) y la del
acido nitroso a nitrico (bacterias nitrosantes). Asi pues, son los sulfatos y los nitratos los
productos de alteracion (Caneva et al., 1994).

La actividad biodeteriorante de las bacterias heterétrofas viene determinada por la producciéon
de agentes complejantes, acidos organicos e inorganicos y alcalis (Garcia Murillo, 1995; Caneva
et al.,, 1994). Ademas, estas bacterias producen pigmentos que se extienden, desde las zonas
profundas, donde crecen, hasta la superficie, dando lugar a alteraciones cromaticas antiestéticas
(Garcia Murillo, 1995).

Los actinomicetos, de los cuales los mds frecuentes pertenecen al subgrupo de los
Estreptomicetos, Género Streptomyces, son microorganismos capaces de utilizar nitritos y
nitratos y de reducir sulfatos. Ademas, atacan las piedras calizas y los minerales siliceos con sus
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productos metabdlicos (CO,, HNO3, H,SO,, y otros acidos organicos mas débiles) (Garcia Murillo,
1995; Caneva et al., 1994).

D. Hongos

Los mecanismos de bioalteracién de materiales pétreos debidos a los hongos se manifiestan
principalmente en dos aspectos: quimico y mecdnico. Sin embargo, no puede olvidarse que estos
microorganismos provocan también un deterioro estético debido a la formacién de manchas
causadas por la excrecién de pigmentos, lo que ocasiona alteraciones cromaticas en la superficie
pétrea que colonizan, por ejemplo la aparicidn de manchas superficiales en el caso de hongos
creciendo sobre frescos (Saiz Jiménez & Samson, 1981).

Con respecto al deterioro mecdnico, la penetracion del micelio fungico puede ser profunda, por
ejemplo en el revoco de la pintura mural (Saiz Jiménez & Samson, 1981), y causar pérdida de
cohesion del estrato pictdrico. En la las rocas carbonatadas (piedra dolomitica y calcarea), las
hifas penetran entre los cristales de calcita. Algunos hongos son endoliticos y producen
fendmenos de pitting. Por otro lado, al igual que los liquenes, provocan disgregaciones en el
sustrato por cambios de volumen, retencién de agua y el propio crecimiento (Saiz Jiménez, 1981;
Seaward & Giacobini, 1988).

La accion quimica de los hongos parece ser el aspecto mas importante de la degradacién y ésta
se puede comprobar en ensayos de laboratorio: Existe una estrecha relacién entre la solubilidad
del sustrato y la disminucion del pH, debido a la produccion de acido. Los hongos producen
muchos acidos orgénicos (citrico, oxalico, glucénico, glucurdnico, lactico, fumarico) que forman
complejos de quelacidn con los cationes metalicos del sustrato, disolviendo los carbonatos, los
silicatos (mica y ortoclasa), los minerales que contienen hierro y magnesio (biotita, olivino,
piroxeno) y diversos fosfatos.

Ademads, las hifas del hongo penetran en los cristales de calcita y sus secreciones quimicas
producen surcos en la dolomita y la calcita, creando microhabitats para bacterias y algas,
también para plantas superiores (Caneva et al., 1994).

E. Plantas Inferiores (Briofitos) y Superiores

Los briofitos deterioran los materiales pétreos mediante mecanismos fisicos y quimicos. Los
rizoides de los musgos penetran dentro de las piedras siguiendo los espacios vacios o poros y, a
veces, rompiendo las paredes entre éstos. La accidn quimica que ejercen es similar a los
mecanismos que emplean las plantas superiores. Son capaces de extraer cationes debido a la
acidez de sus raices.

Sin embargo, el mayor peligro que representan los briofitos es que su presencia supone un
enriquecimiento en materia organica e inorganica que favorece el desarrollo de plantas
vasculares, mucho mas destructivas (Garcia Murillo, 1995; Casas Sicart & Saiz Jiménez, 1982; Gil
& Sdiz-Jiménez, 1992).

Por ello, es importante erradicar a los briofitos en estado temprano de crecimiento, ya que si
maduran producen esporofitos para su proliferacién.

Las plantas ruderales causan dafos de diversa entidad dependiendo de su ciclo vital, de su forma
biologica y de la extension y lignificaciéon de las raices (Garcia Rowe & Saiz Jiménez, 1991).
Suponen, en primer lugar, un deterioro estético del sustrato, aunque no deben olvidarse los
aspectos mecdanico y quimico.
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La presion ejercida por las raices, seguida del crecimiento y el engrosamiento radial, puede
causar serios dafios en el sustrato (Tiano, 1986; Caneva, 1993; Garcia & Martin, 1996). También
puede ocurrir que una zona muy compacta puede ser penetrada cuando se produce una
disminucién de cohesién de los materiales debida a la accidén de otros factores fisico-quimicos.

Con respecto al mecanismo quimico, el deterioro se debe principalmente a la actividad de los
exudados de sus raices, que contienen compuestos organicos e inorganicos (Caneva et al., 1994).
Dichos exudados digieren el material sobre el que vegetan provocando fisuraciones y
resquebrajaduras en techos, muros y suelos. En tales fisuras entra el agua que, ademas de
disolver y lavar lentamente el material, puede congelarse en invierno y separar porciones de la
estructura lo que, a veces, puede perjudicar a la integridad del monumento.

F. Animales

El dafio mds frecuentemente observado en los materiales pétreos expuestos a la intemperie es
el provocado por las aves, especialmente las urbanas. Estos dafos son debidos principalmente a
los habitos que poseen y al elevado nimero de individuos que se encuentran en muchos
monumentos.

En casos especificos, cigliefias, gaviotas y cérvidos, pueden ser mencionados como
biodeteriégenos (Rodriguez de los Santos, 1996), pero existen otras especies mas abundantes,
como el gorridn, la paloma y el estornino, que pueden ocasionar dafios debido precisamente a
su abundancia, es decir, la nocividad de estos animales se produce sélo cuando el nimero y la
concentracion de individuos son excesivos.

El dafio que mas interesa es el producido por sus excrementos. Ocasionan un dafo estético
porque, como en el caso de otras aves gregarias, el acimulo de excrementos determina con el
tiempo el embadurnamiento del material y termina recubriendo la superficie, impidiendo la
vision de la obra.

También los excrementos producen un dafo quimico en los materiales pétreos (Magauda, 1994)
por su gran riqueza en acido Urico y su contenido en sulfatos, nitratos y fosfatos, que son
solubles en agua por lo que pueden reaccionar con el sustrato generando otras sales vy
provocando corrosion.

Por otro lado, se da también un dafio mecanico, debido al posamiento de estas aves, si la piedra
tiene escasa cohesién superficial. En el caso de las cigliefias, el deterioro fisico es el mas
importante de todos los que produce debido al peso que pueden alcanzar los nidos de estas aves
(mas de 100 Kg) sobre los lugares mds inaccesibles. Estos nidos se suelen ubicar sobre pinaculos
y otras estructuras similares que suelen ser las mas fragiles (Garcia Ortega & Valentin Rodrigo,
1997).

Las aves, pueden causar, ademas, dafios indirectos (Caneva et al., 1994) mediante el aporte de
sustancias organicas que sirven de nutrientes para la microflora heterétrofa (bacterias,
actinomicetos y hongos). También favorecen el desarrollo de una flora nitréfila, especialmente
sobre las zonas horizontales donde la deposicidon de excrementos es mayor.

Por ultimo, a través de los excrementos, las aves depositan sobre cornisas y otras estructuras las
semillas no digeridas de los frutos que forman parte de su dieta. Otro vector de propagaciéon de
semillas seria a través de las patas de las aves en las cuales quedan adheridas (Sdiz Jiménez &
Samson, 1981). Las semillas son transportadas a tejados y zonas altas donde arraigan si existe un
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suelo incipiente. Estos son los principales vehiculos mediante los cuales se dispersan las especies
vegetales que van a colonizar las zonas altas del patrimonio arquitecténico.

Los danos causados por insectos afectan fundamentalmente a materiales organicos. Los dafios
en materiales inorgdnicos (de tipo pétreo) son relativamente raros, aunque en algun caso
pueden ser graves. Los ejemplos mas resefiables se deben todos ellos a himendpteros, y son:

1. la construccion de nidos de barro (camaras de cria), de naturaleza muy compacta, llevada
a cabo por ciertas avispas (esfécidos y véspidos), que pueden llegar a cubrir superficies
importantes en muros, paredes o esculturas;

2. el aprovechamiento de grietas y la subsiguiente excavacién de galerias de refugio y
reproductoras llevado a cabo por ciertas avispas y abejas cortadoras de hojas (véspidos,
andrénidos, antofdridos y halictidos)

3. la excavacion de habitaculos en la base de edificaciones efectuada ocasionalmente por
algunas hormigas (formicidos).

Los restantes tipos de deterioro sobre materiales inorganicos son producidos de forma indirecta

por la presencia de insectos. EI aciumulo transitorio de ejemplares puede atraer a depredadores
como ratones y murciélagos que serian los verdaderos causantes del deterioro.
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2. LA CONSERVACION DEL PATRIMONIO CULTURAL
2.1 METODOLOGIA DE ESTUDIO DEL BIODETERIORO Y TECNICAS DE ANALISIS

Dependiendo de cudl sea la naturaleza de los organismos que se sospecha puedan ser
responsables de un fendmeno de bioalteracidn, serd necesario llevar a cabo una serie de analisis
que permitan establecer si es asi 0 no.

En la literatura es posible encontrar métodos de estudio muy variados al respecto, no existiendo,
hasta el momento, ninguna normalizacién o protocolo basico de actuacién en los estudios de
biodeterioro. Cuando se estudian directamente los agentes biodeteriorantes se pueden
considerar métodos directos, mientras que en los casos en los que la deteccidon de dichos
agentes es realizada a través del estudio de sus productos metabdlicos o actividad bioquimica
se consideran métodos indirectos (Garcia y Martin, 1996 b).

Los métodos morfoldgicos y estructurales, empleados en ambos casos, implican varias técnicas
de examen del material:

- observacion visual

- con estereomicroscopio, aunque de escaso aumento, permite identificar los organismos
presentes

- con microscopio Optico, se puede reconocer la morfologia y estructura celular de cada grupo
de organismos y microorganismos

- con microscopio electrénico de barrido, para la observacién tridimensional de las células o de
la superficie del material

La identificacién de los organismos que causan el biodeterioro es importante para definir su
habitat y su peligrosidad, pero sobre todo para establecer la metodologia mas adecuada para su
destruccién o la reduccidon de su actividad deteriorante. Obviamente, los procedimientos que
llevan a su identificacion y a su clasificacion taxondmica son diferentes segln se trate de
macroorganismos o microorganismos (Caneva et al., 2005).

Existen en la bibliografia numerosas publicaciones acerca de la identificacién de organismos, sin
embargo pocas tratan acerca de la actividad deteriorante que ocasionan (Ascaso et al., 2002;
Ascaso et al., 2004; De los Rios et al., 2008). Los estudios deben estar destinados a definir y
cuantificar el deterioro focalizando la atencién sobre la relaciéon organismo-sustrato y sobre la
actividad metabdlica de los organismos. Por tanto, es necesaria una planificacién inicial de los
estudios que se vayan a realizar, teniendo presente que la identificacion de un determinado
organismo sobre un bien cultural, no implica necesariamente que aquél esté causando su
degradacion. Por tanto, es preciso evaluar el deterioro provocado para determinar la necesidad
0 no de una intervencién con productos biocidas.

2.1.1 Toma de muestras

La metodologia de muestreo representa un momento crucial ya que condiciona las fases de
estudio y los resultados finales. El muestreo debe planificarse dependiendo de la finalidad del
diagndstico y del andlisis, por ejemplo, identificacidn de los organismos presentes, relaciones
con el sustrato, deterioro provocado en el material, etc. Por tanto, las técnicas de muestreo y de
conservacién de las muestras varian en funcién del tipo de sustrato y de la presencia de
microorganismos, no siempre reconocibles mediante examen visual, o macroorganismos
(liquenes, briofitos, plantas, animales) (Normal 3/80).

39



BLOQUE I. ASPECTOS GENERALES. ESTADO DE LA CUESTION

Las muestras deben tomarse en las zonas donde se manifieste la presencia de organismos o sus
efectos en forma de deterioro del sustrato. El protocolo de toma de muestra debe definir los
parametros mds importantes: la cantidad de muestra a tomar, la forma de hacerlo, y los
instrumentos que se emplean en cada caso concreto.

2.1.2 Estimacion directa de organismos
Reconocimiento de visu

En la inspeccién de un monumento es posible, en ocasiones, detectar a simple vista la presencia
de costras (liquenes) y peliculas coloreadas (cianobacterias y algas verdes); no obstante, para la
determinacidon e identificacion de las mismas es necesario recurrir al uso de técnicas
microscopicas. Esto no sucede asi, en el caso de plantas superiores u organismos de tamafio
macroscopico en los que es posible realizar su determinacidn a simple vista.

Técnicas de Microscopia

La colonizacién bioldgica no es solamente la que es visible al ojo humano, existen también
microorganismos que, para ser detectados, necesitan ser observados mediante microscopia,
como por ejemplo bacterias heterdtrofas y hongos, asi como aquellos microorganismos que se
encuentran en el interior de los materiales y que, por tanto, han de ser visualizados mediante
técnicas especiales que permitan analizar el interior de las obras.

Las técnicas de microscopia permiten el estudio, de forma conjunta, de los microorganismos y
del sustrato que colonizan, tanto si se encuentran en la superficie (colonizacién epilitica) como
en zonas internas del material (colonizacién endolitica) (De los Rios et al. 2008) con lo que es
posible determinar mediante estas técnicas la accidn alterante de los organismos a través del
estudio de la interfase sustrato-organismo permitiendo, ademas, establecer casi
inmediatamente el tipo y morfologia de los organismos presentes.

Las técnicas microscopicas incluyen microscopia éptica o de luz, microscopia laser confocal (De
los Rios, 2008) y microscopia electrdnica, tanto de trasmisién como de barrido (de alto o bajo
vacio), combinadas con los distintos tipos de detectores, como el de electrones retrodispersados
(De los Rios, 2008). En caso de la microscopia dptica, las muestras pueden ser observadas
directamente en fresco o pueden ser montadas, previa tincién o no, para su observacion. En los
otros casos las muestras necesitan preparacién previa: deshidratacién por punto critico,
criofijaciéon, corte en secciones ultrafinas, etc.

La microscopia electrdnica, gracias a una fuente radiante constituida por un haz de electrones a
gran velocidad, tiene la ventaja de que permite obtener aumentos mayores que los alcanzados
por medio de sistemas dpticos que utilizan radiaciones luminosas como fuente de iluminacion.

Métodos microbiologicos

Permiten la identificacion y cuantificacion de los microorganismos que se desarrollan sobre un
material.

- Recuento del numero de unidades formadoras de colonias:
En el caso de los materiales pétreos o geomateriales, los grupos responsables de su alteracion
son los que se desarrollan sobre el suelo, por lo que la metodologia que se aplica coincide con

las técnicas de microbiologia del suelo (Garcia y Martin, 1996 b). Para su desarrollo se parte de
una toma de muestras lo mas estéril posible y la posterior preparacidon de las mismas para su
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siembra en medios de cultivo especificos, incubacion en las condiciones necesarias (a
temperatura ambiente o en estufa incubadora con temperatura controlada) y por ultimo, el
estudio del crecimiento de cada cultivo para determinar el nimero de unidades formadoras de
colonia (u.f.c.) por gramo de muestra tomada.

Este estudio se puede combinar con el analisis quimico de algunos compuestos como sulfatos,
carbonatos, nitratos, nitrégeno organico, etc., que permiten establecer correlaciones entre los
microorganismos identificados y las alteraciones del sustrato (Tiano et al., 1975).

El fin de esta técnica es la identificacidn y cuantificacion de la microflora que se desarrolla sobre
la piedra, siendo, al menos en un primer término, una determinacién de poblaciones
caracterizadas por sus funciones bioquimicas, en lugar de una caracterizacién de especies.

Esta metodologia seria similar a la aplicada en otro tipo de materiales, como aquellos de origen
organico.

- Obtencion de cultivos puros

En la naturaleza los microorganismos se encuentran en comunidades mas o menos complejas, es
decir, que no suele encontrarse un solo tipo aislado, sino asociado a otros. Por esta razén una
técnica esencial en microbiologia es la obtencién de cultivos puros, aquellos que contienen una
sola clase de microorganismos, para poder identificarlo y estudiar sus caracteristicas bioquimicas
o de otro tipo.

La obtencién de un cultivo puro se hace mediante una técnica de aislamiento. La mas utilizada
consiste en sembrar en un medio de cultivo sélido en placa, de tal manera que los
microorganismos generen colonias separadas ("Aislamiento por agotamiento en estrias”).Se
sabe que cada colonia procede de una sola célula, por lo tanto el cultivo descendiente de una
colonia es un cultivo puro (aulavirtual.usal.es).

- Técnica de impresion

Para poner de manifiesto la distribucién de los microorganismos en la superficie de la piedra, se
utiliza una técnica de impresion de placa con agar.

- Recuentos bacterianos en el aire

Los microorganismos presentes en el aire, sobre todo aquellos con una alta produccion y
dispersion de esporas, son un riesgo potencial de contaminaciéon de los materiales que se
encuentran fundamentalmente en sitios cerrados como espacios arqueoldgicos, archivos,
bibliotecas o salas donde existan problemas de conservacién. Por ello, se llevan a cabo anlisis
de carga microbiana del aire con el objetivo de buscar soluciones.

El método se basa en el muestreo del aire circundante, mediante un aparato denominado
muestreador de aire por impacto, el cual se hace incidir sobre un medio de cultivo determinado,
segln se pretendan valorar bacterias u hongos. Posteriormente se procede a la incubacion a una
temperatura adecuada y finalmente se efectla el contaje de colonias expresando el resultado en
unidades formadoras de colonias por metro cubico (ufc/m?).
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2.1.3 Estimacion indirecta de organismos

La determinacién cuantitativa o cualitativa de microorganismos tras el crecimiento en los
cultivos no significa necesariamente que se esté produciendo un fendémeno de bioalteracion.
Estos microoganismos solamente representan un dafio potencial, ya que muchos de ellos
permanecen en estado de quiescencia y Unicamente se activan cuando las condiciones son
favorables. Asi pues, solo mediante la utilizacion de métodos indirectos se puede obtener
informacién sobre su patogenicidad (Garcia y Martin, 1996 b).

Para la obtencién de resultados que permitan estimar el biodeterioro mas rdpidamente que con
el estudio microbioldgico, se recurre a otro tipo de ensayos (bioquimicos, quimicos vy
fisicoquimicos).

Métodos bioquimicos

Permiten determinar cuantitativamente los productos del metabolismo de los microorganismos
gue estan causando biodeterioro, asi como obtener algunos parametros para evaluar ese dafo.

- Determinacion de ATP (Adenosin trifosfato) por bioluminiscencia

Todas las células vivas poseen ATP, el cual puede ser facilmente extraido de una muestra
bioldgica y hacer reaccionar con el reactivo luminiscente luciferin/luciferasa para determinar la
cantidad de ATP presente en dicha muestra. Como el nimero de microorganismos presentes es
proporcional a la cantidad de ATP hallada, se puede estimar el grado de desarrollo de estos
microorganismos sobre el material en estudio.

- Determinacion de la DBO;

Es una modificacién del método usado para determinar la demanda bioquimica de oxigeno a los
cinco dias en aguas residuales. Permite valorar la cantidad de materia orgdnica existente en los
materiales. Se mide la cantidad de oxigeno consumido por los microorganismos al descomponer
compuestos organicos.

Métodos quimicos y fisicoquimicos

Mediante el estudio de diferentes sustancias quimicas, resultado de la accidon de determinados
organismos o de productos de su metabolismo, se puede poner de manifiesto la presencia de
materia viva sobre los materiales alterados.

- Determinacion de compuestos orgdnicos por cromatografia

Consiste en la extraccidon de los compuestos organicos de la muestra con distintas mezclas de
solventes y posterior concentracion y desarrollo del cromatograma. Se utiliza la cromatografia
en capa fina (TLC), para la identificacion de lipidos; cromatografia gaseosa (CG) para
fraccionamiento de triglicéridos e identificacion de ésteres metilicos, y cromatografia gaseosa-
espectrometria de masas (GC-MS) para analisis directo de los extractos. También se utiliza HPLC
para la determinacidon cualitativa y cuantitativa de acidos orgdnicos producidos por los
microorganismos.
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- Identificacion de pigmentos fotosintéticos por espectrometria visible

La presencia de pigmentos sobre el sustrato estd ligada a la existencia de ciertos organismos
autotrofos. La estimacion cuantitativa de los pigmentos es proporcional al nimero de
microorganismos fotosintéticos.

Para ello se somete la muestra a la extraccién de los pigmentos mediante acetona o dimetil
sulféxido (DMS), manteniéndola en oscuridad. Una vez realizada la extraccién se centrifuga para
eliminar los restos sdélidos y, con un espectrofotdmetro visible, se realiza un barrido del espectro
de absorcion (Martin, 1990; Pietrini et al., 1985; Tomaselli et al., 2002).

- Determinacion de dcidos nucleicos y proteinas

La determinacién de estos compuestos representa una medida de la biomasa presente en el
sustrato.

Los acidos nucleicos son las biomoléculas portadoras de la informacién genética. Desde el punto
de vista quimico, son macromoléculas formadas por polimeros lineales de nucledtidos, unidos
por enlaces éster-fosfato, sin periodicidad aparente. De igual forma, las proteinas son polimeros
lineales aperiédicos de aminodcidos. La aperiodicidad de la secuencia de nucleétidos implica la
existencia de informacién. De hecho, los acidos nucleicos constituyen el depdsito de informacion
de todas las secuencias de aminoacidos de todas las proteinas de la célula. Existe una correlacion
entre ambas secuencias, lo que se expresa diciendo que dacidos nucleicos y proteinas son
colineares; la descripcion de esta correlacidon es el Cédigo Genético, establecido de forma que a
una secuencia de tres nucledtidos en un acido nucleico corresponde un aminodcido en una
proteina.

De acuerdo a la composicidon quimica, los d&cidos nucleicos se clasifican en Acidos
Desoxirribonucleicos (ADN), que se encuentran en el nucleo celular y algunos organulos, y en
Acidos Ribonucleicos (ARN) que acttan en el citoplasma.

Para extraer el ADN de las células, hay que eliminar los restos minerales, romper esas células y
eliminar los restos celulares por centrifugacién. Sobre una alicuota de este extracto se digieren
enzimaticamente las proteinas y, posteriormente, los acidos nucleicos se determinan en funcién
de la densidad éptica a una determinada longitud de onda. Sobre otra alicuota se determinan las
proteinas también por densidad dptica a otra longitud de onda (Garcia y Martin, 1996).

El ADN gendmico suele extraerse para su uso en procesos como una PCR cualitativa que
identifica y determina los organismos en estudio.

2.1.4 Diagnostico de la actividad biodeteriorante de los organismos sobre el material
Técnicas de microscopia

Tras la determinacién de los organismos que colonizan los materiales, es necesario conocer que
alteraciones estan teniendo lugar en el sustrato e identificar cual de estos organismos es el
causante principal. Asi se puede determinar cudles son los organismos mas agresivos y sus
mecanismos de alteracion para, posteriormente, planificar los tratamientos mas eficaces (De los
Rios, 2008).

Los microoganismos mas agresivos suelen ser los hongos (en forma liquenizada o de vida libre)

ya que su interaccion con el sustrato es muy estrecha. En el caso de los materiales pétreos, su
colonizacion endolitica puede observarse mediante la microscopia ldser confocal que ofrece

43



BLOQUE I. ASPECTOS GENERALES. ESTADO DE LA CUESTION

imagenes tridimensionales. El grado y el tipo de alteracién dependen de muchos factores, por
ejemplo las caracteristicas texturales de la roca (Camara et al., 2008).

La accién alterante de los organismos sobre el sustrato puede ser de dos tipos: una accién
guimica, causada por los compuestos que producen estos organismos y que generan alteracion
guimica de los minerales; y una accidén mecanica que puede provocar ruptura y desprendimiento
de los materiales. Mediante el uso de técnicas como la microscopia electrénica de barrido (SEM)
combinada con microandlisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS), se
puede realizar el estudio de la alteracién quimica de los minerales y de la accién mecanica que
ejercen los microorganismos sobre un material. Por tanto, esta técnica es una herramienta muy
eficaz a la hora de realizar el estudio de biodeterioro de un sustrato pétreo o un material
organico y asi establecer un diagndstico acertado.

