Méster oficial en Conservacion y Restauracion de Bienes Culturales
Limpieza de obra mural mediante el uso de bacterias

“Nada Sobre latierra se pierde, todo se transforma”
(Antoine Laurent Lavoisier (1743-1794), Cientifico Francés)
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1. Objetivos.

v Profundizar en € conocimiento del uso de las bacterias para la limpieza de
pinturas murales.

v Introducir mejoras en los sistemas de aplicacién de la bacteria, partiendo de
los estudios realizados por Giancarlo Ranalli.

v Comprobar la eficacia de dichas bacterias para la eliminacion de colasy su
interaccion con la superficie.

v Desarrollo de la metodologia de la aplicacién de dicha bacterias.
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2. Plan de trabajo

Esto se pretende llevar a cabo mediante el siguiente plan de trabajo:

1. Revision bibliogréfica.

N

Adquisicion de las cepas de Ps. Sutzeri de las colecciones de cultivo tipo
DSMZ 5190y CECT 4899.

Precipitacion y cultivo de las cepas liofilizadas para su utilizacion.

Cultivo en un medio liquido para obtener masa celular.

Aplicacion ala probeta.

© a0 &~ W

Retirada de los empacos y evaluacion de | os resultados.
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3. Introducciodn

Esta investigacion surgio araiz de los trabajos realizados en Italia en el Camposanto
de Pisa para la limpieza y recuperacion de las pinturas murales arrancadas de
Spinello Aretino mediante €l uso de bacterias, que segun los articulos consultados
(Anexo ) dieron muy buen resultado.

El abordar la limpieza de una obra siempre es complicado, ya que se trata del
proceso mas comprometido de la restauracion.

La limpieza se define como la remocion en la superficie de la obra de toda sustancia
extrafa a la propia naturaleza de la obra, pudiendo llegar a ser nociva para ésta, ya
gue no sblo afecta al aspecto estético, de legibilidad y apariencia, sino también ala
estabilidad estructural de la obra pudiendo llegar a provocar reacciones quimicas
dariinas sobre la superficie.

Este aspecto es € que hace de la limpieza uno de los tratamientos de restauracion
mas complicados y controvertidos debido a su cualidad de irreversibilidad, por lo
que también es uno de los procesos de intervencidén mas polémicos y criticados. Y
por ello debe ser uno de los procesos de conservacion mas delicados ya que, 1o
eliminado no se puede reponer.

Uno de los términos méas asociados a la limpieza es la péting, la cual debe ser
considerada siempre a la hora de abordar una limpieza, estableciendo una correcta
separacion entre la materia a eliminar y el original para evitar posibles abrasiones
sobre el estrato pictorico.

Por todo esto, nos damos cuenta que la limpieza de una obra siempre es complicada
y comprometida ya que, existe una polémica historica sobre € cdmo, cuando y hasta
ddnde llegar con dicho proceso.

Y al respecto, encontramos dos corrientes, que son:

v El planteamiento objetivo.

v El planteamiento critico.

1. El planteamiento objetivo. Por el cual se considera que la limpieza es una
técnica de recuperacion y por ello se debe eliminar del original todos los
elementos que lo distorsionan. La meta de este planteamiento es la recuperacion
del estado original, atendiendo a una serie de preceptos, como son:

- Lacomprension rigurosay objetiva de la gjecucion de la estructura pictorica.
- Laidentificacion y calificacion de las estructuras extrarias.

- La desnitrificacion del aspecto oscurecido de la pintura antigua y la
confusion que pueden llegar a provocar términos como veladura, barniz y
péatina.
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- El reconocimiento de que el barniz sblo tiene funcién de protector.

- La creencia de que los procedimientos utilizados son fiables y que si no lo
fueran la pericia de los restaurados |o subsana.

De la aplicacion de estas posturas surge la llamada limpieza integral, que defiende
gue los barnices oscurecidos, repintes y cualquier material gjeno a original deben
ser eliminados.

2. El planteamiento critico que surge de la teoria de |a restauracion de Brandi* al
reconocer la obra de arte, en su consistencia fisica y en su doble polaridad
estética e historica. Sus criterios son, que:

- Lalimpieza se entiende como apoyo a los estudios histéricos y estéticos sin
confiar tanto en la ayuda cientifica.

- El barniz no es considerado como algo geno alaobra de arte sino como algo
que forma parte de lamismay de su historia.

- Lalimpiezarealizada con disolventes no esinocua parala obra de arte.

Este concepto terminard desembocando en la [lamada limpieza parcial. Teniendo
en cuenta gque las intervenciones sobre cualquier obra son irreversibles una
intervencion parcial nos dara margen para que puedan redlizarse intervenciones
futuras.

En esta misma linea encontramos la llamada limpieza selectiva en la cua se
defiende una eliminacion no homogénea del barniz dependiendo de la funcion que
tenga éste con el equilibrio total de la obra.

Con todo esto podemos concluir, que la técnica a utilizar en la limpieza de una obra
y la filosofia en la que nos basamos para seleccionar el método de limpieza se
asientan en el conocimiento de tres elementos, que son:

- Latécnicapictérica

- Lasustanciaaeliminar.

- Y € estado de conservacion.

Y del conocimiento de estos tres elementos surgird el método de restauracion.

Podemos encontrar muchos sistemas y materiales utilizados para la limpieza de las
superficies pictéricas. Dichos sistemas se pueden clasificar en:

- Sistemas de limpieza no acuosos.

- Sistemas de limpieza acuosos.

! BRANDI; C. Teorfade larestauracién. Madrid: Alianza Editorial, 1998, p.15
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L os métodos fisico-quimicos los podemos aplicar a:

Pincel.

Hisopo.

Esponja.
Por vaporizacion.

Por empaco. Este método nos proporciona:

Que €l disolvente se aplique en un materia “soportante”.

Reblandece las peliculas insolubles.
Reduce la accion mecanica.
Permite prolongar el tiempo de contacto del reactivo.

Nos permite regular la cantidad de reactivo.

Por tampon. Que nos permite:

M edios que modifican las cualidades de una sustancia acuosa:

Laaccion directa del disolvente sobre un area de poca extension.

Precisa de una continua accién mecéanica.

El tiempo de contacto de |os reactivos son breves.

Este método no nos permite controlar la cantidad de reactivo.

La operacion se suele realizar a pincel, esponja o hisopo de algodon.

Este método es aconsejable para materiales en suspension.

Espesantes:

Son sustancias macromoleculares que se pueden mezclar con agua o disolventes
organi cos formando soluciones de una alta viscosidad.

Suele utilizarse para modificar la densidad de los disolventes, poder controlarlos y
trabajar en areas pequefias.

Soportantes.

Estos no forman geles verdaderos, sino emulsiones 0 empastos como la sepiolita, €l
papel, el papel japonés, etc.
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Comparativa entre los Métodos de limpieza a Seco y los Fisico-Quimicos

Sistemas de limpieza

Sisterna no acuosa 0 Seco

Sistema Fisico-Quimico

Ventajas

No aporta humedad.
No disuelve nada.
L os material es no interaccionan.

Desprenden sedimentos.

Disuelve total o parciamente
sobre la superficie porosa.

Permite la accién directa sobre
un area concreta.

Tiempos de contactos cortos.
Permiten la eliminacién de la

suciedad sin demasiada accién
mecanica

Desventajas

Pueden erosionar la superficie.

Algunos de estos medios tienen
infraestructuras complicadas.

Es dificil de controlar.
No es selectivo.

Se trata de un trabajo mecanico.

Disuelve total o parcialmente
sobre la superficie porosa.

Sobre superficies porosas puede

provocar interacciones Fisico-
quimicas con los materiales
pictoricos.

La limpieza no es homogénea
por toda la superficie de la obra.

Ventajas e inconvenientes entre los disolventes y los sistemas acuosos

Sistemas Fisico-quimicos

Disolventes

Sisteras acuosos

Ventajas

Acelera la disolucion de la
suciedad.
Acelera la disolucion de la
suciedad.

Inconvenientes

Toxico para€ ser humano.
Dificil de controlar.

Posibles interacciones con los
materiales de la obra

Interaccion del agua
distintos materiales.

con

Interaccion del agua con el
disolvente.
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A todos estos sistemas, 10 que les pedimos, sobre todo a los acuosos, es que sean
selectivos a la hora de eliminar la suciedad de la obra para que tengan una accién
localizada.

Y paraevitar laaccion superficial se le puede afiadir tensoactivos.

Después de esta breve introduccion a los sistemas de limpieza aplicados en pintura
mural, podemos concluir que hay elementos genos a la obra, sustratos a eliminar,
gue son dificilmente eliminables con cualquiera de |os métodos expuestos, o bien, al
eliminar dichos elementos, eliminamos también elementos constituyentes de la obra.

