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RESUMEN: El desarrollo fúngico en pinturas al óleo sobre lienzo supone el deterioro de los materiales por la acción 
enzimática y liberación de ácidos grasos durante sus procesos vitales, como la solubilización de los pigmentos, la debilidad 
estructural de los estratos o cambios cromáticos. Este trabajo, enmarcado en una tesis doctoral sobre el uso de biocidas 
naturales y ecosostenibles en procesos de restauración de pinturas al óleo biodeterioradas por hongos, evalúa a través de 
ensayos in vitro las capacidades biodeteriorantes de hongos aislados de una pintura al óleo sobre lienzo: “Paisaje urbano”, 
obra atribuida a Antonio Iglesias, del siglo XX. Para ello, se ha utilizado un medio de cultivo sólido modificado con 
pigmentos, siguiendo el modelo de Vacar, L et al., (2022) pero utilizando tierra sombra tostada, rojo inglés, ocre amarillo 
y azul ultramar (CTS®), este último, de naturaleza sintética. En la parte experimental del trabajo, se inocularon colonias 
de siete dias de crecimiento en las placas Petri, y se cultivaron durante siete días más a 28ºC en estufa, repitiéndose el 
ensayo por triplicado. El grado de afección de las colonias sobre de los pigmentos se evaluó midiendo los posibles cambios 
colorimétricos. A través de este ensayo se ha podido cuantificar el grado de afección de los pigmentos debido al deterioro 
fúngico producido por Aspergillus westerdijkiae y Penicillium rubens, siendo un aspecto fundamental para conocer los 
riesgos que supone la presencia de estos microorganismos en las pinturas, y el punto de partida para el desarrollo de 
nuevas estrategias de conservación-restauración ecosostenibles. 
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English version 

 
TITTLE: “In vitro” evaluation of fungal biodeterioration in oil-on-canvas paintings within the framework of 
developing sustainable conservation strategies. 

 
ABSTRACT: Fungal development in oil-on-canvas paintings supposes the deterioration of materials due to enzymatic 
action and the release of fatty acids during their life processes, such as pigment solubilization, structural weakening of 
layers, or chromatic changes. This work, framed within a doctoral thesis on the use of natural and eco-sustainable biocides 
in restoration processes of oil paintings biodeteriorated by fungi, evaluates through in vitro tests the biodeteriorative 
capabilities of fungi isolated from an oil-on-canvas: “Paisaje urbano”, a work attributed to Antonio Iglesias, from the 20th 
century. For this, solid culture mediums were modified with pigments, following the model of Vacar, L et al., (2022), but 
using burnt umber, English red, yellow ochre, and ultramarine blue (CTS®), the latter being of synthetic nature. In the 
experimental part of the work, seven-day-old colonies were inoculated and cultivated for seven days at 28°C in an 
incubator, repeating the test in triplicate. The degree of impact of the colonies on the pigments was evaluated by measuring 
possible colorimetric changes. Through this test, it was possible to quantify the degree of pigment damage due to fungal 
deterioration caused by Aspergillus westerdijkiae and Penicillium rubens, a key aspect in understanding the risks posed 
by these microorganisms in paintings, and the starting point for the development of new eco-sustainable conservation- 
restoration strategies. 

KEYWORDS: Oil-on-canvas painting, Pigments, Fungal biodeterioration, Conservation-Restoration.



28

ARCHÉ. PUBLICACIÓN DEL INSTITUTO UNIVERSITARIO DE RESTAURACIÓN DEL PATRIMONIO DE LA UPV - Núms. 16, 17 y 18 – 2021, 2022 y 2023

 
 
 

1. INTRODUCIÓN 

El Patrimonio Cultural se encuentra presente en los 
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) en el marco 
de la Agenda 2030 de la Unión Europea como un 
elemento a proteger y conservar, tal y como indica el 
ODS 11.4. (Guzmán et al., 2017). Sin embargo, la 
conservación-restauración del Patrimonio Cultural tiene 
una responsabilidad añadida, en tanto en cuanto debe 
utilizar materiales y metodologías que garanticen una 
correcta sostenibilidad medioambiental (ODS 6. Agua 
limpia y saneamiento) y que garantice la atoxicidad para 
las personas (ODS 3. Salud y Bienestar), además de no 
contribuir al cambio climático (ODS 13. Acción por el 
clima). En este sentido, la “conservación verde” juega 
un papel fundamental y su desarrollo también se 
potencia a través de los diferentes programas 
financiados por los fondos Horizonte 2020 de la Unión 
Europea mediante la innovación en productos, 
estrategias y tecnologías verdes aplicables a la 
conservación y restauración (Baglioni and Chelazzi, 
2021). 