2.2 METODOS DE PREVENCION Y CONTROL DEL BIODETERIORO. BIOCIDAS

Los criterios de conservacién del patrimonio cultural deben contemplar siempre un programa de
mantenimiento y control de los fendmenos de biodeterioro de un bien cultural, lo cual requiere
prestar una atencion especial a las condiciones ambientales que rodean dicho bien.

Durante mucho tiempo, las intervenciones de restauracion se habian centrado exclusivamente
en el estudio de las superficies y sus alteraciones. La Carta del Restauro (1987), recoge el
concepto de la conservacién preventiva sobre una obra y sobre el ambiente en el que se
encuentra, lo que supuso un cambio fundamental a la hora de proyectar una intervencion de
restauracién de una obra de arte. A partir de aqui, se efectia un diagndstico y un tratamiento
de limpieza, asi como el control del ambiente en el que se encuentra la obra.

El control del crecimiento de los agentes bioldgicos responsables del biodeterioro de las obras
de arte se encuentra dentro de las operaciones que se suelen realizar en las intervenciones de
restauracién. La eficacia de estos tratamientos depende del método y de los productos
empleados, sin embargo, es necesario recalcar que los organismos volveran a crecer si las
condiciones ambientales son favorables. Es por ello que los métodos de prevencion, llamados
también métodos indirectos, inhiben o ralentizan el desarrollo biolégico operando, no
directamente sobre los agentes bioldgicos, sino sobre las causas es decir, sobre los factores que
pueden condicionar la presencia de organismos.

Los métodos de control incluyen las medidas utilizadas para eliminar el deterioro de los bienes
culturales y los organismos que lo causan. Se denominan métodos directos de eliminacién del
crecimiento biolégico a la aplicacién de sistemas mecanicos, fisicos y quimicos, que intervienen
directamente sobre los agentes bioldgicos.

2.2.1 Métodos indirectos

Suponen una inhibicion o disminucion del crecimiento biolégico por modificacién de los
parametros ambientales (como humedad o temperatura) o de los factores fisico-quimicos del
sustrato (nutrientes).

Son consecuencia de los estudios efectuados sobre el ambiente (monitorizacién microclimatica y
aerobiologica) y sobre el sustrato (materiales constitutivos, productos de alteracidn, etc.), pero
sobre todo de aquellos estudios realizados sobre el conocimiento de las exigencias ecoldgicas de
los distintos grupos sistemdticos a los que pertenecen los organismos responsables del
deterioro.
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Sin embargo, no siempre es posible realizar la aplicacidén de este tipo de métodos, puesto que
raras veces se puede provocar un cambio en las condiciones ambientales y llevar a cabo un
control estricto de estos parametros.

En ambientes internos es necesario controlar una serie de factores como son la alta
temperatura, la elevada humedad relativa, la escasa ventilacién, la presencia de suciedad
(particulas orgdnicas, polvo) y la ausencia o presencia de luz. Para ello, es necesario un
mantenimiento periddico con sistemas de acondicionamiento de aire. No obstante, resulta
imposible generalizar, por lo que es fundamental estudiar cada caso considerando cada
situacidon de manera independiente. En cada intervencidn debe realizarse un estudio preliminar
acerca de las caracteristicas microclimaticas del ambiente considerado, de las caracteristicas
estructurales y del estado de conservaciéon en materia de biodeterioro de la obra en estudio.

Los analisis de la composicion del aire, tanto de los contaminantes quimicos atmosféricos como
de los bioldgicos, contribuyen a definir situaciones de riesgo para los bienes culturales. Con
respecto a estos ultimos, hay que tener en cuenta que no todos los microorganismos presentes
en el aire tienen potencial biodeteridgeno, por tanto, es indispensable conocer las distintas
especies que son capaces de danar los diferentes materiales que forman parte de los bienes
culturales. Por lo que respecta al patrimonio histdrico-artistico y documental, actualmente no
estdn disponibles los valores limite recomendados para la contaminacidn bioldgica, sin embargo
si existe un decreto para definir los niveles de riesgo bioldgico higiénico-sanitario (Real Decreto
664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccién de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo. Ministerio de Ia
Presidencia. «BOE» num. 124, de 24 de mayo de 1997. Referencia: BOE-A-1997-11144). Ademas
se han realizado estudios acerca de los niveles de riesgo bioldgico para las distintas categorias
de los bienes culturales (Pasquariello et al., 2000; Valentin, 2007).

Una correcta ventilaciéon de los ambientes constituye uno de los sistemas de control mas validos
a la hora de limitar el riesgo de biodeterioro. La circulacidon del aire en ambientes internos
disminuye sensiblemente la deposicion de esporas y propdgulos microbianos sobre los
materiales constitutivos de los bienes culturales.

Con respecto a los ambientes externos, el control de los factores ambientales no siempre es
posible o, si lo es, tiene un efecto muy limitado reduciendo levemente el crecimiento de ciertas
especies. La causa principal para que se origine el crecimiento de organismos es la humedad
elevada, pero es practicamente imposible reducir el contenido de agua de los materiales
expuestos a la intemperie. Se pueden proteger las obras de la lluvia mediante estructuras de
proteccion, pero no se puede garantizar la reduccion de la humedad que asciende por
capilaridad desde el suelo (Caneva et al., 2000). Por otro lado, se puede incrementar la cohesién
y la hidrorrepelencia de los materiales mediante tratamientos consolidantes y protectores o
hidréfugos. Estos tratamientos pueden prevenir o retrasar la colonizacidn microbiana de un
sustrato, pero algunos pueden resultar un sustrato de crecimiento para muchos organismos
heterétrofos (Salvadori & Nugari, 1987). Por tanto, estos tratamientos deben ser efectuados
inmediatamente después de la aplicacion de biocidas sobre materiales biodeteriorados. En
conclusion, las labores de mantenimiento periédico son el Unico modo de prevenir el
biodeterioro en un ambiente externo.

2.2.2 Métodos directos

Suponen una accion directa sobre los organismos responsables del biodeterioro, es decir, la
aplicacién de un tratamiento que consista en esterilizacién y/o erradicacién de los organismos.
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Sin embargo, con el tiempo los materiales pueden ser nuevamente colonizados, por lo tanto
estos métodos resultan Utiles, inicamente, durante un cierto periodo (Caneva et al., 1994).

Previamente a la aplicacion de una metodologia de intervencién correcta, existen algunos
aspectos que deben ser tomados en consideracidn algunos aspectos de la cuestion (Caneva et
al., 1994, 1996, Koestler et al., 1997). Los principales elementos a valorar son:

- Conocer, en primer lugar, si el deterioro es de naturaleza bioldgica, es decir, si realmente existe
un problema de biodeterioro. La respuesta en este caso no siempre es facil, ya que el ataque
biolégico no tiene por qué ser macroscdpicamente visible, por lo que es necesario detectar e
identificar los organismos responsables de la alteracion.

- Saber cuando es oportuno intervenir, ya que algunas veces, aunque exista un problema de
biodeterioro, hay ciertos riesgos relacionados con la intervencién.

Es importante valorar el dafo existente y cuantificarlo, teniendo en cuenta las caracteristicas
ecoldgicas, fisioldgicas y morfoldgico-estructurales de las especies implicadas, porque esto
permitird comprender cuales son las condiciones que favorecen su desarrollo, su crecimiento, su
relacién con el sustrato y sus mecanismos de alteracion.

Otro aspecto a tener en cuenta es la duracién de los efectos del tratamiento. En el caso de que
las alteraciones sean graves, es necesario, ademds de realizar un tratamiento, planificar
paralelamente un mantenimiento periddico. Si éste no va a ser posible, el tratamiento resultaria
inatil.

Ademas, las consecuencias de un tratamiento a nivel ecosistémico deben ser valoradas ya que,
si es especifico contra algunas especies, la eliminacion de éstas puede favorecer la proliferacion
de otras especies mas agresivas por ausencia de competencia, provocando asi efectos
colaterales mas graves que los preexistentes.

- Por ultimo, si existen riesgos para el bien cultural, es importante valorar la necesidad de aplicar
0 no un tratamiento. A veces no es posible realizar una remociéon o eliminaciéon de los
organismos sin alterar gravemente el material constitutivo de la obra, por ello se debe evitar la
intervencién adoptando otras medidas. Sin embargo, en ocasiones el tratamiento es inevitable
aunque el estado de conservacion y las condiciones fisico-quimicas del material que constituye
la obra sean criticos. En estos casos es necesario realizar intervenciones preliminares de
conservacion, asi como estudios previos de evaluaciéon de tratamientos.

Una vez que se ha decidido intervenir, es necesario elegir el método mds adecuado para el
control bioldgico entre los métodos mecanicos, fisicos o quimicos. Se seleccionara en funcién del
tipo de organismo, de los materiales constitutivos de la obra y de su estado de conservacion.

Las caracteristicas de las distintas metodologias que se pueden emplear deben ser estudiadas
experimentalmente para poder establecer: la eficacia, la posible interaccidon con el sustrato, el
método de aplicacién, los efectos a largo plazo y la posible interaccidon con otros productos
usados en la restauracion.

— Métodos mecanicos
Estos métodos se basan en la remocidn fisica de los agentes biodeteriorantes con instrumentos
manuales como bisturi, espatula, cepillo, aspirador, etc. Por su simplicidad son empleados
frecuentemente, sin embargo tienen la desventaja de no dar resultados de larga duracion,

puesto que resulta muy dificil obtener una eliminacion completa de la estructura vegetativa o
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reproductiva de la especie presente, a menos que se dafie gravemente el sustrato. Los métodos
mecanicos pueden resultar muy Utiles sobre todo si se combinan con métodos quimicos.

— Métodos fisicos

Los métodos fisicos se basan en una actividad biocida directa sobre los organismos mediante
interaccion con su material genético, como es el caso de las radiaciones ionizantes, o mediante
otros procesos de alteracién fisica de las células, como el calentamiento o la congelacién; o en
una accién biocida indirecta mediante la reduccion de elementos de la atmdsfera, como el
oxigeno, esencial para la supervivencia de los organismos aerobios, por ejemplo, la aplicacion
de atmodsferas transformadas en un sistema herméticamente cerrado donde se deposita el
objeto a tratar.

Estos métodos, con actividad biocida directa, emplean principalmente radiaciones
electromagnéticas (ultravioleta, gamma, beta) y eléctricas con accién biocida o nociva para los
organismos tratados (Caneva et al., 1996). La radiacién ultravioleta muestra una gran actividad
germicida y es muy utilizada para la esterilizacidn de superficies, utensilios y objetos. Los rayos
gamma son radiaciones electromagnéticas con una frecuencia mas elevada que los ultravioleta
y, por tanto, con una mayor actividad biocida. Su aplicacién se limita al tratamiento de
materiales orgdnicos (papel, pergamino y madera). El uso de altas y bajas temperaturas también
estd restringido al caso de materiales organicos. El tratamiento con ultrasonidos, empleado para
la limpieza de objetos arqueoldgicos, madera mojada y tejidos modernos, puede tener analogias
con los efectos biocidas.

Otro método fisico empleado actualmente es el tratamiento con laser, llevado a cabo con
diferentes condiciones (duracidn del pulso y longitud de onda), sobre liquenes como Verrucaria
niegrescens (Osticioli et al., 2015). Asi mismo, se ha comprobado la efectividad de las
microondas en el tratamiento de agentes bioldgicos que infestan tanto objetos de madera como
de piedra, comprobandose una baja interaccion con estos materiales gracias a su accion
selectiva (Riminesi y Olmi, 2016).

Sin embargo, el uso de estos métodos fisicos no estda muy difundido debido a su dificil aplicacién,
su alto coste, el riesgo para los operarios y los posibles fendmenos de interferencia con los
materiales constitutivos de la obra tratada. Ademas, es necesario advertir que las obras tratadas
pueden ser recolonizadas inmediatamente después de la aplicacion de estos tratamientos si no
se conservan en el ambiente adecuado.

Los métodos con actividad biocida indirecta son, para el caso de materiales organicos, el uso de
atmosferas transformadas mediante gases inertes para la eliminacidn de organismos por anoxia.
La aplicacidn de productos biocidas, como la fumigacién con gases (6xido de etileno, bromuro de
metilo, fosfinas, etc.), puede ocasionar graves problemas de toxicidad en las personas que los
usan y alteraciones en las propiedades fisico quimicas de los materiales que constituyen las
obras de arte. Como tratamiento alternativo, se propone la aplicacién de un gas inerte (argén o
nitrégeno) en un sistema herméticamente cerrado, en cuyo interior se deposita el objeto
infestado. Es necesario llevar el control de ciertos factores ambientales: temperatura, humedad
relativa y concentracién de oxigeno. Se han realizado investigaciones en laboratorio que indican
gue una atmdsfera de gas inerte, aplicada a baja concentracidn de oxigeno, produce una anoxia
completa en todas las fases del ciclo biolégico de especies de insectos destructores de bienes
culturales (Valentin et al., 1990; Valentin, 1994).

El objetivo es eliminar por completo cualquier plaga de insectos y disminuir el desarrollo de
microorganismos aerobios que se encuentren alterando las obras de arte. El gas descrito no es
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toxico, tiene un bajo coste y es estable por lo que no produce alteraciones fisico-quimicas en los
objetos tratados (Samefio Puerto y Martin Garcia, 2014).

En el caso de los materiales inorgdnicos, los organismos fotosintéticos necesitan una fuente
luminosa para poder vivir, por lo que para reducir su actividad se puede proceder a recubrir el
material sustrato con tejidos que no dejen pasar la luz durante un corto periodo de tiempo
(Caneva et al. 2005). La duracién de este tratamiento varia dependiendo de la especie presente
y de la intensidad de su desarrollo. Por ejemplo, sobre los liquenes se han obtenido buenos
resultados en cuanto al efecto biocida de dos meses de oscuridad (Pietro et al., 1996).

Las comunidades que forman algas y cianobacterias, llamadas biofilms, presentan diversas
respuestas fisioldgicas a las distintas variables ambientales (Del Rosal, 2014). Se han realizado
estudios para conocer el efecto de la intensidad luminosa (irradiancia) sobre la fotosintesis de
las especies que forman los biofilms (Alvarez et al., 2015).

Especialmente, en el caso de las cuevas turisticas o rupestres, la reduccién de los periodos de
iluminacidn puede reducir la proliferaciéon de algas, aunque no impide su desarrollo puesto que
la iluminacidn no se elimina del todo. Como alternativa se ha estudiado la posibilidad de aplicar
una fuente de luz que reduzca la actividad fotosintética y que produzca un estrés fisioldgico en
los organismos presentes (Figueroa et al.,, 2015). En este estudio, los autores presentan un
procedimiento que permite adaptar la calidad e intensidad de la luz utilizando combinaciones de
fuentes LEDs de distinta composicion espectral, activandose sdlo aquellos LEDs que tengan
menos efectividad fotosintética (teniendo en cuenta la composiciéon de los biofilms).

— Métodos biolégicos

Estos métodos son aquellos que utilizan especies parasitas o antagonistas para limitar el
crecimiento de otras especies animales o vegetales (Caneva et al., 2000).

En el caso de las plantas superiores, por ejemplo la flora vascular ruderal, se puede pensar en el
empleo de insectos fitéfagos especializados, pero en la practica existen numerosas dificultades y
contraindicaciones. En el caso de animales, sobre todo contra la avifauna, se han empleado
especies antagonistas (predadores de pollos o de huevos) que reducen la densidad de poblacién
de las especies dafiinas.

En el contexto de los bienes culturales son necesarios mayores conocimientos acerca del
comportamiento de los insectos en relacidn a sus enemigos naturales. La principal desventaja es
su escasa eficacia al no erradicar completamente las plagas. Las feromonas constituyen un
método no téxico de control que estd siendo bastante investigado. Son sustancias muy
especificas que intervienen en el apareamiento atrayendo al sexo contrario. Actualmente son
sintetizadas quimicamente y se aplican en trampas para atrapar al mayor nimero de insectos,
erradicandolos posteriormente con un insecticida.

— Meétodos quimicos
El control del biodeterioro sufrido por los distintos materiales que componen los bienes
culturales (orgdnicos e inorganicos), se ha realizado principalmente mediante el uso de biocidas

o pesticidas.

Se denominan pesticidas o biocidas las sustancias quimicas utilizadas para tratar las especies
biolégicas a eliminar. La accion biocida contra microorganismos se llama desinfeccién y contra
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organismos macroscépicos como insectos y plantas se llama desinfestacidn. Los biocidas pueden
ser clasificados en distintas categorias (Caneva et al., 1994, 2005) dependiendo de:

- su naturaleza quimica (organicos o inorganicos);

- el tipo de organismo que elimina (existen diversos productos, pero en el caso del biodeterioro
de los bienes culturales, se emplean bactericidas, fungicidas, alguicidas, herbicidas e
insecticidas);

- el estado de agregacion (compuestos liquidos, sélidos o gaseosos);

- el mecanismo de actuacién (agentes oxidantes, tensioactivos, etc.). Los microbiocidas se
dividen en dos categorias principales: los que actian por contacto (agentes oxidantes como el
hipoclorito, o por interaccién con las membranas, como las sales de amonio cuaternario) y los
gue inhiben alguna actividad metabdlica especifica.

En algunos productos comerciales, el principio activo, que indica la actividad biocida, aparece
unido a otros aditivos que mejoran la eficacia del producto. Asi pues, el mismo principio activo
puede ser vendido en distintas formulaciones o mezclas con distintos nombres comerciales.

Los requisitos de los productos que se emplean en la conservacion de los bienes culturales
deben ser por una parte de tipo técnico y por otra de tipo sanitario (Caneva et al., 2000):

- elevada eficacia contra los agentes que causan biodeterioro,

- nula interferencia con los materiales constitutivos de la obra en estudio,
- baja toxicidad para la salud humanay

- bajo riesgo de contaminacidon ambiental.

La eficacia de un producto va en funcion de la actividad biocida que realiza contra los
organismos a eliminar. Se define teniendo en cuenta la dosis necesaria (cantidad de
biocida/unidad de superficie o volumen de aire), el espectro de accién (amplia actividad contra
los organismos) y la persistencia de accién (duracion del tratamiento en funcién de la
permanencia de residuos toxicos).

Existen una serie de factores que normalmente incrementan la eficacia de un tratamiento
(Caneva et a., 1996):

- concentracién empleada - viento y lluvia durante el tratamiento
- duracién de la aplicaciéon - contenido de agua del sustrato

- estabilidad del producto - tipo de sustrato

- temperatura ambiental - tipo de disolvente

- entidad de la colonizacién - pH de la solucién

- presencia de materiales organicos - intensidad luminosa y

- presencia de fisuras en el sustrato - lluvia posterior al tratamiento.

La ausencia de interferencia con el material es de suma importancia. Dependera de la capacidad
de reacciéon quimica que tenga el biocida y de la presencia o no de sustancias coloreadas
presentes en la formulacién del producto comercial. Por lo tanto es necesario verificar que el
producto sea quimicamente neutro, estable e incoloro. Actualmente, las distintas técnicas y
metodologias de investigacion cientificas han permitido poner de manifiesto como muchos
biocidas han causado efectos colaterales negativos, aunque éstos no siempre son apreciables a
simple vista (Nugari & Salvadori, 2003a, 2003b).

Sin embargo, la interaccidn biocida-sustrato no sélo depende de algunas caracteristicas quimicas
del principio activo, sino también de la concentracion empleada, del tiempo de contacto, de la

metodologia de aplicacién y del tipo de sustrato (composicién y porosidad).
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Ademas, es necesario tener en cuenta que los biocidas pueden también interaccionar con otros
productos usados previa o simultaneamente en la intervenciéon, como los consolidantes o los
hidréfugos.

La toxicidad de un producto se define como su capacidad de producir lesiones o la muerte. Para
cuantificar la toxicidad de un producto se usa un indice referido a la cantidad de principio activo
(suministrado por via oral o por via cutanea) que resulta letal para el 50% de los animales usados
en ensayos experimentales. Se indica con las siglas DLsy (Dosis Letal) y se mide en mg de
producto/Kg de peso del animal. El valor que define la DLs, esta condicionado por diversos
factores: especie animal, variabilidad genética, edad, condiciones fisiolégicas, factores
ambientales, sustancias asociadas y degradacion de la sustancia. Considerando esto, se
establecen las clases toxicoldgicas (en orden decreciente de toxicidad) de las formulaciones
comerciales, de acuerdo con la normativa comunitaria (Dir. 92/32/CEE).

Todas las sustancias con actividad biocida utilizadas en el sector agricola y civil-sanitario, deben
ser registradas por la instituciéon correspondiente, documentando los datos toxicoldgicos y la
eficacia contra las distintas especies. Sobre esta base, las autoridades competentes clasifican las
sustancias y les asignan la clase toxicolégica, indicando las precauciones que deben ser tenidas
en cuenta a la hora de manipular el producto.

El riesgo de contaminacion ambiental es otro de los factores que debe ser tenido en cuenta. A
veces, es posible que una dosis mas o menos elevada del producto aplicado se disperse en el
ambiente.

Los biocidas pueden ser aplicados de diferente manera dependiendo del material constitutivo de
la obra, de su estado de conservacion, del organismo a eliminar, de la entidad y difusién del
ataque y del producto elegido. Los tratamientos pueden hacerse mediante pinceladas,
aplicaciéon de compresas, inyeccién, fumigacién, etc. Los productos vienen en formulaciones
liquidas o sélidas y se disuelven o dispersan en agua o en disolventes organicos a distintas
concentraciones. A veces, en funcién del tipo de organismo, tras la aplicacion del biocida, se
puede efectuar una remocidn parcial y suave de la biomasa mediante el uso de instrumentos
adecuados.

La pulverizacion y la aplicacion mediante pincel del producto diluido son los métodos de
tratamiento mas comunes. En el caso de materiales que presenten un estado de conservacion
muy deteriorado, es preferible utilizar el sistema de pulverizacién.

La aplicacion de compresas se realiza sobre todo en el caso de organismos que estan en estrecho
contacto con el sustrato, como los liquenes, con el fin de incrementar el tiempo de contacto de
la solucién biocida con el organismo.

La inyeccion de biocidas se puede efectuar en el caso de materiales lefiosos deteriorados por
insectos, aprovechando los orificios y galerias que han dejado en la madera.

La fumigacion o dispersion de un biocida gaseoso en el aire y en los materiales se emplea en el
caso de materiales orgdnicos. Este método tiene como ventajas una alta eficacia y una
penetracidn mas profunda en el material constitutivo. Sin embargo, debido a la alta toxicidad
gue presentan las sustancias usadas como fumigantes, el tratamiento debe realizarse en camara
de fumigacién u otro ambiente perfectamente sellado. Estos gases pueden ocasionar graves
problemas de toxicidad en las personas que los usan y alteraciones en las propiedades fisico
guimicas de los materiales que constituyen las obras de arte.
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Las sustancias quimicas usadas mas frecuentemente en conservacion de bienes culturales varian
segun las leyes vigentes en los distintos paises. Muchos de los productos usados en el pasado
(por ejemplo 6xido de etileno, bromuro de metilo, pentaclorofenol, formaldehido, etc.), estan
ahora prohibidos o tienen un uso limitado (Nugari & Salvadori, 2003b).

Los biocidas mds habitualmente utilizados en la restauracion de los bienes culturales se

muestran en la tabla I.4.

Tabla I.4. Biocidas frecuentemente usados en conservacion

Organismo

Clasificacion quimica

Nombre quimico

Nombre comercial

Bactericidas,

Hipoclorito de Calcio y de Sodio

Compuestos Peréxido de hidrégeno
inorganicos

Amoniaco
Alcoholes Etanol

Timol

o-fenil-fenol

Derivados del fenol

p-cloro-m-cresol

Lysol

Compuestos fendlicos clorados

Panacide, Halophane

Pentaclorofenato de sodio

Cloruro de alquil-bencil-dimetil-
amonio

Preventol R50, R80,
Neo Des, Hyamina

fung.lc.ldas, . Cloruro de dodecil-dioxietil-bencil Bradophen
alguicidas, Sales de amonio .
liguenicidas cuaternario amonio
q Cloruro de bencil-dimetil- Hyamine 1622
tetrametilbutilfenoxi-etoxi etil-
amonio
Oxido de tri-n-butil-estafio TBTO, Thaltox
Organometalicos
& Naftenato de tri-n-butil-estafio Metatin N58-10
- 2,3,5,6 Tetracloro-4-metil sulfonil Algophase
Piridinas .
piridina
Sales de amonio cuaternario + Metatin N58-10 101
Naftenato de tri-n-butil-estafio
Sales de amonio cuaternario + Thaltox Q
Mezclas L. . . o
oxido de tri-n-butil-estaio
Dimetil-tiocarbamato de sodio+ 2 Vancide 51
mercaptobenzotiazol
Organismo Clasificacion quimica Nombre quimico Nombre comercial
Compuestos Fluoruro de sulfurilo Vikane-Dow Chemical
inorganicos
Malathion Cythion-American
Organofosforados Y .
Cyanamid
| ticid Propoxur Baygon-Bayer
nsecticidas
Carbamatos
Carbaryl Sevin-Union Carbide
Compuestos Lindano

organoclorados

Piretroides y piretrinas
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Piridinas Picloram Tordon 22K, Uniran
Compuestos Bromacilo Hyvar X
heterociclicos (diazinas -
o Hexacinone Velpar
o y triazinas)
Herbicidas Tributilazina Primatol M50
Secbumeton Primatol 3588
Compuestos Glifosato Roundup-Monsanto
fosforados

2.3 OTROS TRATAMIENTOS: CONSOLIDANTES E HIDROFUGOS

Durante una intervencion de restauracion sobre un bien inmueble las etapas que componen la
fase de aplicacidn de tratamientos sobre los materiales son (Villegas et al. 2003):

- Limpieza.