Como hemos visto, €l laser es un método muy selectivo, pero hoy, contamos con
otros sistemas de limpieza igualmente selectivos, como son la aplicacion de enzimas
0 bacterias.

Esta investigacion, como se ha adelantado en €l capitulo de objetivos, se centraen el
estudio del uso de bacterias como método de limpieza. Para ello haremos un

pequefio repaso del uso de enzimas, pues supone e antecedente al uso de las
bacterias en nuestro campo.
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4. Desarrollo del trabajo

4.1. Lalimpieza biol6gica: Estado de la cuestion

4.1.1. Las Enzimas. Antecedentes de la limpieza con Bacterias.

En los Ultimos afios se ha estado investigando y experimentando con nuevos
métodos acuosos basados en la presencia de principios activos de origen
biol6gico.

Y dentro de estos nuevos métodos encontramos:

- Lalimpieza biol 6gica con enzimas.

- Lalimpieza biol égica con bacterias.

Como ya hemos mencionado con anterioridad una de las cualidades que
necesitamos de los sistemas de limpieza es que sean selectivos a la hora de
eliminar la suciedad y estas nuevas tecnologias de limpieza son interesantes
precisamente por este aspecto, por su gran selectividad, ya que actlian sobre
sustancias y materiales muy especificos.

Las enzimas son proteinas extraidas y aisladas de los sistemas biol6gicos en los
que operan y actlian como catalizadoras’, es decir son capaces de acelerar las
reacciones biogquimicas de transformacion de un sustrato concreto y en relacion a
ese sustrato se suelen seleccionar.

La actividad de una enzima queda afectada por la temperatura, € pH, la
concentracion del sustrato y algunos otros factores fisico-quimicos.

Tradicionamente se clasificarian segun el tipo de accion gue catalizan, como por
giemplo:
- Oxido-reductoras: son enzimas de oxidoreduccion.

- Transferasas: son las que aceleran e paso de ciertos grupos de un
sustrato a otro.

- Hidrolasas. son las que hidrolizan determinadas moléculas. Son las
utilizadas en restauracion.

- Isomerasas. intervienen en e proceso de reconversion estructural de
algunas moléculas.

En concreto las empleadas en sistemas de limpiezas de obras de arte son las
hidrolasas: proteasas, lipasas, amilasas, dependiendo de la naturaleza del sustrato a
hidrolizar.

El uso de las enzimas en la limpieza de pintura mural no se halla muy extendido y
son pocas lar referencias bibliograficas que relatan su empleo.

2 Las acciones catabdlicas liberan energia.
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Por gjemplo, en:

G. Ranalli® y otros experimentan para la eliminacién de residuos de cola animal
con cinco clases de enzimas. Dos de €llas son dos tipos de proteasa (extraidas de
dos sistemas biol 6gicos diferentes). Las proteasas son adecuadas para la remocion
de sustancias proteinicas. Otra de las enzimas utilizadas en este estudio es la
lipasa, que es apropiada para la eliminacion de productos grasos, 0leo, ceras e
incluso resinas sintéticas. Ademas de estudiarse la colagenasa que es otra variante
de la proteasa tratandose de una enzima proteasa géstrica.

En otro estudio®, menos satisfactorio, se han obtenido algunas conclusiones, que
son:

- Para la eliminacién de colas en probetas y bajo condiciones de laboratorio ha
funcionado la proteasa.

- Parala eliminacion de huevo se utilizaron tanto proteasa como lalipasay con la
anica, que obtuvieron algun tipo de resultado, fue la lipasa aunque no demasiado
bueno.

- También se observé que las caseinas se hidrolizan ligeramente con la proteasa,
reblandeciéndola.

- Se observo, que para la pintura a caballete los tiempos de contacto eran cortos y
parala pintura mural dichos tiempos se alargaban, incluso hasta 30 minutos.

También Paolo Cremonesi® ha estudiado sobre el tema: emplearon la enzima
proteasa Alcalina de Phase para la eliminacién de un empapelado de proteccion
aplicado con colaanimal o restos de cola en unos murales arrancados.

Dicha enzima se aplico espesada, se cubriacon Melinex y se degjaba actuar durante
30 minutos. Posteriormente se lavaba la zona con tensoactivo y agua tras su
aplicacion. Y e tratamiento se realiz6 en verano a una temperatura de 30°C.

Otro estudio de la aplicacion de la misma enzima, que se menciona en el mismo
libro, se realizd para €l reblandecimiento de un repinte de caseina sobre un fresco.
Tras 20 6 30 minutos de contacto y con la superficie del muro calentada
artificialmente se procedia ala eliminacién mecanica del repinte.

Y por ultimo €l estudio con una proteasa basica consistio en la eliminacion de una
colaanimal empleada como consolidante en una pintura mural realizada al 6leo.

% G. Randlli, G. Alfano, C. Belli, G. Lustrato, M.P. Colombini, |. Bonaduce, E. Zanardini, P. Abbruscato,
F. Cappitelli and C. Sorlini; 2003-2004; Biotechnology applied to cultural heritage: biorestauration of
frescoes using viable bacterial cells and enzymes. Journal of Applied Microbiology 2005, 98, 73-83.

* AAVV. Scienza e bevi Culturali XXI 2005, Cap: Gli enzima: limiti e potencialita nell campo Della
pulitura delle Pitture murali*, Cristina Todazo.

> Paolo Cremonesi; 1999; L’ uso degli enzima nella pulituradi opera policrome, 1l prato, 2002.
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4.2. Bacterias

La utilizacién de bacterias para la limpieza de obras de arte ha surgido araiz de las
investigaciones realizadas por un equipo de la Universidad de Milan que ha
trabagjado en los frescos del claustro del Camposanto de Pisa (noroeste).

Se trata de “Conversione di Sant’Efigio e battaglia’, unas pinturas murales
gjecutadas en e s.XIV por Spinello Aretino que forman parte de un monumental
ciclo muy deteriorado por € paso del tiempo, la accion bélica'y por su posterior
extraccion del muro.

Dicha extraccion fue por arranque mediante la técnica del strappo. El adhesivo
utilizado para este proceso se endurecio hasta €l punto de afectar a los pigmentos e
impedir que las pinturas fueran despegadas de |as telas utilizadas para €l arranque.

Para separar |as pinturas del lienzo se intenté emplear tanto medios mecanicos como
medios fisico-quimicos. Pero estos métodos tradicionales de limpieza no resultaban
efectivos sino, a contrario.

Debido a esto fue cuando se penso en €l empleo de bacterias para su restauracion,
con muy buenos resultados’.

L as bacterias con las que se esta experimentando en el campo de la restauracion en
estos momentos son de dos tipos:

4.2.1. Bacteriasreductoras de sulfatos (BRS). Y dentro de estas se estudian:

- Desulfovibrio DSMZ63, parala desulfatacion en obras de arte.

- D. desulfuricans ATCC 13541, para la desulfatacion en obras
de arte.

- D. wulgaris ATCC 29577, para la desulfatacion en obras de
arte.

- D. vulgaris subps. vulgaris ATCC 29579 para la desulfatacion
en obras de arte.

Se trata de unas bacterias de crecimiento anaerébico’ que es también un modo de
clasificacion de ciertas bacterias ya que responde a su necesidad de oxigeno o no.

Estas bacterias reducen los sulfatos en suelos anegados y aguas residuales al
transformarlos en sulfato de hidrégeno.

® Paolo Antonioli, Giacomo Zapparoli, Pamela Abbruscato, Claudia Sorlini, Giancarlo Ranalli and Pier
Giorgio Righetti; Art-loving bugs: 2005; The resurrection of Spinello Aretino from Pisa's cementery;
Proteomics 2005, 5, 2453-2459.

" Se trata aguellas bacteria que no necesitan o no precisan de |a presencia de oxigeno para sobrevivir.
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Una de sus caracteristicas es que las BRS estan representadas tanto por
microorganismos heterétrofos como autotrofos ademas de ser anaerobicas
obligatorias.

4.2.2. Bacterias reductoras de nitratos. Y dentro de éstas encontramos:

- Pseudomonas aeruginosa RZ 94, para la desnitrificacion y
eliminacién de materia organica en obras de arte.

- Pseudomonas stutzeri GB 94, para la desnitrificacion y
eliminacién de materia organica en obras de arte.

- Pseudomonas stutzeri  A29, para la desnitrificacion y
eliminacién de materia organica en obras de arte.