- Eliminacién de organismos.
- Consolidacidn.

- Hidrofugacion.

Las dos ultimas etapas, consolidacidon e hidrofugacién, implican la aplicacién de productos que
deben permanecer en el sustrato mejorando sus caracteristicas y protegiéndolo de la actuacion
de los factores externos de alteracién (Esbert et al., 1997). Ya que se aplican tras la limpieza y
eliminacion de organismos, deben ser compatibles con los productos usados en estas dos etapas
anteriores. Ademas, deben cumplir los siguientes requisitos:

- Ser compatibles fisicamente con el sustrato sobre el que se aplican.

- Penetrar lo maximo posible y de manera uniforme.

- Para los geomateriales deben mantener una adecuada permeabilidad, consiguiendo que
la porosidad de la roca sea lo mas parecida posible al valor original, evitando asi la obstruccién
completa de los poros. De esta forma la piedra podra “respirar”.

- Compatibilidad quimica con el sustrato, para que no se produzcan reacciones
secundarias que puedan generar productos nocivos.

- No modificar sus caracteristicas fisico-quimicas con el envejecimiento ni producir
alteraciones en su aspecto.

- Ser resistentes a los agentes de alteracion.

- Ser reversibles, es decir, si en un futuro fuera aconsejable retirar el producto del seno
del material, esto deberia ser posible sin causar ningin dafio al sustrato.

Consolidacion

La consolidacién es la aplicacidn de un material que al penetrar en profundidad en el interior de
la piedra, mejora su cohesidn, sus caracteristicas mecanicas y la adhesidn de las capas alteradas
al sustrato sano. La aplicacidon de un producto consolidante es necesaria Unicamente cuando la
piedra ha perdido cohesién y debe introducirse un material que consiga la unién entre los
granos minerales que la forman y que han quedado sueltos ademads de la adherencia entre la
zona alterada y la sana.

Los tratamientos de consolidacidn se vienen aplicando de forma sistematica desde la década de
1960 (Alcalde et al., 1990; Lazzarini & Tabasso, 1986), por lo que cada vez se encuentra mas
informacién acerca de su comportamiento: caracteristicas, técnicas de aplicacion, etc. Aunque
actualmente los tratamientos se describen en profundidad y se hace un seguimiento detallado
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de su evolucion a lo largo de los afios, la lentitud de los procesos de alteracion hace que, en la
mayoria de los casos, no exista la adecuada informacién acerca del comportamiento a largo
plazo en exposicion real de los productos usados, y por ello es necesario seguir recurriendo a los
ensayos acelerados de laboratorio para llegar a la eleccién de los tratamientos mds apropiados.

Las caracteristicas que debe reunir un tratamiento consolidante se pueden englobar en tres
aspectos fundamentales:

a) Compatibilidad con el sustrato. Desde el punto de vista quimico, esto significa que no deben
formarse compuestos que puedan reaccionar con los componentes de la piedra o que puedan
afectar a la estructura cristalina. Desde el punto de vista fisico, las propiedades de la piedra
consolidada deben ser similares a las de la piedra sin tratar, a fin de que no se creen tensiones
entre la capa tratada y el sustrato interno. Se puede evaluar esta compatibilidad en base a
distintas caracteristicas:

- Conservacién de la porosidad y porometria original: la alterabilidad de una piedra estd
muy relacionada con su contenido en agua y con las posibilidades de movimiento de
esta en su interior, que a su vez es funcidn de la cantidad de poros y del tamafio de
estos. Si un tratamiento produce una disminucion de porosidad muy acusada o un
aumento en los microporos, la alterabilidad de la piedra se vera incrementada.

- Capacidad de transferencia de humedad: los consolidantes deben permitir el paso de
humedad a través de la piedra, para impedir la acumulacién de agua y sales en
determinadas zonas.

- Conservacion de la apariencia fisica: la piedra no debe sufrir cambios de color o de
brillo a causa de un tratamiento de consolidacion. Ademas, su aspecto superficial no
debe alterarse significativamente con el paso del tiempo por efecto de los agentes
ambientales, especialmente la radiacion ultravioleta.

b) Eficacia. La funcion mas importante de un consolidante es restablecer la cohesién de los
granos de la piedra en la zona externa alterada y el sustrato interno sin alterar. Por ello es
fundamental conseguir una buena profundidad de penetracion; en la interfase entre la zona
tratada y sin tratar se produce un cambio de las propiedades tales como porosidad o
permeabilidad al agua liquida y vapor, si este cambio es muy brusco podria producirse el
desprendimiento de la capa tratada. La profundidad de penetracion es inversamente
proporcional a la viscosidad del producto y al angulo de contacto con la piedra. Para obtener una
medida cuantitativa del valor de la consolidacién se usan las medidas de la resistencia a la
compresion, a la traccidon, medidas de la dureza superficial o de la resistencia a la abrasion.

c) Alterabilidad de la piedra consolidada: debe ser inferior a la de la piedra sin tratar, ya que de
lo contrario seria preferible no tratarla y sustituirla. Dicha alterabilidad depende tanto de las
caracteristicas del producto como de las de la piedra y también de los factores de alteracién. Se
determina con la ayuda de ensayos de alteracidon acelerada.

Los principales métodos de consolidacion se basan fundamentalmente en tres tipos de
productos:

Consolidantes inorgdnicos.

La aplicacién de compuestos inorganicos como producto consolidante data de hace varios siglos
y alcanzd su maximo desarrollo en el siglo XIX. Las similitudes que presentan los compuestos
inorganicos con los constituyentes de la piedra hacen que dichos compuestos parezcan los mas
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apropiados para lograr su reconstitucion, sin embargo esas similitudes hacen que esta siga
alterdndose de la misma forma que lo hacia antes de la aplicacion del tratamiento consolidante.
Esto quiere decir que con dichos tratamientos se lograran mejoras en las caracteristicas
mecanicas de la piedra pero no se podra proteger a la misma de los agentes ambientales que
han provocado su alteracién.

Las ventajas de los productos inorgdnicos consolidantes son su mayor duracién y la estabilidad
frente a la radiacién ultravioleta. Como inconvenientes presentan mayor fragilidad, menor
elasticidad, dificultad para conseguir buena penetracién lo que produce la formacién de costras
delgadas y duras, cambio de color en la superficie o posible formacidn de sales solubles como
subproducto.

Entre ellos se encuentran los hidréxidos de calcio y bario en forma de soluciones o suspensiones
acuosas, que dan carbonato calcico en la reaccién del hidréxido calcico con el anhidrido
carbdnico del aire (Ashurst, 1998; Rodriguez-Navarro et al. 2005). La solubilidad de ambos
hidréxidos en agua es muy baja, por lo que, si se utilizan soluciones, seran necesarias numerosas
aplicaciones sucesivas para lograr la cantidad suficiente de carbonato calcico. Por otro lado, si se
utilizan lechadas de cal, se acelera la introduccién del hidréxido, pero se dificulta su conversion
en carbonato, ya que pueden llenarse los poros mads superficiales e impedir el acceso del
anhidrido carbdnico a las capas internas (Price et al. 1988).

La sintesis de nanoparticulas de Ca(OH), y su utilizacion como producto consolidante de rocas
carbonatadas resuelve algunos de los problemas que presenta el hidréxido célcico de tamaiio
micrométrico, como su incompleta conversidn a carbonato cdlcico, alteraciones cromaticas tras
el tratamiento o la escasa profundidad de penetracidn en el sustrato poroso (Daniele & Taglieri,
2010, Hansen et al. 2003). Las nanoparticulas de hidroxidos de calcio (Ca(OH),) y de magnesio
(Mg(OH),) se han utilizado en restauracion de piedra (Daniele & Taglieri, 2010; Lépez-Arce et al.
2010), en pinturas murales, lienzos, en papel y en madera (Gomez-Villalba et al. 2010; Giorgi et
al. 2005; Giorgi & Baglioni, 2000).

En el caso de rocas siliceas, granitos y algunos tipos de areniscas piedras se han usado silicatos
alcalinos que producen la precipitacién de silice. Los principales inconvenientes que plantea la
aplicacion de este producto son su bajisima penetracién y la formacion de sales solubles como
subproducto que desencadenan procesos de alteracién. Actualmente se estd estudiando el
efecto de la aplicacion de nanoparticulas de silice mezcladas con compuestos organicos tipo
silanos los cuales mediante procesos de sol-gel polimerizan dentro de la piedra incrementando
su cohesion (Kim et al. 2008).

Consolidantes organosilicicos.

La accidon consolidante de estos compuestos consiste en la formacidn de una estructura reticular
semejante a la de la silice, por lo que se pueden considerar como productos intermedios entre
los inorgdnicos y los organicos (Alcalde et al., 1990; Lazzarini & Tabasso, 1986). Aunque en un
principio fueron utilizados para el tratamiento de materiales siliceos, su uso se ha extendido a
materiales calizos obteniéndose muy buenos resultados. Estos consolidantes estan formados por
moléculas del tipo Si — (R;)4 con R; radicales de dos tipos:

-0-C.H,, alcoxi
- C,H,, alquilo

Estas moléculas reciben el nombre de alquilalcoxisilanos y pueden utilizarse en forma de
mondmeros o de material parcial o totalmente polimerizado. Cuando se utilizan mondmeros el
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proceso de polimerizacidn en el interior de la piedra comienza por la hidrdlisis del grupo alcoxi,
seguida de la polimerizacién propiamente dicha que continta hasta que todos los grupos alcoxi
han reaccionado. Los grupos alquilo permanecen sin reaccionar y son los que caracterizan el tipo
de polimero formado:

- Si se parte de un tetraalcoxisilano el producto final carecerd de grupos organicos y
tendra una estructura andloga a la de la silice. Este producto solo tiene efecto consolidante.

- Si el mondmero es un trialcoxisilano se forma un polimero entrecruzado, en el que cada
atomo de silicio esta unido a otros tres a través de atomos de oxigeno, mientras la cuarta
valencia queda ocupada por el radical alquilo, por lo que el producto tendrd propiedades
consolidantes e hidréfugas.

- Si se parte de un dialquildialcoxisilano resulta un polimero lineal con dos grupos
organicos en cada atomo de silicio, por lo que tendra solamente efecto hidréfugo.

El comportamiento de los compuestos organosilicicos se considera, en general, como muy
bueno, debido a su alta penetracién, a su gran duracién, muy superior a la de otros polimeros
organicos. Ademas la resistencia mecanica de la piedra queda mejorada y permite que esta
continle respirando, lo que posibilita, en caso de que fueran necesarios, la aplicacién de
tratamientos posteriores. Como inconvenientes de estos productos se pueden destacar la ligera
alteracién del color que pueden provocar en la piedra tras su aplicacién.

Consolidantes organicos (polimeros sintéticos).

Aunque se pueden encontrar polimeros consolidantes organicos naturales, los mas empleados
desde la década de los sesenta como tratamientos consolidantes son los polimeros sintéticos.
Practicamente todos estos compuestos tienen, ademas de cardcter consolidante, efecto
hidréfugo, debido a su composicidon organica. Pueden aplicarse en forma de polimeros disueltos
en un diluyente apropiado, o en forma de mondmeros, liquidos o disueltos, que después
polimericen en el interior de la piedra (Alcalde et al., 1990; Lazzarini & Tabasso, 1986).

Los grandes problemas que surgen de forma general en la consolidacién con productos
organicos son la penetracion y la resistencia a la radiacidn solar.

La penetracion de un producto liquido viene condicionada por su viscosidad; las macromoléculas
de un polimero, de elevada viscosidad, tienen una penetracidon pequefa si no se diluyen a
concentraciones muy bajas. Por otra parte, la evaporacién del solvente en la superficie de la
piedra provoca la migracién de la solucion desde el interior hacia la superficie, con el resultado
de que el polimero se deposita en una zona muy estrecha (los primeros milimetros de la piedra).

Si en lugar de utilizar polimeros como producto consolidante se emplean mondmeros y se
polimerizan en el interior de la piedra, los problemas relacionados con la penetracién se reducen
considerablemente. Sin embargo surgen otros problemas debidos a las dificultades que existen
para que la polimerizacidn se produzca correctamente en el interior de la piedra.

El efecto de la radiacién ultravioleta solar sobre las propiedades de un polimero depende de su
intensidad y de la fuerza de los enlaces sobre los que actua; practicamente todos los polimeros
organicos absorben radiacién, pero las resinas epoxi se alteran con mayor rapidez y en mayor
medida. Estas alteraciones se manifiestan, en general, en un cambio de coloracidn,
pulverizacion, pérdida de propiedades mecanicas y, en definitiva, la eliminacién de la pelicula
protectora del sustrato.
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Los consolidantes organicos pertenecen a diferentes grupos: Ceras microcristalinas, polimeros
acrilicos, resinas epoxi, resinas de estireno poliéster, etc.

Hidrofugacion

Un factor de gran importancia en procesos de deterioro de los materiales pétreos es la
humedad. Los productos hidréfugos reducen la absorcidon de agua a través de la superficie de
los materiales pétreos, sin afectar a su aspecto. Este tipo de tratamientos, llamados también
protectores, tratan de impedir o disminuir la entrada de agua liquida en la piedra pero
permitiendo la salida del agua en forma de vapor, de forma que se mantenga la “respiracién” del
material. Esto se consigue mediante la formacion de una red de moléculas que envuelven los
granos del material pero sin obturar los poros y capilares.

Las caracteristicas que debe reunir un tratamiento hidréfugo son las siguientes. La primera y
fundamental es la impermeabilidad al agua liquida, es decir, impedir la entrada de agua desde la
superficie exterior, procedente de lluvia, condensacidn o escurrido. La segunda caracteristica es
la permeabilidad al agua vapor, de forma que si el agua consigue penetrar pueda evaporarse de
la piedra y el material no permanezca mojado durante mucho tiempo. La tercera consiste en la
estabilidad frente a los agentes de alteracién y frente a la radiacién UV. Otra caracteristica que
debe reunir un buen tratamiento hidréfugo es la reversibilidad o posibilidad de aplicar un nuevo
tratamiento encima. Las dos ultimas son: una buena adhesién al material para que no pueda ser
eliminado por la lluvia y que tenga una suficiente profundidad de penetracidn. La causa de que
no se requiera una penetracion muy profunda del producto hidrofugante es debida a que la
entrada del agua se produce principalmente por la superficie. Por ello es muy importante que la
capa superficial tenga un espesor adecuado y que tenga durabilidad en el tiempo.

Entre los productos hidréofugos se pueden encontrar los organosilicicos comentados
anteriormente. Por otro lado, los productos organometalicos son sales de dacidos grasos
superiores y de iones metalicos, fundamentalmente sodio, potasio, magnesio, cinc y aluminio. La
aplicacion de estos productos puede ser en solucién acuosa o en solventes orgdnicos, mejorando
las propiedades de hidrofugacidn en este ultimo caso. Uno de los mas empleados es el estearato
de aluminio. Tradicionalmente se han utilizado para el tratamiento de edificios modernos,
aunque es escasa su aplicacién en monumentos histéricos.

Los polimeros organicos utilizados en los tratamientos hidréfugos pueden ser del mismo tipo
gue los usados como consolidantes, aunque para este fin se emplean mas diluidos. Ademds de
los ya comentados anteriormente, se pueden mencionar los polimeros fluorados, cuyo uso casi
exclusivo es el de hidrofugacion.

2.4 EVALUACION DE TRATAMIENTOS DE CONSERVACION

Los estudios de biodeterioro determinan la necesidad o no de una intervenciény, en el caso de
gue ésta sea necesaria, permiten disefiar las estrategias de tratamiento mds adecuadas.

Cuando se comprueba el impacto negativo del biodeterioro en un bien cultural, se debe
considerar el uso de métodos de control de crecimiento de organismos o incluso, su eliminacion.
Para ello, es indispensable e incuestionable un estudio en profundidad del agente biolégico vy el
biodeterioro que ocasiona con el fin de indicar qué tratamiento es el mas adecuado en cada caso
(De Los Rios et al., 2008). Como estos productos son, en su mayoria, téxicos, es fundamental
identificar con precisién los agentes bioldgicos degradativos y elegir el biocida mds apropiado
para ellos (Polo et al., 2010; Silva et al., 2016).La aplicacion incorrecta de tratamientos debido a
la falta de un buen diagndstico previo puede conducir a que solo se eliminen determinados
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organismos, favoreciendo la aparicion de otros mas agresivos. También puede suceder que tras
estos estudios, se determine que no es necesario llevar a cabo ningln tratamiento al no ser
conveniente (Caneva et al, 2005), tan solo modificar aquellos factores ambientales que
favorecen la colonizacion bioldgica. Sin embargo, cuando el diagndstico indica la conveniencia
de realizar un tratamiento determinado, siempre es necesario realizar estudios previos in situ
y/o en el laboratorio para comprobar la eficacia y la compatibilidad del mismo.

Seglin Young et al.,, 2008, los biocidas ideales deben ser efectivos para eliminar los
biodeteriégenos a largo plazo, para que conlleven un menor coste. La mayoria de éstos son solo
efectivos en un periodo de entre 6 y 12 meses siendo necesaria, pues, la reaplicacion de los
mismos. Sin embargo, estudios realizados recientemente han puesto de manifiesto que los
tratamientos con biocidas organicos convencionales, seguidos de la aplicacidon de productos de
reciente formulacién como las nanoparticulas de didxido de titanio (Ti,0), retrasan una nueva
colonizacion debido a su alta fotorreactividad (Ruffolo et al., 2017).

Asimismo, los biocidas no deben ser tdxicos para el ser humano y el medioambiente y, por
supuesto, no deben causar dafio en los materiales constitutivos de los bienes culturales en
tratamiento.

En las obras de arte y monumentos de naturaleza pétrea, los métodos de control quimicos son
los que se emplean mas habitualmente. Para el caso de los materiales organicos (madera, cuero,
papel,..), también se han realizado en el laboratorio estudios comparativos para seleccionar los
productos mas adecuados para el control del biodeterioro causado por microorganismos
heterdtrofos (Stupar et al., 2014; Unger, 2012).

MATERIALES ORGANICOS

En el caso de los materiales de naturaleza organica, conservados habitualmente en ambientes
internos, la prevencidén se realiza controlando las condiciones ambientales (temperatura,
humedad relativa, luz) y el control del biodeterioro mediante el uso de compuestos naturales o
de sintesis que presentan una accién antimicrobiana. De este modo es posible ralentizar o
impedir el desarrollo de muchos microrganismos capaces de deteriorar estos materiales.

Como alternativa a los productos de sintesis se han propuesto extractos naturales de plantas con
actividad antifungica (Stupar et al., 2014). Los vapores de algunos extractos de plantas (clavel,
eucalipto, lavanda, etc.) han mostrado actividad fungistatica y pueden ser empleados para
limitar el desarrollo y la difusidn de hongos celulosoliticos en librerias, archivos y bibliotecas.

Los métodos quimicos propuestos para el tratamiento directo de materiales orgdnicos se basan
principalmente en el empleo de compuestos cuya funcién principal es el control del crecimiento
de los microrganismos. La eleccién de los compuestos para tratar estos materiales va en funciéon
del tipo de ataque bioldgico, del tipo de material deteriorado y del nivel de alteracién. En el caso
de materiales de naturaleza orgdnica es necesario limitar al maximo el tratamiento de la obra
con sustancias quimicas debido al riesgo de interferencia con los materiales durante la
desinfeccién. La mayoria de las veces, estos bienes culturales estan constituidos por muchos
componentes que pueden presentar diversas reacciones quimicas con los productos biocidas
utilizados.

Los productos mayormente utilizados para la desinfeccion de los materiales organicos son las
sustancias de amplio espectro de accién y sobre todo aquellas activas en forma gaseosa o de
vapor, ya que garantizan una buena penetracién del producto en los materiales. Sin embargo,
como se ha mencionado anteriormente, la mayor parte de ellos, como el bromuro de metilo, el
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oxido de etileno y el formaldehido (algunos ya prohibidos en diversos paises), poseen un alto
grado de toxicidad por lo que deben ser utilizados Unicamente por personal especializado.

Un problema importante relacionado con el deterioro de las obras de naturaleza orgéanica es
aquel debido al ataque de insectos, por ello los biocidas mayormente utilizados son aquellos que
poseen una doble accién microbicida e insecticida. Por lo que respecta a la aplicacién de biocidas
sobre obras de naturaleza organica, hay muy pocos estudios considerando la eficacia y la
interferencia con el material. Por ejemplo, la actividad microbicida de algunos de estos productos
como el timol o el bromuro de metilo no esta comprobada (Sclocchi, 2002).

MATERIALES PETREOS

El tratamiento con sustancias quimicas es el método mas frecuentemente empleado para la
eliminacién de los organismos presentes en una obra de naturaleza pétrea (Caneva et al., 2005).

Con objeto de seleccionar los biocidas mas idoneos para este tipo de materiales, se han llevado a
cabo numerosos estudios sobre productos comerciales para comprobar su eficacia y su posible
interaccién con la superficie pétrea.

La metodologia de estudio aplicada puede influir bastante en los resultados, es decir, si se
comparan los datos de laboratorio con los obtenidos en el exterior es muy frecuente encontrar
discrepancias. Por ejemplo, los microorganismos utilizados en los ensayos de eficacia en el
laboratorio son mas sensibles que aquellos presentes en un biofilm sobre la superficie pétrea,
estos Ultimos mucho mas resistentes a la accion de los biocidas (Young et al., 2008). Los estudios
de laboratorio pueden, por tanto, tener una validez limitada en relacion a la actividad biocida de
los productos sobre los organismos a eliminar (Skipper et al., 2016). Por otro lado, el tiempo de
accion del biocida varia en relacién al producto seleccionado y a los organismos que deben ser
eliminados.

Otros factores que pueden influir en la eficacia de los mismos sobre los materiales pétreos son:

- el tipo de sustrato, por ejemplo la porosidad de la piedra y la presencia de algunos
minerales,

- la presencia de material organico como polvo, polen, etc. o de contaminantes
atmosféricos sobre la superficie,

- el tiempo de contacto,

- las condiciones meteoroldgicas: temperatura, viento, lluvia e intensidad luminosa.

Algunas de estas condiciones pueden ser simuladas en el laboratorio pero es imposible recrear un
ecosistema complejo como el de una piedra colonizada expuesta a la intemperie. Los ensayos
preliminares in situ son por tanto extremadamente Utiles para estudiar la interacciéon biocida-
microorganismo y biocida-material pétreo a corto y largo plazo.

Muchos factores pueden determinar una interaccién negativa entre el biocida y el material pétreo.
Los maés significativos, como en el caso de la eficacia, son la naturaleza quimica del producto, las
condiciones de empleo (concentracidén, método y duracidon de la aplicacion), las caracteristicas
mineraldgicas y petrograficas del sustrato y las condiciones ambientales.
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2.4.1 Evaluacidn de la eficacia de tratamientos para erradicar el biodeterioro
Materiales organicos

Debido a que los agentes bioldgicos que deterioran los materiales organicos son principalmente
hongos y bacterias, la busqueda de productos desinfectantes en este dmbito estd relacionada
con las estrategias usadas en el caso de los microrganismos fitopatdogenos (patdgenos de las
plantas) y los que causan enfermedades dermatoldgicas (hongos dermatofitos u hongos de la
piel), que se dirigen contra estos microorganismos y no interfieren con los materiales alterados.

Por ejemplo, en el caso de los hongos fitopatégenos, algunas sustancias pueden tener efecto
biocida al inhibir la sintesis de ciertos compuestos especificos de su pared celular (constituida
por quitina) sin interaccionar con las plantas cuya pared celular posee una estructura diferente.
Al igual que las sustancias inhibidoras de la sintesis de quitina, existen sustancias
especificamente activas en los procesos de sintesis de otras moléculas peculiares de los hongos,
como el ergosterol, el esterol mas abundante de las membranas flngicas. Se han ensayado
algunos compuestos biocidas con esta actividad (econazol, triazina, flouridina) sobre diversas
cepas fungicas que deterioran el papel. La evaluacién de la eficacia del tratamiento dio como
resultado que la triazina era el mejor tratamiento (Ricelli et al., 1999; Fanelli et al. 2001).