4.2.3. Antecedentes de lalimpieza con Ps. Sutzeri:

En los estudios publicados de Antonioli y otros (2005), seleccionaron la cepa en
relacién tonto a su alta actividad tanto metabdlica como de “reproduccion”.

Dichas bacterias a seleccionar, se pueden obtener de muy diversas maneras:

- Se pueden obtener a través de las colecciones Internacionales de cultivo
tipo (bacterias, levadurasy mohos de ATCC, DSMZ, CBS, €tc).

- O por aisamiento de los habitats diferentes (suelos, aguas residuales o
muestras del patrimonio cultural).

- O extraerla de una actividad metabdlica especifica (como es nuestro
caso).

Para establecer condiciones de los microorganismos se tienen en cuenta factores
Como:

- El pH.
- El medioy lasfuerzasionicas del medio.

- Las condiciones (que en este caso como ya hemos mencionado con
anterioridad deben ser anaerdbicas).

- La viscosidad que interviene en e proceso de cristalizacion de
biopolimeros.

- Lahigrometria necesaria para el desarrollo de las mismas.
- Lasfuentes de energia.

- Loscarbones.

13
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- Es importante obtener las condiciones metabdlicas Optimas en
laboratorio porque si no, en el exterior no funcionaria.

Unavez seleccionadas las cepas, se selecciona el portante considerando:

Que sea inerte para no interferir con e metabolismo de la
bacteria.

La capacidad de proporcionar una buena y adecuada hidratacion
sin interferir en el sustrato por € lanzamiento de iones con los
procesos metabdlicos de | as bacterias.

Deberia ser f&cil de eliminar.

No debe modificar ni quimica, ni fisica, ni crométicamente la
obra.

Deberia de degjar pasar la bacteria y evitar las precipitaciones
residuales (lo que evitaria el manchado de la superficie).

Nos deberia proporcionar un buen contacto entre las células y la
superficie atratar.

También deberia permitir la remocion después de su aplicacion.

Deberia ser capaz de mantener unos ciertos niveles de células
viables ademas de un nimero elevado.

Tendria que mantener una buena actividad microbiana en la
matriz.

Hay que tener cuidado con:

Manchar la superficie.

Con la posble corrosién que podemos provocar debido al
metabolismo de las bacterias que se podria evitar a través de la
eliminacion de los subproductos en nuestras bacterias en concreto
deberia evitar la precipitacion de hierros.
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L os tipos de portantes® investigados fuer on:

- Sepiolita:

Sequn su ficha: Arcilla absorbente utilizada como carga inerte en la preparacion de
papetas de limpieza, para superficies pétreas y frescos, a las cuales confiere
propiedades soportantes y absorbentes.

Como portante para bacterias, segin Francesca Cappitelli (2006): se trata de un
material que debe ser colonizado por |a bacteria antes de su aplicacion.

Tardan en colonizar este material entre 10 a 14 dias.
Nos permite un buen contacto con la superficie.

Se trata de un material inorganico, aunque no evita la precipitacion del hierro y con
ello laformacion del sulfuro de hierro.

- Carboge!:

Segun su ficha: El Carbogel, es € resultado de una investigacion efectuada sobre
productos condensantes para papetas, formado por acido poliacrilico neutralizado,
gue permite la preparacion de un gel con € simple afladido de agua, y cuya
viscosidad puede variarse a placer. Es suficiente una cantidad variable del 0,5 a 4%
en peso de Carbogel en solucion acuosa para obtener un gel de alta viscosidad,
particularidad que resuelve los problemas de eliminacién del soporte por los geles
utilizados hasta ahora, ligados también ala cantidad de materiales sdlidos en juego.
Carbogel tiene una alta capacidad de retencion de agua, por lo que evapora en
tiempos muy largos. El &cido poliacrilico modificado Carbogel puede adicionarse a
las papetas de pulpa de papel y a las clasicas soluciones de amonio carbonato o
bicarbonato, EDTA, etc.

Como portante para bacterias, segln los articul os de Francesca Cappitelli (2006): Se
trata de un material en € cual, se debe encerrar la bateria durante la formacion del
gel.

Se trata de un gel organico.

- Hidrobiogel- 97:

Seguin su ficha: No se encuentran referencias.

Como portante para bacterias, segln los estudios que se han hecho de este
soportante con bacterias de Francesca Cappitelli (2006): se trata de un materia en €
cual se debe encerrar la bateria durante laformacion del gel.

® Francesca Cappitelli, “Improved methodology for bioremoval of Historical stone artworks by use of
sulphate-reducing bacteria. (2006)":

15
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Se trata de un gel organico.
El uso y tiempo de contacto del tratamiento se debe considerar en relacion a
diversos factores, como son:

- La naturaleza de la materia tanto de la obra a intervenir como del material a
eliminar.

- La composiciéon quimica tanto del material de la obra como de la materia a
eliminar.

- El grosor de lamateriaaéeliminar.

- Lalocalizacién de dicha materia a eliminar (interior, exterior o sobre una zona
importante de la obra) que quedaria ubicada a través de un mapa de dafios.

- El clima de la zona y temperatura (convendria un estudio climatico y de las
variaciones de temperatura tanto si es dentro o fuera, para poder prever cOmo
“reaccionarian” las bacterias).

- Launiformidad de la costra que se quiera eliminar.

- Lacontaminacion atmosférica.

- También depende de la concentracion de la biomasa.

- Dd contacto con la superficie, por 10 que esimportante e portante.

L os tiempos suelen ser largos. Aungue |os tiempos de un tratamiento se suelen evaluar
paralaeficacia del proceso biol 6gico.

L a aplicacion de los microor ganismos puede ser:

- Aerosol.

- Empaco.

- Compresion.
- Cepillado.

- Pincel.

- Esponja

- Hisopo.

El método de aplicacion depende de:

16

- El tipo de ateracion.

- El material sobre e que se aplica.

- Lalocalizacién de las areas donde se aplica € tratamiento.
- El tamafio de las mismas.
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- Laactividad metabdlica de los organismos seleccionados (si son anaerdébicos o
aerdbicos).
- Laestructuradel material de laobray su estado.

Se debe tener cuidado porque se puede provocar:

- La corrosiéon de los materiales como consecuencia de una acidificacion de la
superficie después de un tratamiento prolongado.

Por lo que se deberia establecer una comisiéon técnica para €l uso en restauracion de
dicha metodol ogia de trabajo.

Se deberia hacer una estricta supervison de los procesos biolégicos durante €
tratamiento.

Se deberian de evitar los procesos metabdlicos indeseados.
Se debe retirar cuidadosamente los residuos de |os procesos bioldgicos y microflora.

Y se deberia definir una estrategia apropiada respecto a la actuacion y proteccion de la
obra.

M etodol ogia de aplicacién:

- Tendremos que humedecer la zona donde aplicamos las bacterias.

- Traslo cua se cubrirala zona con Tissue antes de cualquier aplicacion, que nos
permitird un mejor retiro después del tratamiento.

- Deberia dar el mismo tiempo de contacto tanto a las muestras sobre obra real
como las de laboratorio como en la muestra control (que no tenga sulfatos).

- Tendremos que asegurarnos gue tienen mas o menos las mismas condiciones
todas las pruebas.

- S tras la aplicacion cubrimos ésta con una pelicula de cloruro de polivinilo
reduciremos la evaporacion indeseada del agua ademés de reducir el oxigeno y
mejorar la capacidad de la bacteria para quitar sulfatos.

- Debemos controlar e medio portante y las células viables a través de un kit
enzimaético.

- Tras € retiro de la superficie y con la superficie ain mojada retiraremos el
material residual, ya ablandado con un ligero cepillado.

17
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M etodol ogia de eliminacidn de |os mismos.

El proceso de eliminacion de | as bacterias tras su aplicacion seria:

- Un retiro mecénico suave.

- Seguido por un proceso de limpieza con agua desmineralizada o mejor estéril.

- También podrian utilizarse biocidas o tensoactivos (si fuera necesario).

- Y sepodria utilizar antibi6ticos para su €liminacion.

También debemos tener cuidado con los posibles contratiempos, por una mala

eliminacion de las mismas.

4.2.4. VVentajasy desventajas de las bacteriasy enzimas:

Ventajas

Ninguno de los dos métodos es toxico
parael ser humano.

Nos ahorra €l uso de disolventes nocivos
parael ser humano.

Son sdlectivos, a la hora de la
eliminacion de suciedades distintas.

Sencillos de eliminar tras su aplicacion.

Mas baratas de obtener que las enzimas
(segun: Biotechnology applied to cultural
heritage: biorestauration of frescoes
using viable bacterial cells and enzymes,
G. Ranalli -ver Anexo I-).