Recientemente, se han realizado estudios para seleccionar los productos mdas adecuados. Se
estan estudiando azoles (Voriconazol y Tiabendazol) y nanocompuestos (nanoparticulas de 6xido
de cobre, nanoparticulas de 6xido de zinc y nanoparticulas de 6xido de Titanio) que, por su
eficacia, estan indicados para la eliminacién de los hongos filamentosos y de pudricién
encontrados en los materiales organicos que forman parte de los bienes culturales (Terzi et al.,
2016).

Para su estudio, Clausen y Yang (2007) usaron una base de borato, voriconazol, tiabendazol,
thujaplicin, y combinaciones de borato base con: A, 0'1% de voriconazol; B, 0°'1% de tiabendazol
en 70% de etanol; C, 0'5% de tuyaplicina en 70% etanol. En este estudio explican que los
biocidas destinados a su uso en interiores no deben ser tdxicos, ni volatiles, sino inodoros e
hipoalergénicos y capaces de proporcionar una proteccidon prolongada en condiciones de alta
humedad.

Los sistemas multicomponentes funcionaron bien contra los hongos de pudricién parda (Postia
placenta y Gloeophyllum trabeum) y blanca (Coriolus versicolor), contra tres clases de moho
(Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, y Trichoderma viride) y las termitas subterraneas
(Reticulitermes flavipes). Se determind que, para las aplicaciones en interiores, los biocidas
multicomponentes pueden proteger la madera de la pudricién, del moho, y las termitas; y que
los sistemas que contienen Tiabendazol proporcionan una proteccion mas lenta que los otros
biocidas en este estudio. Se observd una mejora en la aplicacién conjunta de compuestos a base
de boro y el voriconazol.

También se puede destacar el estudio de De Filpo et al. (2013), en el que se habla de Ila
prevencion del crecimiento de hongos en madera mediante nanoparticulas de diéxido de titanio
(TiO,). Los hongos juegan un papel considerable en el deterioro del patrimonio cultural, ya que
su contaminacién favorece la descomposicién de los materiales empleados en obras de arte
histdricas. La prevencion del crecimiento fungico, el tratamiento de objetos contaminados y su
posterior conservacidn, son actividades importantes para los restauradores. En la pasada
década, se ha aplicado la nanotecnologia en numerosos campos de la conservacién del
patrimonio cultural para prevenir, por ejemplo, la alteracién quimica de pintura mural y la acidez
del papel. Los nanomateriales ain no han sido usados como fungicidas y biocidas para los

59



BLOQUE I. ASPECTOS GENERALES. ESTADO DE LA CUESTION

objetos de madera. En este estudio se han tratado ocho tipos de madera diferentes, algunas de
las cuales son comunmente usadas en el campo del patrimonio cultural, con soluciones de
nanoparticulas de TiO, y se han puesto en contacto con dos tipos de hongos, Hypocrea y Mucor
circinelloides, los cuales son conocidos por ser responsables de la rapida descomposicién de la
madera. Los resultados muestran que la actividad fotocatalitica de las nanoparticulas del TiO,
previene la colonizacién de los hongos de las muestras de madera durante un largo tiempo, en
comparaciéon con las maderas no tratadas.

En otro estudio de Shabir Mahr et al. (2013) se ha investigado la proteccion de la madera contra
hongos de pudricidon parda por impregnacion con TiO,. La resistencia a la descomposicion del
pino tratado con soluciones de TiO, fue probada con el hongo Coniophora puteana y Poria
placenta con unas exposiciones de 10 a 16 semanas. En el ensayo las muestras de madera
fueron impregnadas con soluciones de TiO, con concentraciones de entre 5 al 16% (p/p) y
posteriormente tratadas bajo distintas condiciones de humedad.

Los resultados muestran que la madera tratada en comparacidon con la no tratada se ha
deteriorado un 38% y 50% menos respectivamente contra ambos tipos de hongos. La mayor
proteccion se consiguié con una disolucién de TiO; al 5%. Con el aumento de la concentracién, la
resistencia fungicida disminuye levemente, lo que se refleja con mas fisuras e imperfecciones
formadas en las capas que contienen didxido de titanio en la matriz de la madera.

Con respecto a las nanoparticulas de Zinc y Cobre, existen algunas investigaciones sobre el
efecto de soluciones y suspensiones a base de nanoparticulas de cobre y zinc, con o sin la
adicién de algun tipo de surfactante, orientadas a proteger la madera de microorganismos,
insectos xilofagos y el desgaste por condiciones ambientales naturales.

Goddio et al., (2013) desarrollaron un preservante nanoformulado a base de dxidos de cinc y
cobre y evaluaron la capacidad de proteccion de maderas de pino. El Zn actia como inhibidor de
la colonizacion fungica, mientras que el Cu permite preservar las maderas de organismos mas
complejos, como las termitas.

En el estudio de Kartal et al. (2015) se trata la biorremediacién y descomposicién de la madera
con tres conservantes a base de cobre: cobre alcalino cuaternario en base acuosa, nano 6xido de
cobre, y arseniato cromato de cobre. La pudricion por hongos de la madera se estudié en
relacién a la cantidad de cobre aplicado inicialmente, y también la cantidad eliminada en las
pruebas de biorremediacién de hongos.

Otro estudio sobre maderas es el de Kozirdg et al. (2014), centrado en el primer campo de
concentracién de Auschwitz, el cual esta bajo el cuidado del museo estatal de Auschwitz Birknay
en Oswiecim, Polonia. Consta de edificios histéricos y objetos conmemorando los tragicos
eventos de la segunda guerra mundial, incluyendo cuarteles de madera ademas de otros
elementos: puentes, puertas, suelos, cabafias, marcos de puertas y ventanas, muros
estructurales y vigas, los cuales, tras exponerse a condiciones climatoldgicas variables, pueden
sufrir biodegradacién. El objetivo del estudio era determinar la invasién de las superficies de
madera por distintos organismos e identificar las especies dominantes. El computo total de
bacterias en las superficies de madera era alto, siendo Bacillus sp. la especie mas dominante,
mientras la cantidad de hongos estaba en un rango menor, siendo los mds comunes
Cladosporium sp., Alternaria sp. y Penicillium sp. En la madera de las cabafias y suelos se
identificd ataque de hongos como Poria vaporaria y Serpula lacrymans. La identificacidon de los
organismos hace posible la seleccién de los biocidas adecuados para proteger objetos histéricos
contra el proceso natural de la biodegradacion gradual.
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Salem et al. (2016) utilizan dos aceites esenciales como tratamiento antifungico en tres maderas
comerciales (Pinus sylvestries, Pinus rigida y Fagus sylvatica) deterioradas por cinco hongos de
moho comunes. Se han usado aceites esenciales de P. rigida y Eucalyptus camaldulensis,
aplicandolos con el método de vapor y después se midié la inhibicidn del crecimiento del moho,
siendo completa contra el crecimiento de A. alternata, F. subglutinans, C. globosum y A. niger
excepto a T. viride en la aplicacion de P. rigida. Se concluyd buena inhibicién contra C.globosum
a 5000 ppm y 156.25 ppm, ninguna inhibicidn contra A. niger y T. viride y poca inhibicién contra
F. subglutinans.

En Monroy et al. (2011) se estudian los efectos de pretratamientos bioldgicos en Pinus radiata y
Eucalyuptus globulus, los cuales se evaluaron después de exponerse a dos hongos de pudricion
parda, Gloephylum trabeum y Laetoporeus sulphureus, ademds del andlisis de los cambios en la
composicion quimica, modificaciones estructurales y susceptibilidad a la degeneracién de la
madera.

Materiales Pétreos

La efectividad de los biocidas sobre las distintas especies de organismos ha sido ampliamente
estudiada. Los métodos mas utilizados para probar los efectos de los biocidas han sido los que se
basan en la deteccion de cambios en las propiedades cromaticas y/o fisico-quimicas de la
superficie del material o mediante la identificacidn de la actividad de los microorganismos que lo
colonizan, la cual tras la aplicacion de los tratamientos, se supone menor (Monte y Nichi, 1997;
Prieto et al., 2004; Tretiach et al., 2007, 2010; Sanmartin et al., 2010).

En general, la biomasa algal puede estimarse utilizando técnicas de cuantificacidon de la clorofila
a basado en la extraccién del fotopigmento de las células o mediante la detecciéon de su
fluorescencia natural (Tomaselli et al., 2002), la cual, al no necesitarse muestreo, resulta util
para detectar microorganismos fototréfos y monitorizar tratamientos preventivos (Eyssautier-
Chuine et al., 2015; Urzi et al., 2016).

Actualmente, la cuantificacién y monitorizacion de biopeliculas superficiales puede también
llevarse a cabo mediante técnicas de andlisis digital de imagenes (DIA), que se basan en el
caracter matricial de las imagenes digitales (Rogerio-Candelera et al., 2012).

Ademas, para el estudio de la efectividad biocida, también se ha extendido la técnica de
microscopia electrénica de barrido en el modo de electrones retrodispersados, SEM-BSE, la cual
permite la evaluacién de los efectos del tratamiento en organismos fotosintéticos o no
fotosintéticos, tanto dentro del sustrato como en la superficie del mismo (Ascaso et al., 2002;
Cédmara et al., 2011).

Los biocidas empleados en este trabajo han sido extensamente estudiados. La efectividad
comparativa de los biocidas como el Biotin T y Biotin R, ampliamente empleados en
restauracién-conservacion, ha sido analizada (de los Rios, et al. 2012) al eliminar liquenes y
cianobacterias de la Catedral de Segovia (Espafia). Ambos tratamientos resultaron eficaces
erradicando los liquenes y cianobacterias epiliticos pero mostraron diferentes efectos en los
organismos endoliticos.

El Biotin T resulté ser un buen limpiador de la superficie pétrea, la cual quedd préacticamente
libre de restos de liquenes, pero se detectd la presencia de hifas fungicas en las fisuras de la
piedra transcurridos dos meses de la aplicacion del tratamiento. Por su parte, el Biotin R dejo
restos de liquenes superficiales, pero era mejor eliminando las hifas que penetran en la piedra,
asi como las cianobacterias endoliticas.
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En el estudio del monasterio de San Jerénimo (Lisboa) llevado a cabo por Ascaso y de los Rios,
2005, se aplicé Preventol Ri80, resultando responsable de la plasmdlisis y pérdida de estructura
celular de cianobacterias, y confirmando asi su capacidad biocida.

Para la evaluacién del efecto real de los tratamientos sobre la fisiologia de los organismos sin
extraerlos del material que colonizan, en varios intervalos de tiempo, se recurre al uso de
técnicas como la microscopia éptica (OM) y la microscopia laser confocal (CSLM), que permiten
valorar la vitalidad de los microorganismos tras los tratamientos; mientras que con la
microscopia electrénica de barrido (SEM-BSE), se obtienen imagenes claras de los efectos de los
biocidas sobre las células. Por ultimo, la microscopia electrénica de transmisidon (TEM) permite
conocer detalles precisos sobre la accidon concreta de los productos en la ultraestructura celular.
Los biocidas de mayor efectividad son aquellos que producen el colapsamiento celular y la
pérdida de estructura interna (De los Rios, 2008).

La estimacion de la eficacia de los tratamientos elegidos permite aplicar en los bienes culturales
los productos mas indicados para el control o la eliminacién de la colonizacidn de los organismos
causantes del biodeterioro diagnosticado.

2.4.2 Evaluacion de la compatibilidad de los tratamientos

Como ya se ha indicado, la efectividad de los biocidas ha sido ampliamente estudiada pero no asi
el efecto que estos productos generan sobre los materiales sobre los que se aplican. Estos
estudios (Nugari et al.,, 1993; Samefio et al., 1996) son fundamentales, ya que seria
completamente desaconsejable aplicar un biocida que danara los materiales constitutivos de los
Bienes Culturales aunque tuviera una alta eficacia en la eliminacién de organismos. Esto justifica
gue uno de los objetivos de este trabajo sea determinar el efecto que los tratamientos biocidas
ocasionan sobre los materiales, utilizando diversos ensayos y métodos de aplicacion de los
productos.

En el caso del estudio de posibles interferencias de los tratamientos con los materiales que
constituyen los bienes en estudio, el objetivo es verificar el efecto de estos productos biocidas
utilizando diversos ensayos y métodos de aplicacion. Las caracteristicas de estos materiales se
determinan antes y después del tratamiento biocida: absorcién de agua por capilaridad,
alteracion cromatica, ensayos de alteracidn acelerada, observacién mediante microscopia éptica
y microscopia electrdénica de barrido (SEM-EDS), etc.

Por otro lado, con respecto a la compatibilidad de estos productos biocidas con otros
tratamientos de conservacion (consolidantes e hidréfugos) hay muy pocos estudios realizados.

Por ejemplo, hay distintos estudios sobre el efecto conjunto de consolidantes y biocidas en los
gue se analizan la proteccion de la madera contra el moho, la pudricidn o las termitas, es decir,
contra hongos e insectos. Pero también en otros se investiga sobre la compatibilidad de estos
productos con el sustrato y con ellos mismos. Los productos ensayados en todos estos estudios
son distintos.

Mansour y Salem (2015) han investigado la inhibicién in vitro del crecimiento del hongo
Tricoderma harzanium con diferentes extractos metandlicos de especies de drboles
seleccionados. Han observado el crecimiento de hifas mediante el microscopio electrénico
ambiental (ESEM) y han evaluado los cambios en la composicion elemental mediante
espectroscopia dispersiva de rayos X. Extractos metandlicos del duramen de Morus alba y de la
corteza de Macluas pomifera tenian efectos significativos en el crecimiento lineal de T.
harzanium. Las muestras de madera de Acacia saligna tratadas con extracto metandlico de
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madera de Cupresus sempervirens mostraron una zona de inhibicion del crecimiento de T.
harzanium alrededor de maderas tratadas a concentraciones de 5, 10 y 20%. Sin embargo, los
analisis efectuados al SEM-EDX de la madera tratada demostraron que la combinacién de
Paraloid B-72 y extracto metandlico de madera de C. sempervirens, podria usarse como un
potente biocida contra el hongo T. harzanium.

En el estudio de Clausi et al., (2011), se analiza la accién protectora contra el crecimiento fungico
de dos productos consolidantes, ambos aplicados a la madera. Se examinaron los efectos
producidos por los hongos de pudricién blanca y pudricidn parda en madera y se trataron con
dos consolidantes, Paraloid B-72 y Regalrez 1126, aplicados individualmente y juntos. El objetivo
de este estudio era evaluar los diferentes niveles de penetracién y localizaciéon en la madera,
pero sobre todo comprobar si estos productos, muy usados en restauracién, actuaban contra el
crecimiento del hongo en maderas o incrementaban el ataque bioldgico. Se observaron cambios
tanto morfoldgicos como quimicos provocados por la colonizacién bioldgica del hongo y se
comprobé la eficacia de proteccidn. Numerosas muestras de madera tratadas con los productos
descritos se dispusieron en placas de Petri con medio de cultivo y se inocularon con dos especies
de hongos, Fomitopsis palustris y Trametes versicolor, observandose el crecimiento durante dos
meses. Los resultados de las muestras de madera de Norway spruce, el pino nérdico, mostraron
un desarrollo selectivo de una de las dos pudriciones debido a la aplicacién del producto: ambos
productos aplicados a la vez causan una diminucién del crecimiento de ambas especies de
hongos. Las muestras de T. versicolor tratadas con los consolidantes, tanto separados como
juntos, muestran un comportamiento similar. También se llevd a cabo un analisis mediante el
microscopio electréonico de barrido (SEM) para observar cambios en la microestructura de la
madera.

La descontaminacién y la desconsolidacion de los conservantes histdricos de la madera y los
consolidantes en el patrimonio cultural se tratan en el articulo de Unger (2012), en el que se
puede leer que en el pasado, los objetos de madera eran tratados con una variedad de
conservantes de la madera formulados con una base de biocidas inorgdnicos y orgdnicos. La
mayoria de estos biocidas son altamente téxicos para el ser humano y contaminan el medio
ambiente, algunos de ellos incluso causan dafios a los objetos que debian conservar. Esto
supone un considerable reto para manejar la exhibicién, almacenaje y restauracion de dichas
obras de arte de madera. Ademas, el biocida contenido en los elementos estructurales de
madera en edificios histdricos, contamina el aire en su interior y representa un riesgo constante
para la salud. Los objetos de madera dafiados anteriormente por organismos vy, preservados y
consolidados con mezclas de aceite vegetal y resinas naturales, ahora muestran una nueva
alteracion. Una condicidn importante para volver a tratar dichos objetos es la identificacion
exacta de las sustancias utilizadas originalmente para su conservacion.

Las medidas no destructivas realizadas in situ, tienen prioridad por encima de los métodos
analiticos. Los distintos procesos de descontaminacion usados actualmente son clasificados en
funcién de su modo de operacidn. Incluyen limpiezas mecanicas, desorcidén térmica, lavados con
agua y desintoxicantes, y lavados y extracciones con liquidos o diéxido de carbono. La aplicaciéon
de varios selladores para prevenir la evaporacién del biocida en el aire del interior de los
inmuebles se limita a los elementos estructurales de madera.

Henriques et al. (2014), estudian la consolidacién de madera tratada con conservante. Cuando
los elementos de madera en edificios patrimoniales estan deteriorados por hongos, una vez que
los problemas de humedad en las capas inferiores han sido resueltos, se pueden llevar a cabo
dos acciones: usar biocidas para frenar la actividad del hongo o identificar los elementos
deteriorados y reemplazarlos. El objetivo de este trabajo era investigar el rendimiento mecanico
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de la madera de pino maritimo deteriorado por hongos una vez que ha sido tratado con biocidas
seguido por la impregnacion con productos consolidantes.

Se utilizaron tres productos disponibles comercialmente: un biocida con base acuosa, un
consolidante acrilico y un consolidante epoxidico. Las especies tratadas y conservadas se
expusieron a ensayos mecdnicos: compresion axial, dureza superficial estatica y resistencia a
flexion. Un conjunto de réplicas se sometieron a un ensayo de evaporacion después de la
aplicacion del producto y también un ensayo para estudiar su comportamiento mecdanico. Se
observd un aumento de la resistencia mecanica con ambos consolidantes sin influencia
significativa de los productos biocidas anteriores. Estas especies sometidas a envejecimiento
mostraron una pequefia mejora general en su rendimiento mecanico.
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BLOQUE IIl. METODOLOGIA DE TRABAJO

Este bloque recoge la metodologia general que se ha empleado en todos los casos en estudio. El
bloque siguiente se ha estructurado en capitulos para tratar cada caso de estudio con identidad
propia y para presentar sus resultados de una manera mds clara y comprensible. Por ultimo, un
apartado final abarca las conclusiones extraidas de todo el proceso de investigacidn.

En concreto, aqui se abarca la metodologia llevada a cabo en los estudios de biodeterioroy en la
evaluacion de los tratamientos biocidas aplicados a los distintos materiales constituyentes de los
bienes culturales objeto de estudio. En el bloque experimental, cada capitulo, que corresponde a
un caso de estudio concreto, recoge la metodologia empleada de forma mas detallada vy
especifica para ese bien.

Se han realizado estos estudios en cuatro bienes culturales de Andalucia, en Sevilla, Cérdoba y
Granada:

e Fachada de la iglesia del monasterio de Santa Paula (Sevilla)

e Atauriques del Salén Rico de Abd Al-Rahaman Il del conjunto arqueolégico de Medina
Azahara (Cérdoba)

e Pinturas de la Sala de los Reyes de la Alhambra (Granada)

e Magsura de la Mezquita de Cérdoba

En cada ambito de estudio se ha realizado una primera fase de identificacién de especies
bioldgicas presentes, concretamente plantas superiores, briofitos, liquenes y microorganismos
como hongos, algas y cianobacterias. Para ello, se han usado diversas técnicas y métodos de
analisis como la inspeccién visual, la microscopia estereoscdpica, la microscopia dptica y la
microscopia electrénica de barrido, reacciones de tincidon con potasa (KOH), técnicas de cultivo y
técnicas de biologia molecular (PCR, reaccién en cadena de la polimerasa).

Una vez identificados los agentes bioldgicos con la maxima exactitud posible, intentando
determinar la especie o en su defecto la familia taxondmica, se han realizado diversos ensayos
con productos biocidas sobre los materiales constitutivos de estos bienes culturales. Estos
estudios se pueden englobar en dos lineas de investigacion:

Por una parte, se han llevado a cabo diversos estudios comparativos para comprobar la eficacia
de diversos biocidas al aplicar estos productos sobre los organismos bioldgicos localizados en
estos bienes inmuebles. Para ello, se ha estudiado la vitalidad de los microorganismos fotétrofos
al microscopio O6ptico, la interfase de estructuras liquénicas con el sustrato mediante
observacién al microscopio electrénico de barrido, la estimacidn de biomasa fotosintética por
espectrofotometria ultravioleta-visible o la capacidad de eliminacion o reduccién del
crecimiento de especies de hongos filamentosos y de pudricidn.

Por otra parte, se han realizado ensayos para analizar la interaccidn o interferencia que estos
productos biocidas presentan con los materiales constitutivos de cada monumento y/o con
otros tratamientos. Para ello, tras la aplicacién de los biocidas, se han observado los materiales
al microscopio electrénico de barrido (SEM) y se ha efectuado microanalisis elemental mediante
EDX (energia dispersiva de RX). Ademas, cuando ha sido posible, se han realizado ensayos de
colorimetria y de medida de porosidad abierta para comprobar si estos productos afectan de
alguna manera al color y a la porosidad de los materiales, una de las caracteristicas
fundamentales de los materiales de construccién. Por otro lado, en el caso de la madera,
también se han medido la velocidad de ultrasonido y la dureza superficial y se han efectuado
ensayos de alteracion acelerada.
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A continuacion, se recogen brevemente las distintas técnicas empleadas a lo largo de la
investigacidn, la metodologia general de los distintos estudios de materiales, de los distintos
estudios de biodeterioro (sobre todo en lo que respecta a la determinacién de especies) y la
metodologia empleada para la evaluacion de tratamientos biocidas.

1. TECNICAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO
1.1 MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA

El microscopio estereoscépico, también llamado lupa binocular, se utiliza para obtener una
imagen estereoscdpica o tridimensional de la muestra. En él, mediante dos objetivos separados,
se forman dos imagenes que son enviadas separadamente a dos oculares. Con ello se obtiene
una doble imagen que se mezcla en nuestro cerebro como una sola imagen estereoscépica. Se
obtiene una imagen mas tridimensional del objeto y, por tanto, mas real.

El principal funcionamiento del microscopio estereoscépico no estd basado, como en el
microscopio éptico, en el poder de resolucidn sino en su capacidad directa de aumento. Estos
microscopios estan dotados de un sistema que permite observar la muestra en un rango de
aumentos variable, siempre menor que el de un microscopio compuesto. Las lentes objetivos se
encuentran montadas en el interior de un revolver tubular y se caracterizan por tener un bajo
poder de aumento (2x o 4x), mientras que el de las lentes oculares oscila de 5x a 10x, lo que
proporciona un aumento potencial total entre 10x y 40x.

El microscopio estereoscépico es apropiado para observar objetos de tamafio relativamente
grande, por lo que no es necesario modificar los objetos a analizar ni tampoco que la luz pase a
través de la muestra. Este tipo de microscopios permite unas distancias desde la muestra al
objetivo que van desde un par de centimetros a decenas de ellos, lo que los hace muy dutiles en
campos como el de la botanica y la mineralogia, entre otros (Gonzalez Alfaro et al., 2004).

El instrumento utilizado en el estudio es de la marca Leica, modelo GZ6, con fuente de luz marca
Leica CLS 100x.

1.2 MICROSCOPIA OPTICA DE LUZ TRANSMITIDA Y REFLEJADA (MO) Y MICROSCOPIA OPTICA
DE POLARIZACION (MOP)

El microscopio éptico consta de una fuente de iluminacidn eléctrica que atraviesa las muestras
desde abajo (luz transmitida) o incide sobre ellas (luz reflejada), un sistema de lentes, una
platina sobre la que se coloca el objeto a analizar, los objetivos y los oculares. El aumento
corriente de los objetivos es de 4x, 10x, 20x y 40x. Sin embargo, se aumenta todavia mas por
accion del ocular (que es de 10x normalmente), por lo que al final se obtiene un aumento de
40x, 100x, 200x y 400x (Welsch y Sobotta, 2009). Con estos microscopios se estudian los
materiales y ademas se puede reconocer la morfologia y estructura celular de cada grupo de
organismos. Los microscopios dpticos empleados son Leica Laborlux 12 ME-ST y Leica DM 4000
M.