18

Desventajas

L as enzimas necesitan tiempos mas cortos
de contacto pero a la hora de obtenerlas
son més caras que las bacterias (segun:
Biotechnology applied to cultural
heritage: biorestauration of frescoes using
viable bacterial cells and enzymes, G.
Ranalli -ver Anexo I-).

Las bacterias por €l contrario son baratas
pero necesitan tiempos de contacto mas
largos (segun: Biotechnology applied to
cultural  heritage: biorestauration  of
frescoes using viable bacterial cells and
enzymes, G. Ranalli -ver Anexo I-).

Al tratarse de medios acuosos debemos
tener cuidado con la movilizacion de las
sales de la superficie de laobra.

También deberemos tener cuidado con la
aparicion de hongos (sobre todo con los
tiempos de contacto largos).

Tendremos que vigilar a las bacterias y
enzimas que pueden reaccionar en los
medios &cidos.
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4.3. Pseudomonas

Las bacterias que vamos a utilizar para nuestra investigacion pertenecen a género
Pseudomonas y encontramos las cepas de Ps. Sutzeri ya que, ha sido la utilizada en
todos los estudios citados en el Anexo I.

Es facil su cultivo in vitro y ampliamente disponibles en nimero, por lo que ciertas
cepas son excel entes para investigaciones cientificas.

Se trata de una bacteria de crecimiento aerdbico’ estricto aunque en algunas
ocasiones puede utilizar nitratos como aceptadores de el ectrones.

Pertenece a un género de bacilos™ rectos o ligeramente curvados, Gram negativos™,
oxidasa™? positivos.

No forman esporasy es comun la presencia de plasmidos.

También son heterétrofas en condiciones andxicas utilizando el sustrato organico
como fuente de carbono.

Con d reciente andlisis de secuencias del RNAr 16S se ha definido la taxonomia de
muchas especies bacterianas y como resultado, el género Pseudomonas incluye
algunas cepas clasificadas anteriormente dentro de las Chryseomonas y Flavimonas.
Otras cepas clasificadas previamente en € género Pseudomonas, ahora son
agrupadas en |os géneros Burkholderia y Ralstonia.

4.3.1. Caracteristicas:

Los miembros de este género generamente son moviles gracias a uno 0 méas
flagel os polares que poseen.

Son catalasas™ positivas y no forman esporas,
Dentro de este género algunas son patdgenas.
Las especies de Pseudomonas son tipicamente oxidasa positivas, con ausencia de

formacion de gas a partir de glucosa, son hemoliticas (en agar sangre), prueba del
indol negativas, rojo de metileno negativasy Voges Proskauer negativas.

® Se denomina aerobios a los organismos que necesitan del oxigeno diatémico para vivir o alos procesos

que lo necesitan para poder desarrollarse.

191 os bacilos son bacterias que tienen forma de bastén, cuando se observan a microscopio.

™ En microbiologia, se denominan bacterias Gram negativas a aquellas bacterias que no se tifien de azul

oscuro o violeta por la tincion de Gram: de ahi € nombre de "Gram-negativas' o también

"gramnegativas'. Esta caracteristica esta intimamente ligada a la estructura de la envoltura celular, por 1o

que reflgja un tipo natural de organizacion bacteriana.

12 Una oxidasa es una enzima que cataliza una reaccion de oxidacion/reduccion envolviendo oxigeno

molecular (O,) como aceptor de electrones. En estas reacciones €l oxigeno se reduce a agua (H,0) o a

perdxido de hidrogeno (H,05).

3 La catalasa es una enzima que se encuentra en organismos vivos y cataliza la descomposicion del
peréxido de hidrégeno (H»0,) en oxigeno y agua.
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Este género es uno de los maés proclives a la degradacion de compuestos organicos;
esta condicion es la que nos interesa para nuestro estudio.

4.3.2. Clasificacion cientifica™:
Reino: Bacteria.

Filo: Proteobacteria.

Clase: Gamma Proteobacteria.
Orden: Pseudomonadales.

Familia: Pseudomonadaceae.
Género: Pseudomonas (Migula, 1894).

Especies:

P. aeruginosa
P. fluorescens
P. fragi

P. putida

P. syringae
e P.denitrificans
e P.oleovorans
o P.phaseolica

o P.stutzeri
o P.pseudoalcaligenes
o P.mallei

o P.maltophilia

e P.acidovorans

o P.alcaligenes

e P.testosteroni

e P.vesicularis, etc

14 http://es.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas
(13:21)19-septiembre-08
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4.3.3. Habitats:

Se han aislado bacterias de este género tanto en suelos limpios como en
suel os contaminados por productos biogénicos y xenobiéticos'™.

También son microbiota predominante en la rizosfera’® y en la filosfera de
plantas.

Del mismo modo, se han aislado de ambientes acuéticos, tanto de agua dulce
como de aguas marinas.

En genera inocuas para € hombre también existen: patdgenos oportunistas
como P.aeruginosa; patdégenos de animales y patégenos de plantas como
P.syringae.

La ubicuidad de las bacterias del género Pseudomonasy su capacidad para

explotar una amplia variedad de nutrientes reflgja un sistema de adaptacion
al medio ambiente que no se encuentra en bacterias de otros géneros.

4.3.4. Pseudomona stutzeri:

Microorganismo comun en diversos habitats.

Ha recibido una especia atencion debido a sus especiales capacidades
metabolicas como degradador de compuestos aromaticos (Garcia-Valdés et
al., 1988).

Se han disefiado métodos moleculares que permiten la identificacion y €
seguimiento de P. stutzeri en muestras naturales.

Laidentificacion de P. stutzeri se consigui6 utilizando cebadores especificos
para amplificar el gen rDNA 16S seguido por € analisis RFLP ("restriction
frament length polymorphism”) a tratar los productos de PCR con la
endonucleasa BamHI. Por otra parte, se han utilizado métodos moleculares
de tipado basados en la amplificacion por PCR con cebadores para
secuencias consenso derivadas de regiones invertidas repetidas
palindrémicas altamente conservadas encontradas en enterobacterias (ERIC).

> |a palabra xenobidtico deriva del griego "xeno" ("extrafio") y "bio" ("vida'). Se aplica a los
compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es poco frecuente o inexistente debido a que son
compuestos sintetizados por el hombre en el laboratorio. La mayoria han aparecido en e medio
ambiente durante los Ultimos 100 afios.

18 |arizosfera es una parte del suelo inmediata a las raices donde tiene lugar una interaccion dindmica
con los microorganismos. Las caracteristicas quimicas y biolégicas de la rizosfera se manifiestan en
una porcion de apenas 1 mm de espesor a partir de las raices.
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Finamente, se ha utilizado un método de Western Blot y "fingerprinting"
inmunol 6gico para la diferenciacion de las cepas de P. stutzeri.

4.3.5. Condiciones que influyen en su actividad metabdlica y porqué.

El género demuestra una gran diversidad metabdlica, y consecuentemente son
capaces de colonizar un amplio rango de nichos ecol 6gicos.

Es facil su cultivo in vitro y ampliamente disponibles en nimero, por o que ciertas
cepas son excel entes para investigaciones cientificas.

Las cepas del género Pseudomonas son capaces de procesar, integrar y reaccionar a
una amplia variedad de condiciones cambiantes en e medio ambiente, y muestran
una alta capacidad de reaccion a sefiales fisico-quimicas y bioldgicas.

Se han descrito cepas capaces de adquirir resistencia a metales pesados, disolventes
organicos y detergentes, |o cua les permite explotar una amplia gama de fuentes de
carbono como nutrientes, asi como colonizar ambientes y que dificilmente son
colonizables por otros microorganismos. Por ello no es sorprendente que se
considere a las bacterias del género Pseudomonas un paradigma de versatilidad
metabdlica, y microorganismos claves en el reciclado de materia organica, en los
compartimentos aerobicos de |os ecosistemas, jugando, por tanto, un papel esencial
en lamejoray e mantenimiento de |la calidad medioambiental .

Ademas de su uso en hiodegradacion las especies del género Pseudomonas se
emplean en distintos procesos industriales, tales como la fabricacion de bioplésticos
0 en técnicas de biocontrol. La posicion taxondmica de las distintas especies del
género se encuentra sujeta arevision.

4.3.6. Cultivo:
L as Pseudomonas crecen en medios simples.

En caldo crecen abundantemente formando un anillo y un sedimento de color verde
azulado.

En agar smple forman colonias brillantes, confluentes, de borde continuo y a veces
ondulado con un centro opaco. Los pigmentos se difunde en € medio dandole
tonalidad. Este pigmento tiene cualidades bactericidas sobre otras bacterias Gram
positivas y Gram negativas.