Para el estudio de los materiales pétreos se utiliza la microscopia éptica de luz polarizada o
microscopia petrografica.

Los microscopios de luz polarizada son microscopios a los que se les han afiadido dos

polarizadores (uno entre el condensador y la muestra y el otro entre la muestra y el observador),

el material que se usa para ello es un cristal de cuarzo y un cristal de Nicol dejando pasar

Unicamente la luz que vibra en un Unico plano (luz polarizada). Esto permite identificar minerales

mayoritarios y minoritarios mediante sus propiedades dpticas, y ademdas mediante esta técnica
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se puede realizar un estudio petrografico textural, analizando en detalle la naturaleza de los
elementos que constituyen los materiales, las formas y tamafios (absolutos y relativos) de dichos
elementos, las relaciones mutuas entre ellos y sus abundancias relativas. El estudio se ha
realizado con un microscopio petrografico LEICA DMLP del laboratorio de Geologia del IAPH, con
objetivos de 2,5x, 5x, 10x, 20x y 63x, el cual lleva acoplado una videocdmara para la captura de
imagenes.

1.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM) Y MICROANALISIS ELEMENTAL MEDIANTE
ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X (EDX)

Esta técnica consiste en hacer incidir sobre la muestra un haz de electrones acelerados por una
diferencia de potencial de miles de voltios en un tubo, en el cual se hace el vacio. En el tubo hay
unas lentes electromagnéticas que focalizan el haz que incide sobre la muestra en forma de
barrido. Para ello la muestra tiene que ser previamente metalizada con oro o bien con grafito,
para que sea conductora. La imagen se forma cuando se produce el choque de los electrones
con la muestra.

La microscopia electrénica de barrido permite la observacién tridimensional de las células o de
las superficies de los geomateriales y es muy util para el estudio de diversos mecanismos
responsables de la alteracidn de la piedra (Samefio Puerto et al., 1996):

=  Formacidny crecimiento de cristales en la superficie tras el tratamiento biocida.

= Corrosion, lavado o disolucién de constituyentes minerales como consecuencia de las
soluciones acidas.

= Crecimiento sobre el material de organismos y microorganismos con las consecuencias
fisicoquimicas que ello conlleva.

Para poder ser analizadas, las muestras deben cumplir el requisito de ser conductoras, por este
motivo se metalizaron con carbén (Evaporador de alto vacio Baltec CEA035). Las muestras se
metalizan también con oro mediante deposicidn por sputtering.

El proceso de pulverizacidn catddica o sputtering es, principalmente, un proceso de bombardeo
idbnico que consigue la deposicion en fase de vapor sobre unsustrato (en este caso la
muestra), del material bombardeado. De esta forma se depositan peliculas de metales puros o
aleaciones utilizando descargas de gases nobles (Ar).

Las muestras bioldgicas para su observacién al SEM, ademads de ser conductoras, deben estar
completamente secas ya que de otro modo la baja presion en el microscopio electrénico
causard que el agua (y otros liquidos volatiles) se evapore saliendo violentamente del
espécimen, alterando la estructura del mismo. Para evitar estos efectos dafiinos, durante el
proceso de secado, debe pasarse el limite entre la fase “liquido-gas”. En el método del punto
critico (Prin et al., 2012), el liquido pasa directamente a fase gas. De este modo, las fuerzas de
deformacién se evitan debido a que el proceso de secado tiene lugar por encima del punto
critico del liquido, donde el limite entre la fase liquida y la fase gas no existe.

Para ello, en este estudio, las muestras se fijaron en una solucién de glutaraldehido al 1% en
tampdn fosfato 0,01M. Después, se realizd una postfijacion en tetradxido de osmio (1%) v,
posteriormente, las muestras se deshidrataron en una serie graduada de etanol (30-70%), se
sumergieron en acetona (70-100%) y se secaron en el secador de punto critico. En el secador de
punto critico se incrementa la temperatura hasta que en la muestra se alcance una temperatura
y presion critica, en la cual la densidad de la fase liquida sea igual a la de la fase gaseosa, por lo
cual la tension superficial es cero y la ultraestructura se mantiene en el estado seco. Este es el
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punto en que la densidad del fluido es igual en cualquier punto del volumen que ocupa dentro
de la muestra (Prin et al., 2012). Una vez culminado este proceso la muestra se prepara para que
sea conductora y pueda ser analizada en el microscopio electrénico.

El microscopio electrénico de barrido tiene dos modos de trabajo: detector de electrones
secundarios que trabaja con electrones secundarios de baja energia y ofrece las imagenes de
mayor resolucidon. Es muy sensible a las caracteristicas superficiales de la muestra, de ahi que
proporcionen informacién de la topografia de la muestra. El detector de electrones
retrodispersados permite obtener sefal de retrodispersados pura a muy bajo potencial de
aceleraciéon. Los electrones retrodispersados al chocar con la muestra pierden parte de la
energia que tenian inicialmente. Esta pérdida estd relacionada con la masa de los &tomos contra
los que chocan. En la imagen que se forma en este caso, la escala de grises estd en funcién del
numero atdomico medio de las distintas partes que componen la muestra. Las partes mas
brillantes de la imagen se corresponde con atomos de elevado peso atdmico, mientras que en
las zonas de la imagen que son mas oscuras, los &tomos presentan un peso atdmico mas ligero,
por lo que este modo de trabajo proporciona informacién composicional de la muestra.

Cuando se produce el choque de los electrones con la muestra también se producen rayos X
caracteristicos de cada elemento. Si se incorpora un analizador de rayos X, se obtiene
informacién importante de los elementos quimicos existentes a partir del sodio, nimero
atdmico 11, ya que los elementos ligeros no son detectados. La técnica se hace mas sensible
conforme aumenta el nimero atdémico del elemento. Este dispositivo recibe el nombre de
microsonda acoplada a SEM (EDX, energia dispersiva de rayos X).

En este caso, el microscopio electrénico de barrido empleado ha sido SEM JEOL modelo JSM-
5600 LV, dotado con un analizador de espectrometria de energias dispersivas de rayos X modelo
INCA X -sight, de instrumentos Oxford (Figura I1.1).

El equipo emplea un hardware especializado de microscopia electronica de barrido y las
imagenes y espectros obtenidos se visualizan mediante el software informatico INCA
Microanalysis Suite.

‘ Figura I.1. Microscopio electrénico de barrido (SEM).
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1.4 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La DRX es una técnica que permite la identificacion de los compuestos cristalinos (minerales)
presentes en la muestra en estudio. Para ello, la muestra se tritura hasta obtener un polvo muy
fino sobre el que se hace incidir un haz de rayos X, obteniéndose finalmente un diagrama con las
reflexiones a dangulos concretos (caracteristicos de los espaciados interatomicos de cada
mineral), cominmente denominado “difractograma”. Esta técnica facilita el conocimiento
cualitativo de la composicidon mineraldgica del total de la muestra. La intensidad de los picos
diagndstico de cada mineral es proporcional a la cantidad de ese mineral en la muestra,
pudiéndose realizar una estimacién semicuantitativa de los minerales mayoritarios (error posible
1 5%). En el estudio se ha empleado un Difractémetro marca BRUKER D8 Advance perteneciente
al Laboratorio de Rayos X del CITIUS de Sevilla. El analisis semicuantitativo de las distintas fases
minerales se hizo con la ayuda del programa Xpowder.

1.5 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) Y
CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

Para el analisis de compuestos organicos presentes en los materiales pictéricos se utilizan,
fundamentalmente, la técnica de la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y la
cromatografia de gases.

La espectroscopia IR por transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica instrumental que
permite, fundamentalmente, la identificacion de materiales organicos. Se aplica al andlisis de
adhesivos, consolidantes, aglutinantes, barnices y colorantes. También se aplica en algunos
casos al anadlisis de algunos materiales inorgdnicos, como es el caso de la determinacidon de
sulfatos, carbonatos, silicatos, nitratos y oxalatos. En este estudio se ha empleado para
confirmar los componentes inérganicos asi como una aproximacion de la existencia de la
fraccidn organica y su naturaleza (lipidica, proteica e hidratos de carbono). Los analisis se llevan
a cabo entre 4400 cm™ y 370 cm™, englobando la muestra en pastillas de KBr o mediante analisis
superficial usando la técnica UATR (Universal Atenuated Total Reflectance)

La cromatografia en fase gaseosa (GC) es una técnica de separacion entre dos fases, en la que la
fase madvil es un gas, denominado gas portador. Las muestras a separar son gases o liquidos
facilmente volatilizables. Dependiendo del tipo de sustancia a analizar se utilizan distintos
procedimientos. Para la determinacién de sustancias lipdfilas las muestras se tratan con el
reactivo de metilacién Meth-prep Il. Para los hidratos de carbono y las proteinas se lleva a cabo
una hidrdlisis con HCl 6M y una derivatizacidon con N-metil-N-t-butildimetilsililtrifluoroacetamida
(MTBSTFA) en piridina de los acidos grasos, aminoacidos y monosacaridos resultantes.

1.6 REACCION DE TINCION CON HIDROXIDO DE POTASIO (KOH)

Los colorantes son compuestos quimicos que tienen alguna afinidad especifica por los materiales
celulares (http://www.microinmuno.gb.fcen.uba.ar/SeminarioTinciones.htm). Muchos
colorantes utilizados con frecuencia son moléculas cargadas positivamente (cationes) que se
combinan con intensidad con los constituyentes celulares cargados negativamente, tales como
los acidos nucleicos y los polisacdridos acidos. Otros son aniones y se combinan con los
constituyentes celulares cargados positivamente como, por ejemplo, proteinas.

La solucién de hidréxido de potasio al 10% (solucién de KOH) permite identificar liquenes ya que
al aplicarse en el talo o en los apotecios, estos toman una coloracidn diferente a la original que
puede ser de gran utilidad a la hora de la identificacidn de especies (Ozenda y Clauzade, 1970).
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1.7 TECNICAS DE CULTIVO. CRECIMIENTO BIOLOGICO EN LABORATORIO.

La idea de un medio de cultivo es ofrecer a los microorganismos las condiciones mas parecidas a
su medio natural para que crezcan. Una vez que se toma la muestra bioldgica, ésta se extiende
mediante un instrumento, asa de siembra, sobre una placa de Petri con el medio de cultivo
adecuado para el crecimiento de las colonias microbianas.

Existen los medios generales, si llevan todos los nutrientes para que crezcan varios tipos de
organismos generalistas; diferenciales, aquellos empleados para dejar crecer exclusivamente a
un tipo de células y los medios selectivos, los que permiten el crecimiento de varias especies,
pero permitiendo diferenciar las colonias.

Hay muchas recetas de medios de cultivos para el crecimiento y mantenimiento de
cianobacterias, microalgas y hongos en laboratorio. A la hora de elaborarlos hay que tener en
cuenta los siguientes aspectos (Leganés y Bolafios, 2015):

= La concentracién total de sal, que depende del origen ecolégico del organismo.

= La composicion y concentracion de los componentes idnicos mayoritarios tales como el
K, Mg, Na, Ca, sulfato y fosfato.

= La disponibilidad de nitrégeno. Las fuentes de nitrégeno mas utilizadas son: nitrato,
amonio o urea. En el caso de cianobacterias fijadoras de nitrégeno no es necesaria la
presencia de estas fuentes.

= El carbono. La fuente de carbono mas frecuentemente utilizada es el CO, gaseoso. Otras
fuentes son el bicarbonato o el carbonato.

= ElpH.

= Los elementos traza. Para la estabilidad de la mezcla de estos elementos se utilizan
agentes quelantes, tales como el citrato y el AEDT.

= Lasvitaminas, sobre todo para las algas.

= La calidad del agua. Esta ha de ser desionizada y los compuestos organicos retirados por
doble destilacién o filtrada a través de purificadores Millipore SuperQ (o similares).

Para facilitar el crecimiento y el aislamiento de los microorganismos se han utilizado medios de
cultivo generalistas que cubren los requerimientos nutricionales de la mayor parte de los
microorganismos. En este trabajo se han empleado los medios Agar Glucosa Saboraud (AGS) y
Agar Extracto de Malta (AEM) para los microoganismos heterdtrofos (bacterias y hongos); el
medio BG11, especifico de cianobacterias (Rippka, 1979) y los medios Allen-Arnon y TAP NOj’
mas especificos de algas (http://microbiology.ucdavis.edu/meeks/allenarnon.htm) (Gonzalez-
Ballester, 2005).

Los medios AGS y AEM, se emplean para cultivar microorganismos heterétrofos. Proveen el
carbono, proteinas y nutrientes requeridos para el crecimiento de microorganismos. El AGS es
un medio de cultivo que por sus caracteristicas funciona como medio de enriquecimiento para
hongos y que, en caso de contener cloranfenicol u otro antibiético, se convierte en un medio
selectivo para los mismos. El medio contiene peptonas y una elevada concentracidon de glucosa
que favorece el crecimiento de los hongos sobre las bacterias. EIl AEM se utiliza para el
aislamiento, cultivo y enumeracién de levaduras y hongos, ya que contiene una alta
concentracion de maltosa y otros sacaridos como fuentes de energia.

El medio BG-11 permite el crecimiento de una gran variedad de cianobacterias de suelo y agua
dulce. Este medio utiliza concentraciones de nitrato muy altas y concentraciones de fdsforo
relativamente bajas.
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El medio Allen y Arnon contiene altas concentraciones de nitratos (sal sddica y potasica) y muy
altas concentraciones de fosforo. Este medio se ha disefiado para conseguir altos rendimientos
celulares (Elosegui y Sabater, 2009). El medio TAP NO; (tris-acetato-fosfato) es igualmente rico
en fosfatos.

Para la preparacion de medios sélidos se usa el agar, polimero de subunidades de galactosa
(agaropectina y agarosa), ligeramente acido y que puede bajar el pH de los medios de cultivo,
por lo cual es aconsejable el uso de tampones organicos como el HEPES (acido N-2-
hidroxietilpiperacina-N’-2-etanosulfénico) a pH entre 7-8. Aunque pueden necesitarse otros
valores de pH y otros tampones dependiendo del habitat natural del microorganismo a aislar.

La manipulacidon de los cultivos (siembras, resiembras, aislamiento, limpieza de cultivos, etc.) asi
como la preparacién de los medios de cultivos se han de realizar siempre en ambientes estériles
para evitar las contaminaciones por parte de bacterias o eucariotas.

1.8 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Las técnicas de biologia molecular empleadas en el Instituto Andaluz del Patrimonio Histérico se
basan en la deteccién del dacido desoxirribonucleico (ADN) de los microorganismos v,
especialmente, aquéllos que por sus caracteristicas intrinsecas no pueden ser facilmente
cultivados en el laboratorio. Cada microorganismo tiene secuencias Unicas en su ADN, lo que
permite diferenciarlos dentro de una comunidad microbiana compleja, como puede ser el caso
de una colonizacién microbiana en un determinado material.

Para la deteccidn e identificacién de microorganismos se ha desarrollado un método basado en
técnicas de Biologia Molecular, concretamente, en la técnica de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Este método incluye varias etapas (Pérez Castifieira,
2010; Saiz Jiménez y Videla, 2002; Sarré et al., 2006), tales como:

Extraccion de ADN.

Amplificacién por PCR de una secuencia diana.

Secuenciacion (determinacién de la secuencia de bases) del ADN amplificado.
Analisis de la secuencia.

Figura 11.2. Proceso de extraccion de ADN de microorganismos fotétrofos.
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«» Extraccion de ADN

El método de extraccién de ADN (Figura I1.2) tiene que ser lo suficientemente agresivo para
romper las células y/o tejidos, pero lo suficientemente delicado como para preservar la molécula
de interés (ADN). Se realiza por medios fisicos (molienda en morteros, perlas de vidrio...) y/o
guimicos (uso de detergentes como el SDS, dodecilsulfato sddico) (Baridon, 2012).

Para la extraccion de ADN de cianobacterias y algas verdes se afadieron a las muestras
(resuspendidas en tampdn TE) perlas de vidrio estériles de 0,25 mm de diametro, SDS al 10% y
fenol-cloroformo (1:1). Después se sometieron a agitacidon en vortex y centrifugado para extraer
el sobrenadante que contiene el ADN.

Por otro lado, se extrajo el ADN de bacterias y hongos a partir de las colonias obtenidas en
cultivos puros, realizados previamente en placa, usando el kit comercial de extraccién
ZymoResearchFungal/Bacterial DNA, siguiendo el protocolo del fabricante. Se obtuvo asi una
solucion de 100 pl que contenia el ADN, que se utilizé como ADN molde para la amplificacion.

La identificacién de hongos de pudricion es bastante dificil ya que no suelen propagarse fuera de
la madera, asi que se intentd aislar ADN directamente de ésta, lo cual supone un serio problema
metodolégico por la resistencia mecdnica de este material a romperse y por la contaminacion de
las muestras con dacidos humicos, que hubieron de ser separados mediante electroforesis.
Ademds de aplicar protocolos obtenidos de la literatura se intentd hacer crecer hongos
introduciendo fragmentos de madera en medio YPD (estandar para crecimiento de hongos
microscopicos) liquido e incubando a 302C durante varios dias en la oscuridad y sin agitacion. Al
cabo de dicho tiempo crecieron microorganismos que se visualizaron al microscopio éptico y
cuyo ADN se aislé por métodos estandar.

La extraccién de ADN fue verificada mediante electroforesis, de 5 ul de cada solucidn obtenida,
en gel de agarosa al 0,7% en tampdn TBE % y tefiido con bromuro de etidio, a 120 V, durante 30
minutos, usando como patron ADN de fago A (Promega) digerido con las endonucleasas de
restriccion Hindlll y EcoRI con un patrdn de bandas en un rango de 564 a 21226 pb.

< Amplificacidon por PCR (Polymerase Chain Reaction).

La deteccidon de microorganismos se basa en la amplificacidon y secuenciaciéon de genes (o de
fragmentos de los mismos) que codifican alguna de las moléculas de ARN ribosémico (ARNr): 16S
en procariotas, 18S y/o 28S en eucariotas. Estas secuencias se consideran universales y
presentan bajo polimorfismo, es decir, poca variacion dentro de una misma especie, aun asi,
presentan ciertas divergencias que permiten identificar con bastante fiabilidad a los distintos
organismos.

La amplificacidon de los genes ADNr (que codifican los ARNr) se consigue en un termociclador
mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa, utilizando como molde el ADN gendémico
previamente extraido y purificado del microorganismo a identificar. Para el ADNr 16S de
procariotas se utilizaron como cebadores para la reaccion de amplificacion el par de
oligonucledtidos 5'-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3' y 5'-ACCTTGTTACGACTT-3'; mientras que en el
caso del ADNr 28S de eucariotas las secuencias de los oligonucledtidos fueron: 5'-
ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3'y 5'-TCCGTGTTTCAAGACGG-3'. Estos oligonucleétidos corresponden
a secuencias especialmente conservadas dentro de los genes ADNr y son utilizados
convencionalmente para su amplificacidn y secuenciacién. Fueron sintetizados por la empresa
Eurofins MWG Operon. De esta forma se amplificaron fragmentos de ADN de unas 1.500 pares
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de bases (pb) en el caso de procariotas, y de unas 600 pares de bases (pb) en el caso de
eucariotas.

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en un termociclador My Cycler y se realizaron
en un volumen final de 50 pl y contenian: 2 pl de la solucién de ADN obtenida durante la
extraccién (ADN molde), 5 pl de tampdn Tag DNA polimerasa, 1 pl de Tag DNA polimerasa (5 U),
2 ul de mezcla de dNTP’s 10 mM cada uno, 50 pmol de cada uno de los dos oligonucledtidos
utilizados como cebadores, completando con agua Milli-Q estéril (Sigma W4502). Tabla Il.1.

Tabla Il.1. Componentes necesarios para la PCR

Anadir en orden | Volumen (uL)

ADN molde 1 2 3 4 5 10 20 40
Oligo FW 1 /1 {1 |1 |1 1 1 1
Oligo RW 1 1 1 1 1 1 1 1
dNTP’s 2 2 2 2 2 2 2 2
Tampdn TAQ 5 5 5 5 5 5 5 5
TAQ polimerasa | 1 1 1 |1 1 1 1 1
H,O0 mQ 39 (38 (37136 |35 |30 |20 |O

El termociclador en el que se introdujo la mezcla anterior para que se produjese la amplificacidn,
se programo con las siguientes condiciones: 2 minutos a 95 °C para la desnaturalizacién del ADN
molde, seguido de 30 ciclos de 1 minuto de desnaturalizaciéon a 95 °C, 1 minuto de hibridacidn
de cebadores a 55 °C y 5 minutos de elongacion a 72 °C, con un paso de extensién final de 10
minutos a 72 °C.

Para comprobar la efectiva amplificacion de los fragmentos de ADN, los productos resultantes
de la PCR se analizaron, junto con un marcador de peso molecular, mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% (p/v) en 50 ml de tampdn TBE % tefido con solucidn de tincion de acidos
nucleicos RedSafe o bromuro de etidio, a 100 V, durante 40 minutos, usando como patréon ADN
de fago A (Promega) digerido con las endonucleasas de restriccién Hindlll y EcoRI con un patrén
de bandas en un rango de 564 a 21226 pb. Tras la electroforesis, se visualizé el gel bajo luz
ultravioleta, viéndose las bandas correspondientes al ADN amplificado y al marcador de peso
molecular (para la estimacién del tamafio de las bandas, se utilizé el marcador comercial
Hyperladder Il de Bioline).

Elaboracién del gel de agarosa al 0,7% .Para elaborar 50ml de gel es necesario:

e 0,35 gagarosa.
e 50 mldetampdn TBE % (2,5 ml TBE 10X + 47,5 ml H20 destilada)
e 2,5 ulL de colorante RedSafe.

En la elaboracion del gel, la agarosa junto con el tampdn TBE % se calienta a ebullicién en el
microondas, es decir, hasta que empiecen a formarse burbujas de gran tamafio, para disolverla.
Posteriormente, tras enfriar la solucién de agarosa, se le afiade el colorante, el cual es de un
tono rojizo y que se utiliza en sustitucién del mas comin bromuro de etidio (BrEt) debido a su
menor toxicidad. Se deja que el gel se solidifique.
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Electroforesis en gel de agarosa:

Se analizaron las muestras originales obtenidas con los oligos 16S y 28S por PCR asi como una
preparacion comercial (“escalera”) con fragmentos de ADN de tamafio conocido. En cada pocillo
se cargaron 5 pL de las muestras mezcladas previamente con 1 pL de tampdn de carga.

Al gel de agarosa, inmerso en 100 ml de tampdn TBE %, se le aplica una corriente de 100 voltios
durante 40 minutos. El tampdn sirve como conductor de la electricidad y controla el pH, lo cual
es importante para la estabilidad de las moléculas biolégicas. Como el ADN tiene una carga
negativa a pH neutro, migrard a través del gel hacia el electrodo positivo durante la
electroforesis.

Las bandas correspondientes a los fragmentos de ADN amplificados que se encuentran a la
misma altura contienen moléculas que han atravesado el gel a la misma velocidad y, por tanto,
tienen un tamafio similar. Agregar una calle con marcadores de peso molecular conocido,
permite determinar el tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos (Figura 11.3).

Marcador 28 S

Figura 11.3. Ejemplo de electroforesis en gel de agarosa donde se observan las bandas de ADN.

Purificacidn de ADN de los productos de PCR:

Una vez que se comprueba la correcta amplificacion de ADN de las distintas muestras, se
procede a purificarlo para poder secuenciarlo posteriormente.

Para la purificacion de material genético se ha utilizado un kit comercial de purificacidn
Biolinelsolate PCR and Gel Kit, que dispone de los materiales necesarios para la misma y con el
gue se sigue un protocolo de actuacién simple que incluye los siguientes pasos:

1. Colocar el tubo Columna A en un tubo colector con un volumen de 2 ml.

Anadir 500 pl de Binding Buffer A.

Afadir 50 pl de la muestra, es decir, del ADN junto a los productos de la PCR, y mezclar
cuidadosamente con la pipeta.

Centrifugar a 10000xg durante 2 minutos.

Desechar el tubo colector y colocar la Columna A en un tubo de elucién (tubo eppendorf).
Anadir 15 ul de agua mQ.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Centrifugar 1 minuto a 6000xg para eluir los productos de la PCR.

W N

O NS A
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Con estos pasos se obtiene el ADN purificado.