El medio de cultivo empleado para Ps. stutzeri segin bibliografia como base es: M9
(Mineral).
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El Biofilm*’ y su importancia:

Definicion: Estructuras complejas de poblaciones heterogéneas. Estas estructuras
estdn moldeadas por el medio fisico, fisioldgico y genético en el cua se encuentran
las poblaciones microbianas.

Caracteristicas del Biofilm:

1. Estado mas habitual de las bacterias en la naturaleza. Superficies como €l lugar
preferencial parael crecimiento.

2. Células adheridas a superficies. Embebidos en matriz polisacérido (producida por
los propios microorganismos). Compuestos por constituyentes organicos e
inorgénicos.

3. Se forman en mlltiples etapas. Crecimiento estructurado. A menudo con
arquitecturas complejas.

4. Colonias o comunidades normal mente mixtas.

5. Gradientes fisico-quimicos dentro de los biofilms maduros, resultan en un gran
numero de microambientes potenciales dentro de un area muy pequefia.

6. Presentan caracteristicas fenotipicas diferentes que sus equival entes planctoni cos.
7. Muy resistentes a los antibiéticos y desinfectantes.
8. Implican comunicacion célulaacélula

9. Biofilms maduros pueden contener arededor de 10" células/ml. Parte de las
células seliberan y pasan a agua.

Ventgasy desventgas del Biofilm:

1. Ambiente resguardado.

2. Proteccién frente atoxicos y biocidas.

3. Interaccion entre microorgani Smos.

4. Mgor captacion de nutrientes.

5. Metabolismo mas activo.

6. Mayor crecimiento.

7. Posibilidad de intercambio de material genético.
8. Intercambio de metabolitos.

17Grupos de células (bacterias) normalmente en poblaciones mixtas (comunidades), que se adhieren a una
superficie y forman una estructura en 3 dimensiones, unida por substancias poliméricas extracelulares
(matriz de polisacaridos) producidas por €llos mismos.
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5. Material y Métodos.

5.1 Preparacion delas probetas:

\

10 losetas color crema de Maydlica de 10x10.
Balanzadigital

Camara digital compacta (BENQ, DC E300, 4x Digital zoom).
Agua Destilada.

Cola Zurigo (colafuerte de carpintero)
Eye-one (medicién del blanco).

Tabla de yeso preparada con motero de cal.
Paletina.

Etiquetas.

Regla.

Calculadora.

Cintadereserva

AN N N O N N N N

Preparacion de la cola para su aplicacion:

Hidratacion de la cola (1 parte de cola por 3 de agua destilada) en la proporcién
empleada para efectuar arranques por medio de strappo. Y a esta proporcion le
afiadimos medio litro mas de agua destilada.

La cantidad de cola para hidratar es de 92'5 g con 276 g de agua destilada méas 500 ml
para conseguir la textura de trabajo, consiguiéndose una cola de trabajo a 10%, con un
pH=7.
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Latabladeyeso con mortero decal:

Medidas: 59x49cm

59 cm

—

49 cm

Division delatabla de yeso con mortero de cal:

25
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Tamanio de |las cuadricul as:;

Las 4-8-12-16-20. Miden 10x12' 7cm
El resto mide 10x10 cm

Aplicacién de la cola

La cola se ha aplicado mediante pal etina sobre la superficie.

Antes y después de cada aplicacion se pesa la cola en el balanza digital, de esta
manera podremos saber la proporcién de cola aplicada por centimetro cuadro (cm?).
Hemos aplicado en cada una de las 20 porciones ~ 0’ 12g por cm?.

L as losetas de maydlica crema:

10 losetas
Medidas: 10x10cm
Numeradas por €l reverso

26
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M edicion de blanco de la tabla (Eye-one)

Se ha empleado e espectrofotometro Eye-one para medir € blanco de las losetas que
utilizaremos para las mismas practicas en el laboratorio. Los datos obtenidos antes de la
aplicacién de la cola son:

LGOROWLENGTH 01

CREATED "11/7/2008" # Time: 11:47

INSTRUMENTATION  “eye-one"

MEASUREMENT_SOURCE "lllumination=D50 ObserverAngle=2° WhiteBase=Automatic Filter=No"
KEYWORD "SamplelD"

KEYWORD "SampleName"

BEGIN_DATA_FORMAT

Samplel D SampleName XYZ X XYZY XYZZ Llabl Laba Labbh
END_DATA_FORMAT

NUMBER_OF_SETS 2

BEGIN_DATA

1 Al 89.17 92.42 73.82 96.99 0.11 2.08

2 B1 57.80 57.05 35.88 80.21 6.92 14.34
END_DATA

Estos datos nos permitiran apreciar los cambios de tonalidad real de nuestras probetas.

Aplicacién delacola

A paletina. Antes y después de cada aplicacion, pesado de la cola en € balanza
digita. De esta manera podremos saber la proporcion de cola aplicada por
centimetro cuadro (cm2).

Hemos aplicado en cada una de |as partes (en las 10 losetas): ~ 0’ 13g por cm?
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M edicidon de blanco dela tabla (Eye-one)

L os datos obtenidos después de la aplicacion de la cola son:

LGOROWLENGTH 01

CREATED "11/7/2008" # Time: 11:52

INSTRUMENTATION "eye-one"

MEASUREMENT_SOURCE "lllumination=D50 ObserverAngle=2° WhiteBase=Automatic Filter=No"
KEYWORD "Samplel D"

KEYWORD "SampleName"

BEGIN_DATA_FORMAT

SamplelD SampleName XYZ_X XYZY XYZZ LablL Laba Labb

END_DATA_FORMAT

NUMBER OF SETS2

BEGIN_DATA

1 Al 76.26 79.27 57.54 91.35 -0.33 7.72
2 Bl 50.29 48.81 26.97 75.34 8.80 19.70
END_DATA

De todos estos datos, que aparecen en |las tablas del Eye.one los que nos interesan son,
los 3 Ultimos donde observamos la diferencia entre el antes y e después de la
aplicacion de la cola

Antesdelacola Despuésdelacola
LablL Laba Labb LablL Laba Labb
96.99 0.11 2.08 91.35 -0.33 7.72
80.21 6.92 14.34 75.34 8.80 19.70

Una vez que ya hemos preparado las probetas pasamos a realizar las experiencias con
bacterias en € Laboratorio de Microbiologia del Departamento de Biotecnologia de la
Escuela de Ingenieros Agronomos de la Universidad Politécnicade Vaencia
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5.2 Ensayos micr obiol 6gicos

En este ensayo |o que se pretende es:
» El cultivo en un medio liquido para obtener masa celular.
» Aplicacion alaprobeta.
» Retirada de los empacosy evaluacién de |os resultados.

- Materiades:
L as probetas:

v 10 losetas con cola aplicada.
v Tablade mortero de cal con colaaplicada

L os portantes:

v Sepiolitay papel japonés.
v' Algodén.
v Agar.

L as bacterias empleadas:

v DSMZ 5190 Pseudomonas stutzeri
v CECT 4899 Pseudomonas stutzeri

Medios de cultivo:
v' Mediosliquidos:

» Medio base mineral M9
» Caldo de aguamarina
» Cado Comun

v Medios sdlido:

» Agar nutritivo y adicionado con cola.
> Agar Plate Count.

Otros materiaes de |aboratorio:

Matraz.

Placas Petri.

Agitador orbital.

Centrifuga

Autoclave.

Tubos estériles desechables con tapa de rosca, etc

AN NN NN
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Otros materiales necesarios para la practica:

Agua estéril
Espétula.
Bisturi.
Pinzas.
Alcohoal, etc

AN N NANAN

- Obtencién de las bacterias:

Se adquieren las dos cepas de Ps. stuzeri. Una obtenida a través de la Coleccion de
Cultivos Tipo Alemana DSMZ 5190, y que es una de las estudiadas en la
bibliografia consultada™. La otra cepa fue obtenida a través de la Coleccion
Espaiiola de Cultivo Tipo; se trata de la cepa CECT 4899 la cua, aun no esta
estudiada en este campo.

Las bacterias llegan al laboratorio liofilizadas™ por lo cual tienen que rehidratarse
para su activacion y para ello, primero se introducen en un medio liquido y después
en uno solido.

En la primera fase e medio liquido empleado es caldo comin para la cepa DSMZ
5190 y paralacepa CECT 4899 se empled caldo agua marina.

Y € segundo paso es resembrarlas en medio solido y para ello se empled el agar
nutritivo donde se observaba crecimiento y agar adicionado con cola donde la
bacteria no crecio hasta una segunda resiembra (el porcentaje era de un 1% de colay
un 2% de agar).

Una vez que se observo crecimiento en el medio solido se pasd ainocular las cepas
en el medio mineral M9 con cola, y para observar € crecimiento se ensayaron tres
concentraciones del medio M9 con lacola.

El medio Mineral M9 empleado se compone de (g/l):

- Na POyt 6
- KH; PO4: 3
- NH4Cl: 1
-  NaCl: 05

'8 Process For Bio-Cleaning of The surfaces of objects of various chemical Natures and Building.

19 a liofilizacion es un proceso en € que congela el aimento y una vez congelado se introduce en una
camara de vacio para que se separe €l agua por sublimacién. Mediante diversos ciclos de congelacion-
evaporacion se consigue eliminar précticamente la totalidad del agua libre contenida en e producto
original.
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Se trata de un medio tan sblo provisto de sales que obliga a la bacteria a activar la
capacidad enzimatica que nos interesa ya gque, su Unica fuente de carbono es através
de lacola que le hemos afiadido al medio M9.

Se ensayaron tres concentraciones para observar e crecimiento de la bacteriay ver
cua de los tres porcentgjes de cola, era el mas propicio parael desarrollo de ésta.

L os porcentgjes de cola en medio mineral M9 fueron:

Al 0'5% de cola
Al 1% de cola
Al 5% de cola

Se inocularon matraces de 300 ml de medio liquido con 3 ml de una suspension
bacteriana, obtenida del crecimiento en placa resuspendido en un tubo de agua
estéril. Estos matraces se incubaron a 28 °C en agitador orbital a 130 r.pm. durante
24 horas. Se observé crecimiento en todas las concentraciones de cola ensayadas y
se escogio la concentracion del 1% por ser la utilizada en la bibliografia consultada.

Para |a obtencién de masa celular se inocularon tres matraces de 300 ml de medio
mineral M9 adicionado con e 1% de cola de cada una de las cepas, CECT 4899 y
DSMZ 5190. El cultivo se incubo a 28 °C durante 24 horas en agitacion orbital de
130 r.p.m.

Las células bacterianas de los 900 ml del cultivo se concentraron mediante
centrifugacion a 4200 r.p.m. durante 15 minutos. Las bacterias concentradas se
resuspendieron en 500 ml de medio mineral M9, siendo ésta la solucion bacteriana
utilizada para | os ensayos microbiol 6gicos.

- Disefio de la practica:
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Leyenda:
Bl Agua sélo con los portantes

B Cepo CECT 4899
B Cepa DSMZ 5190

Para este ensayo se han dispuesto tres bandejas una por cada cepa de la bacteria.

- UnaparalacepaDSMZ 5190.
- Otraparalacepa CECT 4899.
- Y otraen laque sdlo hemos puesto |os portantes con agua destilada estéril como

control.

ParalaCepaDSMZ 5190  ParalaCepa CECT 4899 CONTROL
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- Portantes. Preparacién v aplicacion.

v Agar:

Se prepara agar a 2% a doble concentracion y se esterilizaa 121 °C durante 15
minutos, una vez atemperado a 45 °C se aflade igual volumen de solucion
bacteriana en M9 obteniéndose agar al 2% para su aplicacion sobre la probeta.

El modo de aplicacion ha sido por vertido de 50 ml en las probetas. Dejandolo
secar hasta que solidificara.

Enfriamiento del Agar hasta obtener la Mezclando €l Agar con la bacteria
temperatura de 45°C

Vertido del Agar con labacteriasobrela  Vertido del Agar con labacteria sobrela
probeta probeta

33
|sabel Casanova Bevia



Méster en Conservacion y Restauracion de Bienes Culturales
Limpieza de obra mural mediante el uso de bacterias

v Sepiodlita:

Se utilizo la solucién bacteriana para humectar |a sepiolita hasta conseguir una
pasta homogénea de textura apta para la aplicacion, por cada 40g de sepiolita
se necesitaron 70 ml del medio M9 con la bacteria.

Modo de aplicacion:

Para esta aplicacién se ha seguido la misma metodologia que se utiliza para su
aplicacion sobre obra mural. Se ha aplicado una primera capa de papel japonés
(la cual nos ayudara después a retiro de la sepiolita de la superficie) y sobre
ésta se aplica la sepiolita. Y una vez aplicada se vuelve a cubrir con otra capa
de papel japonés que mantendra el portante himedo y evitara la excesiva
evaporacion del agua.

Detalledela aplicacion Una vez aplicada
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v Algodon:

El algoddn se cort6 ala medida de cada loseta 'y se aplicd sobre la superficie
dos capas de algodon.

Modo de aplicacion:
Sobres las dos capas de algoddn se vierte la solucion bacteriana. Para cada
empaco de algoddn se necesité 100 ml del medio M9 con la bacteria.

Este fue el empaco empleado también parala probeta del mortero de cal.

Vertido del medio en laslosetas Vertido del medio en las|losetas

Vertido del medio en el mortero decal Vertido del medio en € mortero decal

En & mortero de cal, se colocaron dos empacos de algodén para cada cepa bacteriana
ensayada y dos empacos con agua destilada estéril. Los empacos con bacterias se
inocularon, uno con 100 ml de la solucion bacterianaen M9y el otro se inocula con 100
de medio M9 con 1 % de cola crecido. Una vez aplicados |os portantes se cubrieron las
bandejas con bolsas de plastico y la tabla de mortero de cal para evitar la evaporacion
rapida del agua. Latabla de mortero se incuba a temperatura ambiente.
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Las losetas se incubaron en estufa a 28 °C durante dos dias, revisandolas periodicamente
para comprobar que los portantes seguian humedos y s no fuera asi, volver a
humectarlos.

28-30°C.
ESTUFA PARA HONGOS

Estufa de hongos '

Estufa de hongos

En la primera revision se observo qué probetas inoculadas con bacterias no necesitaban
ser humectadas mientras que las probetas control de sepiolita presentaban un aspecto
mMas reseco y agrietado por o que se procedié a humectarla con agua destilada estéril.
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Humectacion de la sepiolita en la bandeja Detalle del empaco de sepiolita
control

Se ensayaron dos tiempos de contacto de los portantes con las probetas. Transcurridos
dos dias, se procedié aretirar la mitad de todos |os empacos para ver 10s resultados del
ensayo alas 48 horasy lasegunda parte seretiré 3 dias mas tarde.

: s -

LN F

Lasbandejascon losportantes Lasbandejascon los portantes L asbandejas con los portantes
transcurridos dos dias transcurridos dos dias transcurridos dos dias

Control CECT 4899 DSMZ 5190
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Retirada dela sepiolita Retirada de la sepiolita
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Foto delas bandejasretirado Foto de las bandejas retirado Foto delas bandegas retirado
la mitad del portante lamitad del portante lamitad del portante
CECT 4899 DSMZ 5190

Fotografias del proceso de la retirada de la mitad de los portantes
(transcurridos dos dias)
De latabla del mortero de cal.

Latabla antesdel retiro dela mitad del Retiro dela mitad del portante
portante

Detalletrasel retiro del portante Detalletrasel retiro del portante
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El material retirado de cada una de las mitades de los portantes, fue introducido en
recipientes estériles, para realizar un recuento de células viables y comprobar, de esta
manera, cuantas bacterias estan vivas transcurridos dos dias.

Cepa DSM Z 5190 Cepa CECT 4899

Tras esto se volvieron aintroducir las bandejas, en la estufa a 28°C.
No se han limpiado las zonas donde se retiraron los empacos para poder comprobar si
guedaban restos de cola.

Transcurridos los cinco dias pasamos aretirar €l resto del empaco con la bacteria.
Laretirada serealizé de igual modo que la anterior.

Fotografias del proceso de retirada de la otra mitad de los portantes
(transcurridos cinco dias)
Delaslosas

Detalleretiro empaco de Detalleretiro del empade Detalleel retiro del paco
sepiolita agar de Algodon
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Fotografias del proceso de retirada de la otra mitad de los portantes
(transcurridos cinco dias)
Delatabladel mortero de cal

Detalle del retiro del empaco de algoddn Detalle del retiro del empaco de algodon
Detalle del retiro del empaco de algodén Detalle del retiro del empaco de algodon
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Parte practica con las enzimas

- Materides:

Preparado enzimatico — Mix Enzimi. Se trata de un kit compuesto por tres elementos,
que son:

v Laenzima.
v Lasustancia tampon.
v Lasdivaartificial.

Arbocel BWW 40.
Unade las |osetas.