R/

% Cuantificacidén de las muestras de ADN

Se necesita conocer la concentracién de ADN purificado que estd presente en las muestras, ya
qgue cada laboratorio requiere de cantidades de ADN concretas para poder secuenciarlo. La
cuantificacién de material genético se obtiene por dos métodos diferentes para poder,
posteriormente, realizar una comparacion de los resultados obtenidos y probar, asi, la veracidad
de los mismos.

e Método n? 1. Electroforesis

Este método consiste en hacer correr las muestras ya purificadas en un gel de agarosa, en el que
también se hace correr un marcador de peso molecular: DNA Ladder 100-1000pb MBL020 (50
pg, 0,1 pg/uL). Este marcador es ideal para determinar el tamafio de ADN de doble cadena
desde 100 hasta 1000 pb. Las bandas de las muestras se comparan con la escalera por brillo.

e Método n2 2. NanoDrop

El equipo NanoDrop es una técnica con la que a partir de una pequefia gota de muestra (2 pL) se
puede obtener la concentracion de material genético presente en la misma. Ademas se mide la
absorbancia a 260 y 280 nm, estableciendo una relacién entre tales medidas, con la que se
obtiene informacién acerca de la degradacién de proteinas. Asi, si la relacion
Abs260/Abs280=1,5-1,7 quiere decir que el ADN no esta contaminado de proteinas.

@

% Secuenciacién del ADN amplificado.

Las muestras, una vez purificadas, son preparadas para su secuenciacidn, obteniendo asi el
orden de nucledtidos que compone su material genético. Una vez cuantificadas las muestras de
ADN amplificado, éstas se prepararon y enviaron para su secuenciacién al Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lépez-Neyra” (CSIC) de Granada.

R/

¢ Andlisis de la secuencia.

Consiste en la comparacion de la secuencia de ADNr obtenida, con las depositadas en bases de
datos, mediante el analisis Blast. Actualmente existen diversas bases de datos, algunas publicas y
de acceso libre a través de internet. La mas utilizada es GenBank, del NCBI (National Center for
Biotechnology Information, USA). https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

La homologia de la secuencia con las existentes en la base de datos proporciona la identificacion
taxondmica del microorganismo, permitiendo también un andlisis filogenético que refleja, de
forma esquematica, el grado de parentesco genético entre los microorganismos comparados. Lo
ideal seria una afinidad mayor al 97% para poder afirmar casi con total seguridad que la
secuencia de ADN se corresponde con el organismo indicado en la base de datos.

1.9 ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

La espectroscopia UV-visible se utiliza de manera general en la determinacion cuantitativa de
ciertas sustancias como los componentes de soluciones de iones de metales de transicidon y
compuestos organicos altamente conjugados.

El principio de laespectroscopia ultravioleta-visible involucra la absorcion de radiacion
ultravioleta—visible (200-800 nm) por una molécula, causando la promocidn de un electrén de un
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estado basal a un estado excitado. Al absorber radiacion electromagnética de una frecuencia
correcta, ocurre una transicion desde uno de estos orbitales a un orbital vacio. Las diferencias
entre energias varian entre los diversos orbitales.

El instrumento utilizado, espectrofotdmetro UV-Vis, mide la intensidad de luz después de haber
atravesado una muestra (l), y la compara con la intensidad de luz antes de pasar a través de ella
(lo). Cuando wun haz de radiacion UV-Vis atraviesa una disolucion conteniendo
un analito absorbente, la intensidad incidente del haz (l,) es atenuada hasta |. Esta fraccion de
radiacion que ha logrado traspasar la muestra se denomina transmitancia (T = I/lo). Por aspectos
practicos, se utiliza la absorbancia (A=-logT) en lugar de ésta por estar
relacionada linealmente con la concentracidon de la especie absorbente (Ecuacién I.1) segin
la Ley de Lambert-Beer (Jentoft, 2004):

A=¢Cl Ecll.1

A absorbancia medida.

€ coeficiente de absortividad molar.

| longitud de la cubeta, el camino dptico (cm).

C concentracion de la especie absorbente (moles/I).

Para cada especie y longitud de onda, € es una constante conocida como absortividad molar o
coeficiente de extincién. Esta constante es una propiedad fundamental molecular en un solvente
dado, a una temperaturay presion particular.

Otra expresion para la ecuacién de Beer-Lambert es la siguiente (Ecuacion I1.2):

E — E—Mc
In Ecll.2
e intensidad de transmisién.
lo intensidad de la luz incidente a una determinada longitud de onda.
k capacidad de captacion del haz del campo electromagnético.
I longitud del tubo de fotocolorimetria (cm).
C concentracién de la muestra (mol/I).

El instrumento empleado en este estudio es un espectrofotémetro UV/Vis marca JASCO V650, de
JASCO Analytical Instruments.

1.10 COLORIMETRIA

La colorimetria permite determinar las variaciones de color que se producen en los distintos
materiales. Para evaluar los posibles cambios de color en los materiales tras los tratamientos con
biocidas se sigue lo indicado en las normas Normal 43/93 (1994) y UNE-EN 15886 (2011),
empleando un colorimetro Minolta modelo Chroma meter CR-210, que caracteriza el color en
forma de coordenadas tridimensionales en el sélido cromatico CIE-lab (Figura 11.4). Este sistema
de medicidn proporciona los parametros cromaticos L* a* b* y la diferencia entre los valores
iniciales y los valores después del tratamiento permiten calcular la variacion global en el color
(Ecuaciones I1.3, 4 y 5):

o AL*=[*-L*, Ecll.3 que aportainformacidn sobre un cambio en la luminosidad.
e Aa*=a*-a*,y Ab*=b*-b*, Ecll.4 que aporta informacion del cambio de tono.
o AE*= (AL* + Na**+ Ab*2)1/2 EcIl.5 que mide la alteracidn cromatica total.
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L+ white

L- black

Figura Il.4. Representacion del CIE-Lab. El eje vertical 'L' representa la luminosidad, el eje horizontal 'a’
es el rango rojo-verde y el eje horizontal 'b' el rango amarillo-azul. Fuente: Naturpixel.com

Si AE* es igual a cero significa que no se ha producido ningin cambio de color entre la muestra y
la superficie de referencia (en este caso, antes del tratamiento biocida). Es a partir de un AE*
mayor de 5 cuando se considera que existe un cambio significativo en el color (Delgado-
Rodrigues y Grossi, 2007).

1.11 POROSIDAD

Una manera de comprobar si el biocida ataca a la integridad de la piedra es calculando su
porosidad abierta, la cual se conoce también como porosidad accesible o comunicada, y se
define como el volumen de poros abiertos o comunicados entre si y con el exterior (accesibles al
agua normalmente) por unidad de volumen total de roca (Alonso Rodriguez, 2010). Esta
porosidad presenta gran interés en la caracterizacion de geomateriales, ya que esta relacionada
con su capacidad de absorber de agua y su comportamiento frente al deterioro.

La porosidad abierta se determina mediante técnicas experimentales, basadas en introducir un
fluido en los poros y cuantificar su volumen. El procedimiento mas comun es el método de la
saturacion de agua a vacio. En dicho ensayo se saturan los poros con agua, normalmente al vacio
para asegurar el llenado completo, y se obtiene la porosidad abierta “accesible al agua”. Para ello
se sigue la norma UNE-EN 1936 (2007), realizando en las muestras pesadas tanto del peso seco,
como del peso saturado e hidrostatico antes y después de aplicarles los biocidas.

Para medir la porosidad, se mide el peso seco de las muestras, luego se someten a vacio y se
sumergen en agua desaireada durante 72 horas. Transcurrido este tiempo se toman el peso
saturado y el peso hidrostatico (sumergido en agua).

Determinacion de la porosidad abierta (PA):

La porosidad abierta se calcula por medio de la relacién (en porcentaje) entre el volumen de los
poros abiertos y el volumen aparente de la probeta, mediante la Ecuacidn I1.6:
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p =TT 100 Ecll.6
mg—mp
P porosidad abierta (%)
My masa de la probeta seca (g).
m, masa de la probeta saturada (g).
mp, masa de la probeta sumergida (g).

Tras la aplicacién de los tratamientos biocidas y su completo secado se determina nuevamente
la porosidad.

1.12 VELOCIDAD DE PROPAGACION DE ULTRASONIDOS

La velocidad de trasmision de ultrasonidos en un material estd relacionada directamente con la
compacidad del mismo, por lo que es una técnica que se utiliza para obtener indirectamente una
medida de las caracteristicas mecdnicas del mismo o para detectar la presencia de
discontinuidades y defectos internos. El ensayo se puede realizar de distintas formas;
dependiendo de la forma de emisién y recepcién de las ondas puede clasificarse como método
de reflexién por eco o método de transmisidn o transparencia. Este ultimo procedimiento es el
mas utilizado, se trabaja con un emisor y un receptor a frecuencias bajas, para conseguir una
atenuacioén lo suficientemente pequefia y un mayor alcance de los impulsos ultrasénicos en el
material (Villegas, 1989).

Para la realizacion de este estudio se dispuso de un equipo STEINKAMP BP5 (KRAUFTKRAMER)
de escala entre 0,1 y 999,9 microsegundos, cuya precision es de +1 microsegundo. El equipo
incluye dos parejas de palpadores distintos, conicos y cilindricos que contienen cristales
piezoeléctricos de circonato de plomo-titanio y cuya frecuencia de trabajo es de 20 a 500 KHz.

La velocidad de pulso en el elemento sobre el que se va a realizar la medicién se expresa como
(Ecuacién I1.7):

y=2 EcIL.7
t
\% velocidad (m/s).
d distancia recorrida entre palpadores (m).
t tiempo de transmisién de la sefial (s).

1.13 DUREZA SUPERFICIAL

La dureza es la resistencia que ofrece un material a ser penetrado por elementos de distinta
morfologia. La dureza aumenta con la densidad de la madera. Para la madera existen tres
métodos de medir la dureza: el ensayo Brinell, el ensayo Janka y el ensayo Monnin o Chalais-
Meudon.

El ensayo de dureza Brinell esta basado en la aplicacién de una carga concentrada en un punto.
La carga se aplicard durante unos 8-10 segundos en una punta que incidira sobre la superficie del
material. Esta punta tiene forma de bola de 5mm de didametro y la escala que se utiliza es la
Brinell. Tras la aplicacién de la carga el equipo mide la profundidad de penetracién de la bola en
la probeta y proporciona el valor de la dureza como el cociente entre la fuerza aplicada entre el
area resultante de la penetracion.
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2. METODOLOGIA DE ESTUDIO DE MATERIALES
2.1 MATERIALES PETREOS

Los estudios de identificacion y caracterizacion de los materiales pétreos o geomateriales, tanto
la piedra natural como otros tipos de materiales manufacturados (morteros, yeserias,
revestimientos, enlucidos, ladrillos), asi como los productos de alteracion fisico-quimicos
observados sobre ellos (eflorescencias, concreciones, etc.), incluyen distintas técnicas de anlisis
petroldgico (DRX, MOP, SEM-EDX).

La difracciéon de rayos X (DRX) es una técnica que permite la identificacién de los compuestos
cristalinos (minerales) presentes en la muestra en estudio.

La microscopia Optica de polarizacién (MOP) permite identificar minerales mayoritarios y
minoritarios en una muestra mediante sus propiedades dpticas. Para la observacion de los
materiales con esta técnica se requiere la preparacion de ldminas delgadas obtenidas por corte y
métodos de abrasién hasta alcanzar un espesor de 30 um.

Mediante la microscopia electréonica de barrido con EDX (SEM-EDX) se pueden observar las
muestras a mayores aumentos que con microscopio Optico y, en combinaciéon con los datos
obtenidos mediante MOP, permite el estudio puntual de algunas estructuras cristalinas en
detalle. Ademas se identifica la composicién quimica elemental empleando la espectroscopia de
energia dispersiva de rayos X acoplada al microscopio (SEM-EDX). Se ha utilizado en algunas
muestras puntuales el equipo JEOL modelo JSM-5600 LV con espectrometria de energia
dispersiva de rayos X INCA X-sight. Para poder ser analizadas las muestras deben cumplir el
requisito de ser conductoras, por este motivo se metalizaron con carbdn.

2.2 MATERIALES DE ORIGEN BIOLOGICO: MADERA Y CUERO
MADERA

La madera es un material organico natural con estructura celular, que tiene muy buenas
caracteristicas para su empleo como material estructural, por lo que se ha usado desde los
inicios de la civilizacion. La identificacién taxondmica de las maderas se ha llevado a cabo
mediante el estudio de sus caracteristicas macroscdpicas y de su anatomia microscopica

La identificacion de las especies de madera se ha realizado mediante técnicas de microscopia
estereoscdpica y microscopia dptica. Para ello, fue necesario tomar micromuestras del orden de
3-5 mm?, en las que se estudié también el grado de biodeterioro que poseian.

Se practicaron cortes transversales y longitudinales en las muestras mediante un micrétomo de
deslizamiento, el cual permite la realizacién de ldaminas muy finas (del orden de 20-30 um), y, en
ocasiones, manualmente mediante el uso de una hoja de cuchilla de uso industrial, obteniendo
laminas lo suficientemente delgadas para la observacién e identificacién al microscopio dptico
con luz transmitida. Se estudiaron las tres secciones de la madera: transversal (perpendicular al
eje longitudinal del arbol), longitudinal tangencial (paralela a un plano tangente al anillo de
crecimiento) y longitudinal radial (que pasa por el eje longitudinal del arbol e incluye a uno o
varios radios lefiosos).

Para la identificacion de especies se han utilizado criterios morfolégicos de identificaciéon de
madera, por lo que las muestras se visualizaron al microscopio éptico y, posteriormente, se
utilizé una clave taxondmica para su determinacidn. (Garcia Esteban et al., 1996; Garcia Esteban
et al., 2003; Peraza, 1964; Schoch et al., 2004; Schweingruber, 1990a; Schweingruber, 1990b).
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Ademads de las maderas que forman parte de los bienes culturales en estudio, en este trabajo se
han ensayado probetas de cuatro tipos: pino, olmo, cedrela y roble, todas ellas maderas
habitualmente usadas en patrimonio histérico.

CUERO

El estudio de los cueros empleados en las pinturas de la Sala de los Reyes de la Alhambra se
llevé a cabo mediante diferentes ensayos que permitieron determinar el pH y el tipo de curtido
utilizado asi como su estado de conservacion y, por ultimo, identificar el animal de procedencia.

La medida del pH se ha realizado sobre un extracto acuoso de los cueros. Dicho extracto estd
definido internacionalmente como 5 g de cuero en 100 ml de agua destilada (Norma UNE-EN ISO
4044). Dado que ninguna de las muestras contiene la cantidad de cuero necesaria, los extractos
se han realizado con 0,25 g de cuero y 5 ml de agua destilada, manteniendo la proporcion. Se
cortaron mediante cuchilla 0,25 g de fragmentos de cuero a modo de virutas (ver Figura II.5). Se
le afadieron 5 ml de agua destilada y se tuvieron en agitacion mecdanica durante 6 horas. Se
determiné el valor de pH de los extractos mediante pHmetro convencional con electrodo de
vidrio. (UNE-EN 1SO 4044; UNE-EN ISO 4045:1999).

Figura 11.5. Muestras de cuero cortadas en forma de virutas en vasos de precipitado

Para la determinacion del tipo de curtido, se realizaron diferentes analisis. Teniendo en cuenta
diversos estudios previos existentes (Sdnchez Romero, 2007), se parte de la hipdtesis de que el
curtido de la piel se ha realizado con alumbre (sulfato doble de aluminio y potasio). No obstante,
al tratarse de distintas muestras, se han llevado a cabo ensayos para determinar si el curtido se
ha realizado con taninos vegetales, ademas de con alumbre, asi como estudios mediante
microscopia electrénica de barrido y microandlisis por energia dispersiva de rayos X (SEM/EDX).
(UNE 59021/1988).

El ensayo de determinacion de taninos vegetales en extracto acuoso estd basado en la
especificidad de la gelatina por los taninos. Las soluciones de taninos precipitan una solucién de
gelatina al 1% que contenga un 10% de cloruro sddico. Por tanto debe prepararse una solucion
de extracto de las muestras de cuero en agua destilada, cortandolo en virutas y manteniéndolo 6
horas en agitacidon magnética. Posteriormente, se vierte la solucidén del extracto de cuero sobre
la mencionada solucién de gelatina.

El ensayo de determinacion de taninos condensados (un tipo de taninos vegetales) se basa en la
sensibilidad de los taninos a la oxidacién, especialmente en medio 4cido. Al calentarlos en medio
acido, dan color rojo por la formacion de antocianidinas, y un precipitado de flobofeno también
de color rojo. Se preparé una disolucidn de acido clorhidrico al 5% en agua destilada, en la que
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se introdujo el cuero objeto de estudio cortado a modo de virutas y se calentd a 100 2C en placa
calefactora con agitacién magnética.

El estudio mediante microscopia electrénica de barrido y microanalisis por energia dispersiva de
rayos X (SEM/EDX) proporciona un analisis elemental de gran utilidad para determinar el tipo de
curtido. Una pequeiia parte de cada muestra de cuero fue embutida en una resina y cortada
perpendicularmente para obtener su seccién transversal. Dichas secciones fueron
convenientemente preparadas para analizarlas al microscopio electrénico. Dado que el andlisis
guimico por EDX es muy puntual, se realizaron varios andlisis por zona para obtener resultados
mas representativos. La presencia de azufre, aluminio y potasio indica que el curtido fue
realizado con alumbre.

Para la determinacién de la especie de la que procede el cuero, se recurriéd al estudio
morfolégico mediante la observacion de la disposicion de los foliculos pilosos al
estereomicroscopio y al analisis de ADN antiguo mediante extraccién del ADN.

2.3 MATERIALES PICTORICOS

Para el estudio de capas pictdricas ha sido necesario realizar una extraccion de micromuestras
de los diferentes elementos pictdricos de los inmuebles en estudio. Para realizar dicha
extraccién es necesario hacer una incisién lo mdas profunda y vertical posible, con el fin de
conseguir todas las capas o estratos de pintura. Las muestras se toman aprovechando siempre el
craquelado, lagunas, grietas, zonas ocultas o bordes y evitando siempre la extraccién en zonas
comprometidas para el mensaje de la obra. En la eleccidén de los puntos de muestreo se intentd
compaginar siempre el hecho de la representatividad de la muestra con su situacién en lugar no
estratégico.

Con objeto de efectuar el estudio estratigrafico de capas pictéricas, los pequefios fragmentos de
pintura se han embutido en una resina de metacrilato y se han desbastado y pulido
perpendicularmente hasta obtener la seccidn transversal (estratigrafia). En estas secciones se
han analizado las diferentes capas pictdricas e identificado los materiales presentes mediante la
siguiente metodologia:

- Examen preliminar con el microscopio estereoscdépico.

- Observacion al microscopio 6ptico con luz reflejada de las estratigrafias, con el fin de
determinar la secuencia de estratos asi como el espesor de los mismos.

- Estudio al microscopio electrénico de barrido (SEM) y microanadlisis elemental mediante
energia dispersiva de Rayos X (EDX) de las estratigrafias, para la determinacidon de la
composicion elemental de los pigmentos y cargas.

- Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por transmision y FTIR-ATR) y

Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) para la determinacion de compuestos
organicos.
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3. METODOLOGIA DE ESTUDIOS DE BIODETERIORO: DETERMINACION DE ESPECIES

Con el fin de evaluar los productos biocidas mds adecuados para la correcta eliminacién de los
organismos, se realiza como primer paso, la identificacion de las especies bioldgicas presentes,
ya que éstas y los efectos que provocan van a definir la seleccidon de los productos usados para
los estudios de su efectividad (Nugari y Salvadori, 2002).

Para la determinacion de especies se usan diversas técnicas de analisis como la microscopia
estereoscopica (para liquenes, briofitos y plantas superiores) y la microscopia éptica con luz
transmitida (para microorganismos fotdtrofos y liquenes); asi como técnicas de biologia
molecular.

Dependiendo del organismo a estudiar se emplean diferentes técnicas de andlisis:
Anadlisis microbioldgico

Para determinar la biodiversidad existente y especialmente, para la identificacién precisa de los
microorganismos implicados en los procesos de biodeterioro, estos estudios deben combinar
diversas técnicas como son la microscopia éptica y electrénica y la biologia molecular (PCR).

La toma de muestra para los andlisis microbioldogicos debe ser efectuada con distintas
metodologias dependiendo de la naturaleza del microorganismo. Las muestras pueden ser
tomadas con instrumentos tales como bisturies, espdtulas e hisopos, previamente esterilizados,
y colocados en recipientes también estériles.

Para la identificacidn de los microorganismos es indispensable realizar los cultivos pertinentes
sobre varios sustratos o medios de cultivo, los cuales pueden ser liquidos o solidificados con
agar, y poseen diferentes composiciones que contienen todas las sustancias nutritivas
indispensables y favorables para el crecimiento de los diferentes microorganismos en estudio.
Para evitar contaminacion es necesario esterilizar el medio de cultivo antes de usarlo y continuar
toda la operacidn en asepsia. La esterilizacidn del medio de cultivo se realiza normalmente en
autoclave a 1 atm y 120 °C durante 15 o 20 minutos.

Las muestras se observan al estereomicroscopio y al microscopio dptico para identificar el grupo
sistematico de los agentes bioldgicos y tener, por tanto, alguna indicacion sobre cdmo realizar
los posteriores andlisis. También las observaciones al microscopio electrénico pueden ser de
utilidad. La colonia microbiana que se desarrolla en el cultivo serad posteriormente estudiada al
microscopio dptico y al microscopio electrénico de barrido para una completa identificacion.

Sin embargo muchos microorganismos presentes en el campo del patrimonio histérico no son
cultivables, por lo que se requieren técnicas de biologia molecular para su determinacién.

Analisis botanico

Los liquenes, briofitos (musgos y hepaticas) y plantas superiores, no requieren técnicas de
cultivo para su identificacion.

La toma de muestra se lleva a cabo en aquellos lugares donde es evidente la alteracién del
sustrato o en zonas proximas. La forma de tomar la muestra depende del tipo de
biodeteriégeno, alteracion y estructura de la obra (escultura, muro, relieve...). Las muestras se
toman rascando o haciendo palanca mediante un escalpelo o espatula y, en el caso de plantas
superiores, con una picola.
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La identificacidon de organismos puede ser realizada en el campo o en el laboratorio tras la toma
de muestras, mediante observacion al estereomicroscopio y/o al microscopio O&ptico.
Normalmente se examinan el talo y las estructuras reproductoras de liquenes y briofitos,
mientras que para las plantas superiores se estudian los distintos elementos del cormo como
hojas, flores y frutos.

Se puede realizar un estudio cualitativo (floristico), en el que se efectia solamente un listado de
las especies presentes en un drea determinada, con consideraciones de tipo ecoldgico. O un
estudio cuali-cuantitativo (fitosociolégico), en el cual se examinan datos ambientales (de la
estacion y del sustrato) y datos de la vegetacion que incluyen la composicién floristica, la
cobertura y las asociaciones de las especies presentes. La interpretacion de las interrelaciones
entre los organismos y el ambiente permite al analista definir el significado ecolégico de las
distintas asociaciones. Por ultimo, debe tenerse en cuenta la relaciéon entre la vegetacion vy el
sustrato, y la naturaleza de los mecanismos de deterioro.

Anadlisis entomolégico

Los insectos son el grupo de organismos vivos mas diverso de la naturaleza, por encima de otros
como los hongos o las bacterias. La toma de muestra se realiza sobre el material afectado. Debe
recogerse tanto el material dafiado como los restos de los insectos atacantes.

Para su identificacién se emplea el estereomicroscopio o lupa binocular, sobre todo para
diferenciar especies muy parecidas mediante el examen de diversas estructuras que no son
visibles a simple vista. Para ello es suficiente un instrumental sencillo: pinzas y agujas
enmangadas, unos pocillos y potasa.

Posteriormente se realiza la reconstruccion del ciclo biolégico en funcion de datos bibliograficos,
a los que se afaden observaciones previas. La valoracidn del ataque se realiza en funcién de la
extension del daifio producido sobre el material atacado, y es necesario para establecer la
intensidad del tratamiento desinsectante a aplicar.

3.1 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS HETEROTROFOS: BACTERIAS, HONGOS
FILAMENTOSOS Y DE PUDRICION. IDENTIFICACION DE INSECTOS.

En el interior de los edificios a veces se observan diversos deterioros causados por
microorganismos, principalmente hongos y bacterias, que se desarrollan sobre yeso, pinturas
murales, madera de artesonados y vigas, etc. Esto sucede como consecuencia de una alta
humedad relativa, pero, sobre todo, de las filtraciones de agua en el inmueble. En las estructuras
de madera, ademas, es posible detectar pudriciones causadas por hongos y deterioros causados
por insectos xiléfagos.