- Redlizacion de la préctica:

En primer lugar se ha dividido laloseta en cuatro partes.
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A cada una de estas porciones se dieron tiempos de contactos distintos.
L os tiempos fueron:

v' Paralaprimera 20 minutos.
v Paralasegunda 40 minutos.
v' Paralatercera 60 minutos.
v Paralacuarta 80 minutos.

Para mantener la humedad de la enzima se aplicd sobre ésta Arbocel BWW 40.
Y amedida que se va retirando la encima de la superficie se lava la zona con la saliva
artificial.

Durante este proceso no se empled ningun objeto metdlico para evitar los iones
metdlicos, ya que pueden influir en la actividad enziméatica.
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Fotografias de la aplicacion de las enzimas

Aplicacion dela enzima M edicion del Ph

Arbocel BWW 40 Empaco de arbocel con la enzima
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6. Resultados.

LOSETAS
Bacterias:

De los empacos retirados a las 48 horas de su aplicacion se realizaron recuentos en
placa de céulas viables mesofilas en agar plate count.

Resultado de |l os recuentos (n° de células viables/gramo de empaco)

Portante Cepa CECT 4899 Cepa DSM Z 5190
Agar 1'4.10° 1'0-10°

Sepiolita >3'0-10° 210

Algodén 86-10’ >3'0-10°

A lavista de los resultados de los recuentos podemos deducir que la carga microbiana
original de los empacos de sepiolitay algodon se ha desarrollado durante la incubacion
dando como resultado recuentos més altos que los obtenidos en el agar estéril, que sélo
estaba inoculado por las cepas de pseudomonas.

Por lo tanto sdlo resultan fiables, en cuanto a la viabilidad de las pseudomonas en las
probetas, |0os empacos de agar.

A los cinco dias de actuacion se realizan recuentos de viables mesofilos en placa de los
dos empacos de agar siendo los resultados mayores a 3.0 10° células viables/gr de
empaco.

Esto demuestra que la carga de pseudomonas no solo se ha mantenido viva en €
empaco en contacto con la cola sino que ha aumentado considerablemente su numero, 1o
gue nos lleva a pensar que se han adaptado al medio y ala utilizacion del sustrato como
nutriente.

Después e contacto durante 48 horas los resultados fueron satisfactorios en las losetas,
ya que parecia haberse retirado la gran mayoria de la cola aplicada sobre todo en las que
se aplico la cepa CECT 4899. En las que aplicd la cepa DSMZ 5190 se podia observar
gue aun quedaban restos de cola.
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Portantes (dos dias):

El algoddn no deja restos en superficie y parece retirar la gran mayoria de la cola.
Ademas de mantener la humedad que |a bacteria necesita.

La sepiolita tampoco deja restos aunque no mantiene la humedad que necesita la
bacteriay se debe controlar mas.

Y el agar, no dgja restos, no mancha la superficie, es sencillo de quitar y mantiene la
humedad que |a bacteria necesita para que actlie sobre la cola.

- Resultados a los cinco dias:
Después de trascurridos cinco dias de contacto los resultados fueron méas
satisfactorios, ya que parecia haberse retirado la totalidad de la cola aplicada tanto con

la cepa CECT 4899 como con lacepa DSMZ 5190.

Aungue también podemos apreciar cierta coloracion de las |osetas sobre todo donde se
aplico el portante de sepiolita.

Portantes (cinco dias):

El algoddn en las losetas, no deja resto en superficie, parece retirar la gran mayoria de
la cola. Ademés mantiene la humedad que |a bacteria necesita.

La sepiolita tampoco deja restos, aunque sigue sin mantener la humedad que necesita
la bacteria por |o que se debe controlar mas. Parece colorear la superficie.

Y € agar, no deja restos, no mancha la superficie, es sencillo de quitar y mantiene la
humedad que |a bacteria necesita para que actle sobre la cola.

El control realizado con agua destilada estéril removio la cola, dejandola reblandecida
y eliminando parte de €ella a eliminar el empaco, sin embargo a los cinco dias los
empacos de sepiolitay agar habian sido colonizados por hongos filamentosos que no
habian aparecido en los empacos inoculados por pseudomonas.

Al retirar los empacos guedaron restos de algodon adheridos a la superficie y en €l
caso de la sepiolita manché la zona tratada.

TABLA DE CAL

En la tabla de mortero de cal si que se noto cierta diferencia entre las cepas
obteniendo un mejor resultado en las zonas donde se aplico la cepa CECT 4899.

En los empacos de algodédn inoculado con medio de 1 % de cola crecido, &l retirar los
empacos a los 5 dias parecia llevarse parte del mortero ademas de dejar restos en
superficie, aunque lo suficientemente reblandecida para retirarla con una accion
mecanica leve.

46
| sabel Casanova Bevia



Méster en Conservacion y Restauracion de Bienes Culturales
Limpieza de obra mural mediante el uso de bacterias

Fotografiastraslaretirada de los empacos con bacterias

L osetas
Detalle de una dela losetas

Detalle deuna dela losetas Restos de la cola, empaco de la cepa Alemana

Restos de la cola, enpaco de |la cepa alemana Zona de la cepa espariola, parece no quedar
restos
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Observacion de las losetas con luz ultravioleta.

En estasfotogr afias, podemos apreciar una cierta fluorescencia de las bacterias sobre todo de la
cepa CECT 4899 (espafiola)
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Enzimas:

Tras redlizar la préctica con las enzimas se observé que a mayor tiempo de contacto de
las enzimas con la superficie, mayor era su poder de limpieza. Aunque no se consigue la
eliminacion por completo de los retos de cola.

A menos tiempo de contacto |os retos de cola se quedan en superficie y son facilmente
visibles.

Y a mayor tiempo de contacto los retos de cola que quedan se han introducido en la
superficie de la probeta, porque hatenido una mayor disolucién.

Por lo que los resultados obtenidos de la experimentacion con las enzimas siguen siendo
insati sfactorios.

Fotografias del proceso limpieza con enzimastras su retirada

Fotografia delalosetatraslaretirada de la enzima
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7. Conclusiones

50

Como ya hemos dicho que a los sistemas de limpieza se les pide, y sobre todo a los
acuosos, que sean selectivos a la hora de eliminar la suciedad de la obra'y ademés
gue tengan una accion localizada, podemos concluir gue hay elementos gjenos a la
obra, sustratos a eliminar, que son dificilmente eliminables con cuaquiera de los
métodos expuestos.

L as bacterias segun las investigaciones, serian un buen sistema para la eliminacion
de colas animales envejecidas, nitratos y sulfatos, nada faciles de eliminar con los
métodos tradicionales, por ello e uso de bacterias nos facilitaria la eliminacion de
tales sustancias.

La Pseudomona, que es la bacteria sobre la que trata este pequefio estudio, nos
facilita la eliminacién de colas animales, sin dafar la superficie mural, ni la patina
de lamisma. De hecho en la bibliografia consultada €l empleo de estas bacterias les
ha dado muy buen resultado.

Se presentan como una aternativa y rival a los disolventes tan nocivos para € ser
humano, ya que se trata de una sustancia no toxica.

La desventgja que tiene este tratamiento seria los tiempos de contacto con la
superficie de la obra, ya que se trata de tiempos més largos que los tratamientos
tradicionales.

En este estudio e portante que mejor resultado ha dado ha sido el agar, ya que no ha
dejado manchas ni restos sobre la superficie, mantiene la humedad y esto evita tener
que controlar frecuentemente el empaco para aportarle humedad manteniendo de
este modo las condiciones mas adecuadas para la bacteria. Ademéas de ser muy
sencillo deretirar de la superficie.

Y alainversa, e que peor resultados ha dado es la sepiolita, llegando a colorear la
superficie de la probeta transcurridos cinco dias del empaco. Ademas de ser €
empaco sobre el que mas control debemos gjercer, pues es € gue antes pierde la
humedad.

Los empacos de algoddn son los que han dado un resultado intermedio ya que
mantienen la humedad, lo que no evita e continuo control, aunque por otro lado
deja algunos restos en superficie, aungue facilmente eliminables.

Sin llegar a establecer las condiciones méas apropiadas para nuestras bacterias, 1os
resultados han sido bastante positivos.

En el futuro se pueden hacer estudios para averiguar |as condiciones mas apropiadas
para potenciar su accion selectiva.

Esto tan solo, ha sido un pequefio acercamiento a las grandes posibilidades que
aportan las bacterias dentro del campo de la Restauracion.
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Titulodd Articulo

Bioremediation of
Cultural Heritage:
Renoval of Sulphates,

Nitrates and Organic
Substances.

Improved  methodology
for bioremoval of
Historical stone artworks
by use of sulphate-
reducing bacteria.

Titulodel Articulo

Advantages of using
microbial technology over
tradicional chemical
tecnology in renoval of
black crust from stone

Afo

2006

Afo

2007

I nvestigacion realizada

Desarrollo de un sistema mdltiple de
tratamiento para €l retiro biol6gico de
sulfatos, nitratos y material organicos a
través de la utilizacion y seleccion de
bacterias.

Dicho estudio consisti6 en la
investigacion de microorganismos con
una alta capacidad de reduccién de
sulfatos, de desnitrificacion vy

biodegradacion de materiales
organicos.
Bacterias empleadas en la

investigaciéon por su
desnitrificacnte:
Pseudomona stutzeri (RZ94).
Pseudomona stutzeri (GB94).

capacidad

La bacteria empleada para la capacidad
de biodegradacién fue:
Pseudomona (A29).

Y las utilizadas para la reduccién de
sulfatos fueron:

Desulfovibrio vulgaris.

D. Desulfuricans.

Tambien se realizo un estudio entre
diferentes portantes para ver cual era el
mejor Biofilm para las bacterias. Se
estudiaron:

Sepiolita.

Hydrobiogel 97

Las bacterias utilizadas en esta
investigacion son las bacterias
reductoras de sulfatos (BRS) para el
retiro de costras negras.

Las bacterias con las que se realizo
esta investigacion fuero:

Desulfovibrio vulgaris subps. VVulgaris
ATCC29579.

En este estudio se avanzo evitando la
precipitacion del sulfuro de hierro a
través de un filtrado del medio que
quedo desprovisto del mismo.
También se realizaron un estudio con
tres portantes para ver cua erael
Biofilm més apropiado. Dichos
portantes fueron:

Sepiolita

Hydrobiogel-97

Carbogel.

Quedando demostrado que el Carbogel
es el que mantiene |as condiciones mas
apropiadas

I nvestigacion realizada

En este aticulo se realizo una
comparativa entre dos métodos de
limpieza para el retiro de la llamada
corteza negra de |os monumentos.

El método tradicional empleado en el
estudio fue el de EDTA de carbonato
de amonio que fue comparado con el
método biolégico en e cua se
emplearon BRS.
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surface  of historical

monuments

Microbial Clacification of 1988
gypsum-rock and
sulphated marble.
Experimental studies on 1988
conversion of gypsum to
calcite by microbes.
Bioremediation of 2006
weathered-building stone
surface.
Removal of sulphatess 1992
crust from marble using
sulphate-reducing
bacteria.

Titulo del Articulo Afio
Impregno d 2008
microorganismo nella

biopolitura di affreschi, Il
Camposanto de Pisaz Un
Progetto  di Restauro
Intagrato.

Las bacterias RS utilizadas fueron:

D. vulgaris subps. Vulgaris ATCC
29579

Dicha bacteria fue suspendida en un
medio de almacenamiento intermedio
de fosfato que contenia lactato, como
donante de electrones. Esto evita la
colonizacién de  microorganismos
subsecuentes a uso de dichas
bacterias.

Propusieron €
reductoras  de
particular:
Desulfovibrio.
Desulfuricans
Y segln sus estudios decian que dichas
bacterias podian transformar e yeso.
Por lo que sugirieron que esto era tanto
un tratamiento de limpieza como
conservativo.

Tambien sugirieron que el uso de BRS
era tanto un tratamiento de limpieza
COMmo conservativo.

Y se observo la formacién de
carbonatos nuevo lo que implicaba que
también podia ser il paa la
consolidacion.

Se observo que los carbonatos nuevos
eran:

- Menos solubles.

- Eran més resistentes a la accion
mecéanica.

Se mejoro €l sistema de envié de las
bacterias reductoras de sulfatos (BRS)
evitando la precipitacion del sulfato.
Utilizando la especie:

D. vulgaris subps. Vulgaris ATCC
29579

Aunque en este estudio se dice aun que
las ventgjas y desventgas de este
método quedan por probar.

En este estudio fue la primera vez que
se utilizaron las bacterias reductoras de
sulfatos (BRS) para la eliminacién de
lallamada corteza negra.

Y durante su utilizacion en este estudio
de puso a descubierto que era
necesario antes de su utilizacion la
consolidacion de la pieza. Ya que, este
método se utiliza por inmersion.

Y debido quedaron a descubierto
también dos desventajas:

- La pieza a trata debia de ser de
pequefio tamafio.

- Y que era importante la previa
consolidacién de la pieza.

uso de bacterias
sulfatos(BRS) en

I nvestigacion realizada

Se realizo un proyecto en e cua se
estudiaron bacterias y se utilizaron
bacterias para la eliminacion de cola
animal envejecida.

Ya que, los métodos tradicionales
utilizados para la eliminacion de
dichas colas no funcionaban de ahi
que se buscara un método alternativo
menos agresivo con laobras de arte.

Como método mejorado en este
estudio se empleo como portante de
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The use of micro 1997
organisms  from the
remova  sulphates on

artisties stoneworks.

Bacterid bio-mediated
cacite precipitation for
monumental stone
conservation: methods of
evaluation.

1999

Conservation of 2003
ornamental  stone by
Myxococcus Xantus —
indice carbonate

biomineralization.

Biomedited reinforcement 2006
of weathered calcareous

stone.

Titulo ddl Articulo ANO

Art-loving bugs. Te *“2005
resurrection of Spinello
Aretino from Pisas

cementery.

“2003-
2004”

Biotechnology applied to
cultura heritage:
biorestoration of
frescoes using viable
bacterias cells an

las bacterias BRS la sepiolita por su
cualidad de inorgénica

Se utilizaron para el estudio tres tipos
de  bacterias reductoras  de
sulfatos(BRS) que fueron:

- D. Desulfuricans ATCC13541 y
ATCC 29577.

- D. vulgaris subps. Vulgaris ATCC
29579.

Esta Ultima BRS demostro ser la que
tenia las mejores cualidades para el
retiro de sulfatos incluso bajo
condiciones de tension baja.

En este estudio se observo la neo
formacién de carbonatos y se sugirié
el uso de varios tipos de bacterias para
esto.

Las bacterias sugeridas por €l estudio
fueron:

- Micrococo.

- Bacilo.

Se sugiere la idea del uso del
Myxococcus Xantus para inducir la
mineralizacion del carbonato.
También se observo un crecimiento
negativo de microorganismos al
evitarse la presencia de aimento
organico.

Se reconoce la formacion de una
matriz organica producida por las
bacterias.

También recomiendan que durante los
estudios de dichas bacterias se haga
un seguimiento de las enzimas
responsables de esto. Al que las
bacterias que son capaces de esto.

I nvestigacion realizada

Se describe la metodologia
empleada para establecer las
mejores condiciones de las
bacterias mejorando de este
modo la eficacia de esta en el
tratamiento.

También exponen que usando
bacterias viables es mucho mas
bagjo que otros métodos
convencionales.

Se demostro la eficacia de las
bacterias Stuzari para la
retirada de las gasas que
cubrian las pinturas de
Spinello ya que, la bacteria era
capaz de digerir
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ARNo

(1979)
(1979)

(1981)

(1982)

(1983)

(1985)

(1991)

Investigacion realizada

Estudiaron la deposicion de carbonatos causado por €l
crecimiento y la actividad metabdlica de los
estromatolitos del desierto que produciran la
interceptacion y precipitacion del sedimento.

Comenta la posibilidad del uso de microorganismos
desnitrificantes. Y la importancia de la pruebas
precliminales para una buena identificacion de las
condiciones de vida de las bacterias( Ph, medio de
cultivo, condiciones(anaerdbica o aerébica), etc)

Se habla de la Pseudomona y que en condiciones
anagerdbicas pueden reducir los nitratos dando lugar a
productos gaseosos tales como el oxido nitroso y el
nitrégeno.

Determinan el grado de agotamiento del sulfuro en una
solucion de Desulfovibrio (BRS) experimentado en
laboratorio.
Optimizaron e medio microbiano para evitar la
precipitacion negra del hierro y mejoraron su funcién
delimpieza

Observaron que algunas caracteristicas ambientales
podian influir en la precipitacion de los carbonatos,
tales como las fuerzas idnicas el medio.

Estudio bajo condiciones del laboratorio para obtener
labiocomversion del yeso de larocade calcita
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(1994)

Se consiguid aislar la tension perteneciente a género
vibrion demostrando que podian provocar la formacion
cristales de magneso y que podian variar la
concentracion de la misma dependiendo del medio
proporcionado.

Los ensayos demostraron que Mg2+ posee un efecto
inhibidor sobre la precipitacion del carbonato.
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