Por su origen organico, la madera puede verse alterada por la presencia de numerosos seres
vivos (insectos, hongos, bacterias heterdtrofas) que la usan como alimento y como sustrato para
su desarrollo, ocasionando una variacidn de sus propiedades mecanicas y afectando a su
aspecto. Como proteccidon contra ellos, se pueden usar un gran numero de tratamientos
biocidas y, para paliar sus efectos, se emplean consolidantes, en ocasiones de manera conjunta
con el biocida por lo que, ademas de ser eficaces, deben ser compatibles entre si.

Para identificar los microorganismos, tras la toma de muestras de las superficies, mediante
hisopo estéril, se cultivan en los medios AGS y AEM (ver apartado 1.7) donde crecen
principalmente hongos, pero también bacterias. Tras incubacion en estufa, se estudian las
colonias que se han desarrollado. El estudio de estos factores biolégicos de alteracion se ha
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llevado a cabo mediante técnicas de microscopia dptica, microscopia electronica de barrido,
técnicas de cultivo y técnicas de biologia molecular.

En una primera fase de diagndstico, se ha trabajado con métodos convencionales basados en las
caracteristicas biométricas y morfoldgicas, macro y microscdpicas, de los organismos aislados.
En el caso de organismos no cultivables o no identificables mediante los métodos estandares, en
una segunda fase, se ha requerido el empleo de técnicas de analisis mas sofisticadas. Estas
técnicas se basan en el andlisis del ADN microbiano para la identificaciéon precisa de estos
agentes.

Para la determinaciéon de insectos, se emplean métodos de microscopia estereoscépica y
bibliografia especifica (Kingsley et al., 2001; Pinniger, 2004; Hedges, y Lacey. 2002; Meaney,
2004; Yela y Samefio, 1995).

3.2 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS FOTOAUTOTROFOS: CIANOBACTERIAS Y ALGAS

La patina negra y verde que recubre los materiales pétreos estd compuesta mayoritariamente
por cianobacterias y algas verdes. Estos microorganismos se estudian mediante el uso de
métodos tradicionales de microbiologia y también mediante técnicas de biologia molecular. La
deteccion e identificacién de los distintos microorganismos involucrados en estos procesos es
importante, por un lado, para verificar su presencia y, por otro lado, para evaluar sus funciones y
su efecto sobre los diversos materiales.

Las muestras se toman mediante raspado de la superficie con bisturi estéril (Figura I1.6).
Posteriormente, se realizan los cultivos en placa de Petri, uno con medio de cultivo BG11,
especifico para cianobacterias, y otro con medio Allen-Arnon (10 mM NO;3;’) o TAP NOjs (ver
apartado 1.7), que permite el crecimiento de microalgas verdes. Tras su incubacién durante
aproximadamente 30 dias, en cdmara con luz constante las 24 horas del dia y a 30 °C de
temperatura, se desarrollan las colonias (Figura 11.7).

Figura I1.6. Toma de muestra de microorganismos fotétrofos.
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Figura I.7. Cultivos BG11 y TAP con la presencia de microorganismos fotétrofos tras incubacion

Una vez transcurridos este tiempo, se procede a la extraccion de material genético para su
posterior secuenciacion con la finalidad de poder identificar las especies de microorganismos
presentes (ver apartado 1.8).

3.3 IDENTIFICACION DE LIQUENES

Para la determinaciéon de los liquenes presentes en un bien cultural, se toman muestras
mediante bisturi de los talos mas representativos, que se estudian mediante la realizacién de
cortes transversales de la parte reproductiva de los organismos (peritecios y apotecios). Estas
secciones se analizan al estereomicroscopio y al microscopio dptico y se contrastan con
bibliografia especifica de autores como Wirth et al. (2004); Ozenda y Clauzade (1970), y Nimis et
al. (1992), con la finalidad de determinar la especie a la que pertenecen, teniendo en cuenta
distintos aspectos como sus caracteristicas fisicas, su morfologia, el tamafio de las esporas, etc.

Las reacciones de tincién pueden ser de gran utilidad a la hora de la identificacién de especies
(Ozenda y Clauzade, 1970). Por ejemplo, al aplicar una solucion de hidréxido de potasio (KOH)
sobre el talo o los apotecios, los liquenes adquieren una coloracién diferente a la original, lo que
permite distinguir unas especies de otras.

3.4 IDENTIFICACION DE BRIOFITOS

Las distintas especies de briofitos, musgos mayoritariamente, se analizan con ayuda del
microscopio estereoscdpico y de bibliografia especifica (Wirth et al., 2004) para su correcta
identificacion. A veces, algunas muestras no estan fértiles en el momento de la toma de
muestras, por lo que resulta dificil su determinacidon a nivel de especie.

3.5 IDENTIFICACION DE PLANTAS SUPERIORES

Las plantas superiores predominantes en los bienes culturales son en su mayoria de tipo
herbdaceas ruderales, de crecimiento rdpido, alta tasa reproductora, oportunistas y pioneras. Para
la toma de muestras se procede a su recoleccién a mano o con una picola, procurando tomar la
planta lo mas completa posible. Una vez en el laboratorio, se prensan y se etiquetan para,
posteriormente, proceder a su determinacidén con ayuda de bibliografia especifica (Blanca et al.
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2009; Lucefio et al., 2005; Valdés Castrillon et al., 1987; http://herbarivirtual.uib.es/cas-med/) y
el uso del estereomicroscopio.

Hay que tener en cuenta que para identificar estas especies vegetales es necesaria la presencia
de flores y/o frutos, pero éstos no siempre estan presentes a la hora de la toma de muestras, por
lo que en muchos casos la identificacidn resulta complicada.

4. METODOLOGIA DE EVALUACION DE TRATAMIENTOS

La metodologia general a aplicar para determinar la idoneidad de cualquier tipo de técnica y
producto de tratamiento es independiente del tipo de obra que se esté estudiando, y debe
centrarse en evaluar los siguientes aspectos:

- Compatibilidad de los productos y técnicas empleados con los materiales originales de la
obra o con otros productos o técnicas de tratamiento que se vayan a utilizar.

- Eficacia del tratamiento, es decir, que con él se consiga el fin que se persigue.

- Resistencia del material tratado a los agentes de alteracién que actuaran sobre la obra una
vez restaurada.

En general, los métodos y técnicas de anadlisis y ensayo que podrian utilizarse para determinar
estos tres puntos son los mismos que sirven para medir las diferentes caracteristicas del
material, si bien enfocados desde otro punto de vista. Tan sélo hay un grupo de técnicas cuya
finalidad principal es determinar la alterabilidad de las muestras, que son los ensayos de
alteracién acelerada (Villegas Sanchez, 2003).

El estudio de estos tres aspectos se lleva a la practica de la siguiente forma:

- Aplicacion del tratamiento a probetas adecuadamente preparadas, de caracteristicas
semejantes a las de la obra a tratar (materiales, uniones, estado de conservacion, etc.).

- Estudio de la compatibilidad con los materiales originales: se determinan una serie de
propiedades del material que pueden verse modificadas con la aplicacion del tratamiento
(propiedades fisicas, mecanicas, textura, color, etc.) y se decide si esas modificaciones son
aceptables o no.

- Estudio de la compatibilidad de unos tratamientos con otros: normalmente se aplican varios
tratamientos al mismo material, especialmente de limpieza y biocidas y posteriormente de
consolidacién y/o hidrofugacién. Aunque los primeros se eliminan tras su empleo, deberia
estudiarse el efecto de esta aplicacidn sucesiva de productos, tratando de la misma manera
las probetas.

- Evaluacién de la eficacia del tratamiento: en funciéon del tipo de tratamiento, se
determinaran distintas caracteristicas que se pretenden mejorar. Para la limpieza o la
extraccion de sales solubles, su eficacia se podra medir, por ejemplo, analizando la superficie
para determinar la presencia de los componentes de la costra o de dichas sales. Del efecto
de los consolidantes son significativas las propiedades mecanicas, que pueden medirse
directa o indirectamente. En el caso de los hidréfugos, se determinaran las propiedades
relacionadas con la absorcion de agua. Por Ultimo, en la aplicacion de biocidas, se
cuantificara la cantidad de organismos que se eliminen o el tiempo necesario para conseguir
un efecto determinado.

- Determinacion de la resistencia a los agentes de alteracién: se someten las probetas ya
tratadas a ensayos que reproduzcan el efecto de los agentes y mecanismos de alteracién que
actuen sobre la obra. Normalmente se efectlan ensayos de alteracidon acelerada, para
obtener resultados en plazos cortos.
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4.1 MATERIALES

Con objeto de evaluar los tratamientos mds adecuados, mediante diferentes tipos de ensayos
con los productos seleccionados para cada caso en concreto, se han realizado réplicas o
probetas de todos los materiales analizados en los bienes culturales estudiados.

Para los ensayos con geomateriales se cortaron probetas de los distintos tipos de material
identificados en cada inmueble. En el caso del Saléon Rico se usaron fragmentos
descontextualizados del mismo edificio, aquellos que no iban a ser restaurados y podian, por
tanto, ser ensayados. En la Portada de Santa Paula se tomaron fragmentos de los ladrillos
constitutivos.

En el caso de las bévedas de las pinturas de la Sala de los Reyes de La Alhambra, se realizaron
réplicas que simulaban la estructura de las mismas y se emplearon todos los materiales que
formaban parte de la obra: madera, cuero, capa de preparacion y capas pictoricas.

Antes de aplicar los tratamientos a ensayar en la investigacion, las réplicas se sometieron a ciclos
de envejecimiento acelerado con el objetivo de asemejar el estado de los componentes
pictéricos al de la obra original. Las condiciones de temperatura y humedad relativa empleadas
en el disefio de los ensayos se seleccionaron atendiendo a los datos registrados en las 3 bévedas
de la Sala de los Reyes de la Alhambra. Los ensayos de envejecimiento acelerado se han
realizado empleando la cdamara climatica Eneltec compacta CCLP -30/300.

Las probetas de madera, de las cuatro especies mencionadas, se cortaron en forma prismatica
de 10x2x2 cm y de 5x10x20 mm, sin que ninguna de las maderas hubiese recibido tratamiento
previo.

Por ultimo, se elaboraron réplicas de las pinturas murales halladas en las cipulas de la Magsura
de la Mezquita de Cérdoba. Para ello, se emplearon probetas de yeso de 3x3x1 cm y se aplicaron
los dos colores (azul y rojo) que mayoritariamente se encontraron en las cupulas, mezclando los
pigmentos con el aglutinante detectado en los estudios previos.

4.2 TRATAMIENTOS

Considerando el estado material, técnico y de conservacion de los bienes culturales en estudio,
la bibliografia especializada consultada (Caneva et al., 2000; Caneva et al., 2005; Guilllaume-
Chavannes, 1988) indica que, en la seleccién de los productos de conservacién, se deben tener
en cuenta los siguientes criterios generales y especificos:

Criterios generales:

e Idoneidad de aplicacidn en bienes culturales de distinta naturaleza (geomateriales, madera,
cuero, pintura original proteica y pintura mural).

e Eficacia e idoneidad de los productos seleccionados.

e Que sean estables quimicamente.

e Que no impidan la aplicacién de otros tratamientos.

Que no modifiquen las caracteristicas de la obra.

Que no coloreen, ni manchen, ni dejen residuos.

Que sus efectos sean duraderos.

Que sean faciles de aplicar.

e Que sean lo menos téxico posible

e Que sean lo mas reversible posible.
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Criterios especificos (para biocidas):

e Gran poder biocida en bajas concentraciones

o No debe modificar ninguna de las caracteristicas de los materiales constitutivos a tratar.

e Sijestd prevista una desinfeccion a largo plazo, el producto debe ser poco volatil.

e No debe producir compuestos secundarios nocivos.

e No debe poder ser neutralizado por ninguno de los componentes de otro tipo de
tratamientos.

e Sus propiedades no deben verse alteradas por la accién del agua.

e Baja toxicidad para el ser humano.

e Su composicién quimica y propiedades deben ser conocidas.

e Bajo riesgo de contaminacidon ambiental.

Los biocidas se encuentran regulados a nivel Europeo por la Directiva 98/8/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo de 16 de enero de 1998 relativa a la comercializacion de biocidas,
transpuesta al ordenamiento juridico mediante el Real Decreto 1054/2002 de 11 de octubre, por
el que se regula el proceso de evaluacién para el registro, autorizacién y comercializacién de
biocidas.

Esta normativa se refiere a:

e Laautorizacion y puesta en el mercado de biocidas en los Estados miembros.

e Elreconocimiento mutuo de las autorizaciones en la Comunidad.

e El establecimiento a nivel comunitario de una lista de sustancias activas que pueden
utilizarse en los biocidas.

La inclusién de una sustancia activa en las listas asi como la autorizacién y puesta en el mercado
de los productos biocidas estan condicionadas a una evaluacion previa de los riesgos para la
salud y el medio ambiente derivados de su utilizacion.

Los biocidas usados en este estudio han sido de dos tipos. Por un lado, se han ensayado
productos alguicidas, que son compuestos de amonio cuaternario (ver figura 11.8). Las ventajas
con las que cuentan este tipo de producto es su efectividad a bajas concentraciones, ausencia de
olor y color, alta estabilidad y su doble accién biocida y detergente. Las desventajas son la baja
actividad a largo plazo y que no matan a las esporas. Ademas, su actividad se ve reducida ante la
presencia de sales o de cationes (Caneva et al., 2000). Estos biocidas son empleados con
asiduidad en restauracion (De los Rios et al., 2012; http://geiic.com). (Ver anexos, fichas de
seguridad de los biocidas).

Por otro lado, se han utilizado fungicidas para el caso de los materiales organicos afectados
fundamentalmente por hongos (mohos y hongos de pudricién). Se han ensayado azoles y
nanocompuestos.

Por ultimo, se ha estudiado también la posible interferencia con la aplicacién de otros
tratamientos a emplear en la intervencién en los sustratos o soportes y en las pinturas. Asi, en
este estudio se han tratado distintos tipos de madera con biocidas y consolidantes para ver sus
efectos en las caracteristicas del material, asi como su eficacia y durabilidad (Figura 11.9).

Las caracteristicas de los productos se describen a continuacién:
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BIOCIDAS
Preventol Ri80

Es un preparado concentrado liquido de sales de amonio cuaternario con amplio espectro de
actividad contra hongos, bacterias y algas. Se emplea para la produccién de soluciones acuosas
en concentraciones variables del 2 al 10% para desinfeccion de materiales pétreos, madera,
ceramica, etc. Corrosivo y Peligroso para el medio ambiente.

El Preventol Ri80 empleado en el estudio esta disuelto al 2% en agua. El método de aplicacion ha
sido mediante pincel o por inmersidn, dependiendo del tipo de ensayo.

Caracteristicas fisicoquimicas:

- Principio activo: Cloruro de Alquildimetilbenzilamonio, dipropilenglicolmetileter
- Aspecto: Liquido, incoloro a color amarillo, olor similar a almendra.

- Densidad: 0,97 kg/L a 20 °C.

-pH: 7-9.

New Des 50

Es una sal de amonio cuaternario diluida, efectiva frente a bacterias, hongos, algas y liquenes. En
el presente estudio se ha empleado disuelto al 2% en agua. El método de aplicacion ha sido
mediante pincel o por inmersidn, dependiendo del tipo de ensayo.

Caracteristicas fisicoquimicas:

- Principio activo: Cloruro de N,N-didecil-N,N-dimetilamonio al 50% en solucién acuosa
- Aspecto: Liquido transparente, de incoloro a color amarillo, inodoro

- Densidad: 0,92 g/ml a 20 C.

- pH: 6,5-38,0.

Biotin T

Es un concentrado que debe diluirse en agua entre el 1-3% y segun la tipologia y la naturaleza del
biodeterioro. Se usa para la preservacidn y la reparacidn de la contaminacién microbioldgica de
superficies con materiales como piedras, morteros y estucados, frescos, granitos, etc. Se diluye
en alcohol e hidrocarburos aromaticos, pero no en acetona, hidrocarburos alifaticos ni clorados.
Entre sus inconvenientes se encuentra que, debido a la presencia de la sal de amonio, deben
evitarse los tensoactivos anidnicos y las aguas demasiado duras. Para diluir BIOTIN T debe de
usarse siempre agua desmineralizada, en cuanto la dureza de las aguas de red puede llevar a la
reduccion de la eficacia.

El Biotin T empleado esta disuelto al 2% en agua destilada. El método de aplicacidon ha sido
mediante pincel o brocha o por inmersién, dependiendo del tipo de ensayo.

Caracteristicas fisicoquimicas:
- Principio activo: 2-octil-2H-isotiazol-3-ona (OIT), sales de amonio cuaternario (Cloruro de
didecildimetilamonio), 2-propanol y acido férmico

- Aspecto: Liquido, transparente de incoloro a color amarillento, olor de alcohol.
- Densidad: 0,938 kg/L a 20 °C.
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Biotin R

Compuesto por dos moléculas, la IPBC (yodopropinilbutilcarbamato) y la OIT (N-
octilisotiazolinona), las dos con una solubilidad baja en agua (156 ppm y 480 ppm). Es un
concentrado que debe diluirse al 3-5% dependiendo del biodeterioro. Puede disolverse en la
mayor parte de los disolventes organicos (acetona, “whitespirit” y disolventes aromaticos).

Tiene alto poder bactericida y antifuingico. Debido a su baja solubilidad en agua se utiliza para el
exterior, o para aquellos casos en interiores con materiales sensibles al agua, como por ejemplo
piedra o pintura mural con sales que puedan aflorar a la superficie después de un tratamiento
acuoso o para madera o pintura.

En el estudio se ha empleado Biotin R disuelto al 3% en alcohol isopropilico. EIl método de
aplicacion ha sido mediante pincel o por impregnacién, dependiendo del tipo de ensayo.

Caracteristicas fisicoquimicas:

- Principio activo: 2-(2-butoxietoxi) etanol, 3- yodo-2-propinilbutilcarbamato, 2-octil-2H-isotiazol-
3-ona (OIT)

- Aspecto: Liquido, transparente y color amarillento, olor leve.

- Densidad: 1,067 kg/L a 20 °C.

Figura Il. 8. Productos biocidas, A: Preventol Ri80, B: New Des 50, C: Biotin T, D: Biotin R

Voriconazol

Es un compuesto antifingico de amplio espectro, del grupo de los derivados triazdlicos. Actla
eliminando o impidiendo el crecimiento de los hongos que provocan infecciones. Se emplea en
la industria farmacéutica. Inhibe la 14-alfa-esterol desmetilasa fungica, enzima esencial en la
biosintesis de ergosterol. Fungicida frente a Aspergillus, Scedosporium o Fusarium.

Nombre (IUPAC) sistematico: (2R,3S)-2-(2,4-difluorofenil)-3-(5-fluoropirimidin-4-il) -1-(1,2,4-
triazol-1-il)butan-2-ol

Féormula: C15H14F3N50
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Tiabendazol

Es un fungicida sistémico de amplio espectro del grupo de los Bencimidazoles, que puede ser
utilizado para tratamientos preventivos y/o curativos. Puede aplicarse mediante aspersién o
inmersién. Usado como producto fitosanitario, como conservante en la industria alimentaria. Se
absorbe por raices y hojas e impide la mitosis al unirse a la tubulina, por lo que se altera el
crecimiento del hongo.

Nombre sistematico: 2-(4-Tiazolil) benzimidazol
Férmula: CioH;N5S
Nano Oxido de cobre

Las nanoparticulas de cobre y de éxido de cobre, se sintetizan, como la mayoria de metales a
escala nanométrica, a partir de reacciones redox en disolucion. Ambos productos, las
nanoparticulas de cobre y las nanoparticulas de éxido de cobre, poseen una apariencia rojiza
cuando se presentan en estado sélido. Durante los ultimos afos, los estudios de eficacia
antimicrobiana en distintas superficies de contacto han demostrado claramente que el cobre y
ciertas aleaciones de cobre inactivan facilmente varios de los tipos mas potentes de microbios
(Fages Santana, 2013).

En base a sus propiedades antifliingicas, las nanoparticulas de cobre encuentran aplicacion como
aditivo de matrices poliméricas, pinturas, barnices, etc.

Nano Oxido de Zinc

Nanoparticulas que poseen efectos microbicidas, hechas a base de 6xido de zinc. Estos nuevos
biocidas inorgdnicos no causan efectos adversos en la salud o el medioambiente y no crean
problemas de resistencia antimicrobiana. Su aplicacidn estaria en sectores como sistemas de
purificacién del agua, entorno médico, envases de alimentos o productos textiles.

Nano Diéxido de Titanio

El didxido de titanio es un material semiconductor, con propiedades fotocataliticas. El didxido de
titanio al ser expuesto a la luz reacciona de la siguiente manera: los fotones con igual o mayor
energia que el hueco existente entre las bandas de conduccién y de valencia del material son
absorbidos por el material, excitando electrones procedentes de la capa de valencia. Estos
electrones reaccionan con las moléculas de oxigeno presentes en el aire, favoreciendo la
formacidon de radicales oxigeno, los cuales actian como agente oxidante. Los radicales oxigeno
pueden romper cadenas carbonadas mediante reacciones de oxidacidén-reduccidn, es decir, los
compuestos orgdanicos (suciedad, microorganismos, etc.) son transformados en didxido de
carbono y agua por estos radicales oxigeno.

El didxido de titanio se produce en dos formas. La forma principal, que comprende mas del 98
por ciento de la produccion total, es el pigmento de didxido de titanio. La forma pigmentaria
hace uso de las excelentes propiedades de dispersidon de la luz del didéxido de titanio en
aplicaciones que requieren brillo y opacidad de blanco. La otra forma en la que se produce el
diéxido de titanio es como un producto ultrafino (nanomaterial). Esta forma se selecciona
cuando se requieren diferentes propiedades, como la transparencia y la maxima absorcion de la
luz ultravioleta, por ejemplo, en los protectores solares cosméticos, asi como eficacia como un
producto de proteccién contra los organismos fotétrofos en patrimonio histdrico.

93



BLOQUE Il. METODOLOGIA DE TRABAJO

CONSOLIDANTES
Paraloid B-72

El Paraloid B-72 es una resina acrilica (metilacrilato-etilmetacrilato) sélida, suministrada en
forma de pequefias esferas que disuelta en disolventes adecuados puede ser empleada como
consolidante ademas de para usos tradicionales como adhesivo o fijativo.

El Paraloid B-72 es soluble en varios tipos de disolventes:

e Cetonas (acetona, etilmetilcetona)

e Esteresy éteres (acetato de etilo, acetato de butilo, cellosolve (2-etoxi etanol), dowanol PM
(1-metoxi, 2 propanol), etc)

e Hidrocarburos aromaticos (tolueno, xileno y mezclas como el disolvente nitro)

e Hidrocarburos clorurados (cloruro de metileno, cloroetano)

Es insoluble en agua y muy poco en alcohol etilico e hidrocarburos alifaticos. Los disolventes
aconsejados, por su baja toxicidad, son acetona (que es muy volatil), acetato de butilo, en caso
de que se requiera un bajo nivel aromatico se aconseja dowanol PM.

La solucidn se prepara normalmente con una concentracion entre el 2% y el 10% de Paraloid B-
72. El disolvente se pone primero en el recipiente y mientras se agita, se le afade la resina hasta
obtener una perfecta disolucién. Un ligero aumento de la temperatura (hasta 50/60 @°C,
compatible con el punto de ebullicién del disolvente), favorece la solubilizacién.

La aplicacién de la solucién de Paraloid B-72 sobre los objetos a consolidar puede hacerse con
los sistemas normales usados para barnices como pulverizacion o brocha. Los mejores
resultados se obtienen por inmersién lenta del objeto a consolidar en la soluciéon. De ese modo
el consolidante es absorbido por capilaridad del soporte poroso penetrando también en las
partes mas internas, consolidando el objeto de manera completa y uniforme.

Para eliminar el exceso de resina en la superficie se aconseja siempre dar disolvente puro
después de la aplicacidn, antes del secado. Esto reducira el riesgo de formacion de pelicula y de
efecto brillante.

Regalrez 1126

Estudios recientes realizados sobre posibles sustitutos de las resinas naturales se han centrado
en los polimeros de bajo peso molecular, y en particular en las resinas Regalrez, por sus buenas
caracteristicas de resistencia al envejecimiento y de reversibilidad (Clausi et al., 2011). Se trata
de resinas alifaticas resultantes de la hidrogenacién de los oligdmeros obtenidos del vinil-
tolueno y alfa-metil-estireno, es justamente con la hidrogenacidon con la que se estabiliza el
producto, reduciendo los dobles enlaces que son los “puntos débiles” de las moléculas, desde
donde parte el envejecimiento. Ademas, la resina no necesita disolventes aromaticos para
disolverse, y puede disolverse en mezcla de hidrocarburos desaromatizados como el whitespirit
D40 o la esencia de petréleo, caracteristica que no poseen otras resinas acrilicas como el
Paraloid B-72.

El Regalrez 1126 no es soluble en agua y en disolventes polares como la acetona o los alcoholes.

La consolidacién que proporciona el Regalrez 1126 a la madera degradada es menor que la
producida con el Paraloid B-72, pero puede ser suficiente para piezas que no necesiten un
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elevado refuerzo. Ademas, su uso puede ser preferible por las propiedades que posee este
consolidante de elevada estabilidad y de facilidad de eliminacidn.

La caracteristica mas interesante del Regalrez 1126 es la posibilidad de obtener soluciones con
bajisima viscosidad, incluso con concentraciones de resina del 20%. Para obtener una solucién
de excepcional penetracion, se puede diluir Regalrez 1126 en whitespirit D40 o en esencia de
petréleo, en concentraciones variables entre el 10 y el 20%.

Un tratamiento con Regalrez 1126 puede ir seguido de un tratamiento con Paraloid B-72.

Figura 1.9. Tratamientos aplicados.

4.3 ENSAYOS DE EFECTIVIDAD

La eficacia de cualquier tipo de tratamiento se determina a través de la medida de alguna
caracteristica que sea significativa del objetivo que se quiere conseguir. A la hora de estudiar la
eficacia biocida hay que tener en cuenta que esta va a depender de diversas variables
(Warscheid, 2000), tales como:

-La especie bioldgica a tratar.

-El tipo de material sobre el que se aplica.

-La presencia de materiales organicos o contaminantes en la superficie.
-El disolvente usado.

-El método de aplicacién del biocida.

-La duracién del tratamiento

-Las condiciones ambientales (clima, iluminacién, temperatura...)

La eficacia de los distintos tratamientos se ha estudiado mediante inspeccion visual de los
organismos en distintos intervalos de tiempo. Se han aplicado una serie de tratamientos biocidas
in situ y, posteriormente, se han tomado muestras de estas zonas tratadas que se han estudiado
en el laboratorio mediante observacidon de la interfase liquen-sustrato y otras estructuras
biolégicas por microscopia o6ptica y electronica de barrido, estimacion de la biomasa
fotosintética mediante espectrometria UV-visible, etc.
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Para realizar un estudio comparativo de los productos ensayados, se realizaron diferentes
ensayos en distintas zonas de la superficie y se analizd la eficacia de los biocidas frente al
organismo que se queria eliminar utilizando como parametro el grado de desaparicién de dicho
organismo. Los estudios realizados se describen a continuacién.

4.3.1 Estudio de la vitalidad de microorganismos fotétrofos al microscopio 6ptico (OM)

Para este ensayo, se aplicaron los distintos biocidas in situ sobre los organismos a eliminar vy,
posteriormente, se tomaron muestras para ser observadas al microscopio dptico con el fin de
comprobar visualmente el efecto que estos productos provocaban en la vitalidad de las algas y
cianobacterias, liquenes, hongos, etc.

4.3.2 Estudio de la interfase liquen-sustrato al microscopio electrénico de barrido (SEM-EDX)

Para estudiar la eficacia comparativa de los biocidas ensayados sobre las especies bioldgicas, se
tomaron pequefias muestras de sustrato colonizado por liguenes. Estas muestras se dispusieron
de manera oportuna de tal manera que la superficie liquénica quedara en contacto directo con
el biocida, durante 30 minutos. El objetivo era simular las papetas, impregnadas del producto,
gue se aplican comunmente en restauracién a la hora de eliminar liquenes crustaceos, tarea
bastante dificil debido a la fuerte adhesién que presentan con el sustrato.

Al microscopio electrénico de barrido (SEM) se observaron la caracteristicas de las hifas de los
liquenes, correspondientes a su parte fungica, como método para determinar la eficacia de los
productos estudiados.

La observacidn de este material bioldgico al SEM requiere llevar a cabo un proceso de fijacion de
la muestra que evita que las células se colapsen, es decir, que mantiene las estructuras
turgentes. Por ello, las muestras, antes de la metalizacién, fueron fijadas y deshidratadas con el
fin de evitar modificaciones morfolégicas irreversibles (ver apartado 1.3).

Una vez realizada esta preparacion, se puede observar la interfase del liquen con el sustrato
pétreo, previamente tratado, y ver en qué medida afecta el biocida a las hifas del liquen. Las
muestras tratadas con los distintos biocidas se compararon con la muestra control tratada con
agua destilada.

4.3.3 Estimacidn de biomasa fotosintética por espectrofotometria UV-visible.

Una forma de analizar la efectividad de los biocidas es comparando la cantidad de biomasa antes
y después de su aplicacién. La cantidad de biomasa se mide indirectamente mediante la cantidad
de clorofila presente gracias a la espectrofotometria UV-Visible. Para ello, se realiza la extraccién
de clorofila a con dimetilsulféxido (DMSO) tras la aplicacién de los biocidas y se compara con la
de un blanco, en el que se aplica agua destilada.

Para poner a punto esta metodologia era necesario estudiar cudl era la relacion éptima del
volumen de extractante con la cantidad de biomasa. Para comprobar en qué medida afecta la
cantidad de DMSO en la extraccién de la clorofila, se llevaron a cabo dos extracciones por cada
muestra, una con un volumen de extractante de 50ml y otra con uno de 100ml. Estos ensayos
previos se realizaron en la superficie de un ladrillo 14cm x 28cm cubierto de biomasa
fotosintética, proveniente del suelo de los jardines del Instituto Andaluz del Patrimonio Histdrico.
Se prepard una zona de estudio con cuadrados de superficie 4cm” y cada tratamiento biocida se
aplicé en dos de ellos, ademas de las muestras sin tratar (blanco) (Figura 11.10).
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Figura Il. 10. Esquema seguido en la aplicacién de biocidas.

El procedimiento seguido para la puesta a punto del método fue el siguiente:

1. Aplicacion de los tratamientos biocidas con pincel. Al cabo de una semana se recogen las
muestras de la superficie pétrea de manera mecanica y con cuidado de arrastrar el minimo
sustrato posible, pesandolas.

2. Extraccion de la clorofila. Para cada tratamiento biocida, a una de las muestras se le afiaden 50
ml de DMSO y a la otra 100 ml. De manera que se obtienen 5 muestras con 50 ml de DMSO vy
otras 5 con 100 ml del solvente. Se calienta a 65 °C durante 1 hora y se filtra con filtros ALBET
145 el tiempo necesario.

3. Cuantificacion de la clorofila. Para calcular la cantidad de clorofila o presente en una muestra
se utiliza la formula de Wollemweider, la cual requiere de mediciones de absorbancia. El
procedimiento para medir la clorofila a es el siguiente:

Medir absorbancia del extracto obtenido a 665 nmy 750 nm.
Acidificar con HCl en la relacién: 5 pl HCl / 1 ml muestra.

Esperar 10 minutos y volver a medir absorbancia a 665 nmy 750 nm.
Aplicar la férmula de Wollemweider segun la Ecuacion 11.8 (Aira, 2007):

masa Clorofila a (ug) = 28'917 * V *(AAbs — AAbs’) / L Ec. 1.8

V Volumen del extractante usado

AAbs (Abs665 — Abs750) antes de acidificar

AAbs’ (Abs665’ — Abs750’) después de acidificar

L longitud de la cubeta de medida en centimetros. Normalmente es 1 cm.

Tras evaluar el efecto que la cantidad de volumen de DMSO produce en la extraccion de
clorofila, comparando resultados con 50 ml y 100 ml de este extractante, se obtienen los
resultados mostrados en la Tabla Il.2. Se observa que, modificando solo el volumen de
extractante, los resultados no son fiables. Es necesario relacionar la cantidad de DMSO con la
cantidad de biomasa de la muestra. Se considera que aplicar 2 ml DMSO/mg de muestra es lo
mas oportuno, es decir, el volumen del extractante es diferente en cada caso. Por lo tanto, por
cada mg de muestra bioldgica, previamente triturada, se le afladen 2 ml de DMSO.
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Tabla 11.2. Estudio de la influencia del volumen de DMSO en el calculo de clorofila o para evaluacién de
efectividad biocida.

Muestra AAbs A’665 A’750 AAbs’ AAbs- AAbs’

Preventol 50 ml 0,0746 0 0,0746  0,0554  0,0158  0,0396 0,035 50,60
Ri80 100 ml 0,0683 0 0,0683 0,0781  0,0621 0,016 0,0523 151,24
New Des 50 ml 0,1641 0,0054 0,1587 0,0759 0O 0,0759  0,0828 119,72
100 ml 0,1221 0,0105 0,1116 0,0636  0,0073  0,0563  0,0553 159,91
Biotin T 50 ml 0,1481 0,0056  0,1425 0,0825 0,0039 0,0786  0,0639 92,39
100 ml 0,1262 0 0,1262 0,062 0,0018  0,0602 0,066 190,85
Biotin R 50 ml 0,1511 0 0,1511 0,07 0,0014  0,0686  0,0825 119,28
100 ml 0,0563 0 0,0563  0,0213 0 0,0213 0,035 101,21
Agua 50 ml 0,3194 0,0116 0,3078 0,1538  0,0119  0,1419  0,1659 239,87
destilada 100 ml 0,1719 0 0,1719  0,0769 0 0,0769 0,095 274,71

4.3.4 Capacidad de eliminacion o reduccion del crecimiento de especies de hongos
filamentosos y de pudricion.

Para comprobar la eficacia de los biocidas para la eliminacién de los hongos filamentosos y de
pudricion se ha realizado el siguiente estudio. Se han inoculado probetas, de distintas especies
de madera, con una suspensién de microorganismos procedentes de maderas constituyentes de
dos de los bienes culturales objeto de estudio, las bévedas de la Sala de los Reyes de la
Alhambra de Granada y el trasdds de la cupula central de la Magsura de la Mezquita de
Cérdoba. Dichas muestras de madera han permanecido en desecador a una humedad relativa
del 90%, controlada por medio de una disolucién saturada de cloruro de bario, lo que ha
favorecido la aparicion y desarrollo de hongos de pudricién y hongos filamentosos. Las muestras
de madera de la Alhambra estuvieron en el desecador durante siete afios y las de la Mezquita
durante un afio.

Se han realizado dos estudios: uno de caracter preventivo, con aplicacién de los biocidas
previamente a la inoculacidn, cuyo propdsito es estudiar el posible caracter preventivo de los
mismos; y otro con aplicacién de los biocidas tras la inoculacién con especies fungicas, para
analizar su poder de erradicacién.

Identificacion de hongos filamentosos y de pudricion.

El primer paso es identificar las especies de hongos de pudricidon y hongos filamentosos que han
crecido en las muestras de madera de la Sala de los Reyes de la Alhambra. Para ello, estos
hongos obtenidos se han cultivado en placas de Petri con un medio de Glucosa Sabouraud Agar
durante siete dias, en una cdmara climatica a 27 oC (figura 1.11). Asi mismo, una de las placas de
cultivo se ha mantenido a temperatura ambiente (aproximadamente 22 9C), a una humedad
relativa del 90%, durante el mismo tiempo.

Para la identificacion de las especies fungicas se han usado diversas técnicas como la
estereomicroscopia, la microscopia éptica y la microscopia electrénica de barrido. Ademas, para
completar el estudio, estos microorganismos se identificaron mediante técnicas de biologia
molecular.
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Figura 11.11 Crecimiento de hongos en placas de Petri para posterior identificacidon

Probetas de maderas de estudio.

Se han empleado probetas de cuatro especies de maderas diferentes (Figura 11.12), las
previamente identificadas como Cedrela sp., Pinus sp., Quercus sp. y Ulmus sp., sin que hayan
recibido ningln tipo de tratamiento previo.

Figura I1.12 Fotografia de las maderas en estudio

Eficacia de tratamientos biocidas. Cardcter preventivo.

En este estudio se ha analizado la eficacia de cuatro fungicidas diferentes: los azoles Voriconazol
y Tiabendazol, y las nanoparticulas de 6xido de cobre (CuO) y éxido de zinc (ZnO).

Las probetas de madera han sido tratadas con los biocidas y posteriormente inoculadas con una
solucion elaborada mediante agua esterilizada y la mezcla de las especies fungicas encontradas.
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Estas probetas ya inoculadas se han situado en placas de Petri (siguiendo la disposicion
mostrada en el esquema de la figura 11.13) con un medio de cultivo agar extracto de malta
(AEM), el cual es adecuado para el crecimiento y desarrollo de especies fungicas (De Filpo et al.,
2013). Han sido necesarias 15 probetas de dimensiones 5x10x20 mm de cada madera, ya que se
han empleado tres probetas de cada especie de madera por tratamiento, mas las de control lo
gue hace un total de 20 placas y, por lo tanto, 60 probetas.

Figura 11.13. Esquema de una placa de Petri con probetas de madera de una misma especie, tratadas con
un biocida

Para analizar la capacidad preventiva de los biocidas, se hizo un seguimiento del crecimiento de
especies fungicas en la placa, mediante analisis digital de imagen usando el programa Adobe
Photoshop CC (2015), evaluando el porcentaje de colonizacién de la placa. Con este fin, se
realizaron fotografias transcurridos 1, 3 y 7 dias desde la inoculacién (Figura 11.14). El biocida mas
eficaz fue aquel cuyo resultado mostraba un menor crecimiento de hongos filamentosos y de
pudricidn en las placas, ya que habia impedido o reducido el desarrollo de estos en mayor grado
gue en el resto de los biocidas analizados.

Figura 11.14. Toma de imagen fotografica para evaluar el crecimiento fungico tras la aplicacidn de
biocidas
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Eficacia de tratamientos biocidas. Cardcter curativo.

Una vez evaluada la eficacia biocida con respecto a su caracter preventivo, es decir, aplicando
los productos antes de la colonizacion de hongos, se pretendia estudiar su capacidad biocida con
respecto a los hongos existentes en muestras ya colonizadas y asi observar su poder de
eliminacion.

Para ello, se tomaron tres probetas de madera de cada una de las especies en estudio (Cedrela
sp., Pinus sp., Quercus sp. y Ulmus sp.) y se inocularon con las especies fungicas encontradas en
la Sala de los Reyes de la Alhambra sumergiéndolas en una suspensién de dichos hongos.

Las probetas inoculadas se colocaron en placas de Petri con medio de cultivo de Glucosa
Sabouraud Agar (GSA) y se introdujeron durante un periodo de 21 dias en un desecador con una
humedad relativa del 90% (conseguida con una solucidn salina saturada de cloruro barico) con
una temperatura ambiental de (20-24 °C), con el objetivo de favorecer el crecimiento de las
especies fungicas (Figura 11.15).

Figura 11.15. Probetas de madera en el desecador para favorecer el crecimiento de especies fungicas

Transcurrido dicho tiempo, las probetas de madera ya colonizadas se sometieron al tratamiento
biocida. Se emplearon tres probetas de cada especie de madera por biocida (Voriconazol,
Tiabendazol, nanoparticulas de éxido de cobre y de éxido de zinc) mas el agua destilada, que se
emplea como control. Los biocidas se aplicaron por inmersién durante una hora.
Posteriormente, las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas. Una
vez transcurrido ese tiempo, las probetas se colocaron en placas de Petri con un medio de agar
extracto de malta (AEM) y se introdujeron en el desecador a las mismas condiciones
anteriormente explicadas.

Para estudiar la eficacia de los biocidas se realizaron fotografias de las placas a los dias 1, 4y 7
de la inoculacién, ya que se pretendia analizar el porcentaje de crecimiento de los hongos
filamentosos y de pudricidon en la placa mediante un programa de analisis de imagen (Adobe
Photoshop CC 2015).
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El biocida mds eficaz fue aquel cuyo resultado implicaba un menor crecimiento de hongos
filamentosos y de pudricidn en las placas, ya que habia impedido el desarrollo de éstos en mayor
grado que el resto de los biocidas analizados.

4.4 ENSAYOS DE COMPATIBILIDAD. ENSAYOS DE INTERFERENCIA PRODUCTO-SUSTRATO

El objetivo de este estudio fue verificar si existia algun efecto indeseado tras la aplicacién de los
tratamientos sobre los materiales, utilizando diversos ensayos y métodos de aplicacién de los
productos (Samefo Puerto et al., 1996). Asi pues algunas de las caracteristicas de dichos
materiales se determinaron antes y después del tratamiento de conservacion.

Por un lado, se procedid a la preparacion de los productos en dosis determinadas para los
distintos tratamientos. Posteriormente, se aplicaron sobre los materiales en estudio y se
procedid a realizar las observaciones y mediciones correspondientes.

Teniendo en cuenta que, al trabajar con patrimonio histérico, no siempre se puede disponer de
material suficiente para realizar un gran numero de determinaciones, en cada capitulo el
numero de ensayos a realizar difiere ya que, en cada caso, se han realizado tantos ensayos
como ha sido posible. En alguno casos debido al pequefio tamafio de las probetas y a su forma
irregular no se han podido realizar ensayos de determinacién de propiedades hidricas (absorcién
de agua por capilaridad), pero si se ha estudiado como afectan los productos a su porosidad
abierta, asi como las variaciones de color que pudieran ocasionar. Ademads, se observaron las
probetas al microscopio electrénico de barrido una vez tratadas con los biocidas y otros
tratamientos para analizar posibles cambios morfoldgicos y/o estructurales en superficie.

4.4.1 Estudio al SEM-EDX

La microscopia electrénica de barrido es una técnica muy valiosa para el estudio de diversos
mecanismos responsables de la alteracidn de la piedra como son la formacidn y crecimiento de
cristales en la superficie tras el tratamiento, y la corrosién, lavado o disolucion de constituyentes
minerales como consecuencia de las soluciones acidas.

Una ventaja adicional de este método se basa en la posibilidad de realizar microanalisis, en una
zona o punto previamente seleccionados, mediante un detector de espectrometria de energia
dispersada (ICR-CNR, 1981).

Para ver el efecto que produce la interaccion de las distintas soluciones biocidas con el material
pétreo, se procede a la observacion de la superficie de las muestras tratadas al microscopio
electrénico de barrido (SEM). Para ello, se obtiene una superficie lisa y pulida de la piedra y se
introduce por inmersion en el biocida durante 48 horas. Posteriormente, se dejan secar
completamente a temperatura ambiente para su observacion al SEM para ver si se han
producido cambios.

Con respecto a la madera, se aplicaron biocidas y consolidantes por inmersién y se observa su
interaccion con la superficie del material.

En el caso de los materiales pictdricos, resulta fundamental comprobar si se ha producido algun
cambio en la composicién quimica de los pigmentos tratados. Para ello, se han utilizado las
probetas elaboradas por el IAPH que reproducen la secuencia pictérica presentes en las distintas
pinturas

Para el estudio de las muestras se han preparado estratigrafias (ver Bloque ll, apartado 2.3) de
las pinturas de las réplicas antes y después de la aplicacidn de las distintas soluciones biocidas en
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cada uno de los pigmentos (colores). Se han ensayado los colores rojo y azul, por ser, en los
casos estudiados, considerados los mas reactivos, debido a su composicion quimica.

4.4.2 Colorimetria

Para evaluar los posibles cambios de color ocasionados en el material pétreo tras los
tratamientos con biocidas (Preventol Ri80, Newdes, Biotin R y Biotin T), se utiliza la técnica de
colorimetria explicada anteriormente (ver apartado 1.10).

También se ha empleado la colorimetria para observar posibles cambios de color (Figura 11.16)
en las muestras de madera estudiadas y los distintos materiales que compone las réplicas de las
pinturas de la Sala de los Reyes, tratadas con los distintos biocidas usados en ellas.

Asi mismo, se ha estudiado el cambio de color causado en las maderas con los biocidas y
consolidantes usados en la Magsura de la Mezquita de Cérdoba. Y por ultimo, se ha realizado
también este estudio en las probetas de pinturas murales de la Magsura tratadas con biocidas.

Para evaluar la posible interaccién de estos productos con los diferentes soportes, se han
realizado tantas medidas en cada muestra como ha sido posible seglin el tamafio, calculando
después la media.

Figura 11.16. Mediciones de colorimetria en las muestras de madera

4.4.3 Porosidad

Una manera de comprobar si el biocida ataca a la integridad de la piedra es calculando su
porosidad abierta (ver figura I1.17). Para ello se sigue lo dictado en la norma UNE-EN 1936
(2007), sometiendo las muestras al ensayo de absorcidon de agua a vacio antes y después de
aplicarles los biocidas (ver apartado 1.11).

103



BLOQUE IIl. METODOLOGIA DE TRABAJO

Figura I1.17. Pesada hidrostatica de probetas de ataurique para medir la porosidad abierta
4.4.4 Velocidad de propagacion por ultrasonidos

Este ensayo se realizd para comprobar si los tratamientos afectan de alguna manera a los
materiales sobre los que se han aplicado. Para ello se midid la velocidad de trasmisidon de
ultrasonidos que esta relacionada directamente con la compacidad del material trabajando con
un emisor y un receptor a frecuencias bajas.

Para la realizacion de este ensayo se dispuso de un equipo STEINKAMP BP5 (KRAUFTKRAMER) de
escala entre 0,1 y 999,9 microsegundos, cuya precision es de 1 microsegundo (ver apartado
1.12). En este caso se han utilizado palpadores cilindricos, ya que estos se adaptan mejor a la
superficie plana de las probetas, y se ha empleado una frecuencia de 40 KHz.

4.4.5 Absorcidn de agua por higroscopicidad

Es la propiedad higroscdpica de la madera la que le otorga capacidad para que con relativa
facilidad pueda absorber y eliminar humedad en relacién con el ambiente en que se encuentre.

A estos dos fendmenos se les denomina sorcidon y desorcion respectivamente y ocasionan
hinchazén o merma de la madera. La sorcidn se produce cuando la madera estd mas seca que el
ambiente que la rodea absorbiendo el vapor de agua hasta su equilibrio. Esta sorcién se ve
incrementada bajo unas condiciones de temperatura alta al producirse una mayor cantidad de
vapor de agua ambiental.

En una madera se establece siempre un equilibrio entre la humedad (HR) contenida en el aire
que rodea la madera y el grado de humedad de esta ultima cuando transcurre el tiempo
necesario. Cuando se llega a este estado se dice que ha alcanzado el equilibrio higroscépico, y el
grado de humedad adquirido entonces por la madera se llama humedad limite o de saturacién.

Generalmente las maderas blandas que crecen en zonas himedas tienen mas cantidad de agua
que las duras. Esta se concentra principalmente en las células de la corteza y la albura (huecos y
membranas celulares) de maderas sin cortar y en las membranas celulares de las madera
cortadas.
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En una madera que ha sido cortada y secada, la humedad solo se encuentra en las membranas
celulares, y la que habia en los huecos ya ha desaparecido.

Para realizar este ensayo se han usado desecadores cerrados herméticamente con agua en su
parte inferior, en los que se ha hecho el vacio para poder alcanzar una humedad relativa del
100% vy asi saturar la madera. Las probetas han estado en esta atmédsfera saturada de humedad
durante 20 dias, tras lo cual se ha determinado la cantidad de agua absorbida.

4.4.6 Dureza superficial

La dureza de las probetas de madera, tras la aplicacién de los distintos tratamientos se ha
determinado mediante un ensayo conocido como ensayo de dureza Brinell, basado en la
aplicacion de una carga concentrada en un punto (ver apartado 1.13). Figura 11.18.

En el ensayo se definieron dos caras de las probetas (T y D) y se tomaron 10 medidas por cada
cara, calculando posteriormente el valor medio.

—

Figura II-18. Medida de la dureza superficial

4.4.7 Envejecimiento acelerado

El ensayo de alteracién acelerada que se ha realizado en las probetas de madera es de tipo
termohigrométrico, compuesto por ciclos de 24 horas formados por dos fases, una de
humectacién de las probetas y otra de secado. Se prepara una cubeta a la que se afade agua
hasta que quede cubierta la base por completo, colocandose las probetas en el interior de forma
que la cara inferior esté en continuo contacto con el agua (Figura 11.19). Después de
aproximadamente seis horas de absorcion del agua, se introducen en una estufa a 809C durante
18 horas para su secado completo. En cada ciclo se afiade agua a la cubeta para evitar la
interrupcion del proceso de absorcidn. Se repite durante 20 ciclos sin que se llegue a sumergir la
madera, para que el agua sea absorbida por capilaridad.
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Durante el ensayo se controla el peso de las probetas en cada ciclo y se observa visualmente si
aparecen alteraciones, como roturas, hinchazon, grietas, desprendimientos, etc.

Figura 11.19. Probetas de madera durante el ensayo de alteracién: fases de humectacidén y secado
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