En este marco I+D+i enfocado a promover la 
sostenibilidad en los procesos de conservación y 
restauración se encuentra el proyecto ANTIMICOTIC 
(2020-2022) financiado por la Agencia Estatal de 
Investigación a través del Ministerio de Ciencia e 
Innovación del Gobierno de España, y que tenía como 
fin el análisis del uso de preservantes atóxicos 
sostenibles en tratamientos de conservación y 
restauración de colecciones tan diversas como pueden 
ser las colecciones patrimoniales universitarias. En el 
marco de este proyecto se inició un trabajo final de 
máster que ha continuado con una tesis doctoral. Dentro 
de esta última se halla inscrito este trabajo, que estudia 
la aplicación y compatibilidad cromática, mecánica, 
químida y biocida de sustancias fungicidas naturales y 
adhesivos empleados en la consolidación-fijación de 
pintura al óleo sobre lienzo con problemas estructurales 
y de biodeterioro. 

 
La pintura de caballete, y concretamente la pintura al 
óleo sobre lienzo, es una técnica artística materialmente 
muy compleja, compuesta por materiales orgánicos 
como celulosa, proteínas, lípidos o gomas, presentes en 
los diferentes estratos, así como materiales inorgánicos 
como los pigmentos generalmente presentes en los 
estratos pictóricos (Colombini et al., 2022). Todos estos 
materiales orgánicos y algunos pigmentos son 
susceptibles a la acción deteriorante de los hongos si se 
alcanzan las condiciones ambientales ideales de 
proliferación y desarrollo de este tipo de 
microorganismos. Estas condiciones se cumplen si se 
supera el 70% de Humedad Relativa (HR) y la 
temperatura se sitúa entre los 25-30ºC. La proliferación 
de hongos es causa de una serie de patologías a nivel 
estructural, debido a la penetración del micelio 
vegetativo en la superficie, pero también estéticas y 

químicas, debido a la segregación de sustancias externas 
(López-Miras, Piñar, et al., 2013a; Sterflinger, 2010; 
Sterflinger and Piñar, 2013). Las condiciones ideales 
para el biodeterioro son habituales en los almacenes de 
pequeños museos y colecciones. Asimismo, se dan 
episodios ocasionales como inundaciones o filtraciones 
de humedad, siendo la proliferación de hongos en las 
pinturas un problema recurrente en zonas de ambientes 
húmedos o lluviosas. 

Entre los daños estéticos (Figura 1) derivados de la 
existencia de biodeterioro asociado a patologías 
fúngicas en los estratos pictóricos de una pintura al óleo 
sobre lienzo, se encuentran la alteración de los 
pigmentos (Salvador et al., 2022) y excreción de nuevas 
sustancias colorantes por parte de los hongos (Poyatos et 
al., 2018). Estos deterioros, como los de tipo estructural 
o mecánico, se producen a causa de las enzimas y 
sustancias ácidas segregadas (Beata, 2020; Okpalanozie 
et al., 2016), y de las sustancias coloreadas segregadas 
como mecanismo de defensa en situaciones de estrés 
(Cordero and Casadevall, 2017) como la asperversina 
(amarillo) en el caso del Aspergillus versicolor, o la 
nigerina (negro) en el caso del Aspergillus niger (de 
Oliveira et al., 2022). 
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Figura 1. A) Probeta de pintura al óleo sin biodeteriorar; B) y tras el 
biodeterioro producido por A. westerdijkiae 

 
Existen diversas técnicas de evaluación del biodeterioro, 
ya sea en laboratorio mediante el análisis in vitro 
(Trovão et al., 2020), mediante el uso de técnicas 
microscópicas (Poyatos et al., 2013), o combinando 
ambas. Por lo que respecta al análisis in vitro, pese a que 
tiene limitaciones, diversos equipos de investigación han 
realizado estudios con medios comunes o medios 
enriquecidos con los materiales constituyentes del 
Patrimonio Cultural para estudiar sus capacidades 
biodeteriorantes (Negi and Sarethy, 2019). Noohi & 
Papizadeh, 2022, analizaron la actividad celulolítica de 
Cladosporium phaenocomae, Curvularia buchloes y 
Alternaria infectoria en un medio de cultivo rico en 
carboximetilcelulosa (CMC), comprobando dicha 
actividad en medios de cultivo líquidos dentro de los 
cuales se introducía un fragmento de tejido. En este 
estudio, se determinó la presencia de celulasas 
segregadas por hongos y su capacidad de degradar la 
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celulosa de los soportes de las pinturas. Por otro lado, 
Văcar et al., 2022, estudiaron la sensibilidad de los 
pigmentos utilizados en la pintura de caballete a las 
colonias de Pennicilium chrysogenum y Trhicoderma 
citrinoviride determinando así que eran capaces de 
solubilizar ambos el azul ultramar sintético debido a la 
liberación de ácidos orgánicos y cambios de color en el 
pigmento blanco en el caso del T. citrinoviride. También 
realizaron perfiles de actividad enzimática analizando la 
producción de esterasas, lipasas, lecitinasas, caseínasas, 
gelatinasas y amilasas. Por otro lado, se han realizado 
ensayos de solubilidad de CaCO3 para determinar su 
susceptibilidad al biodeterioro, puesto que es un material 
empleado tanto en pintura mural, y como en pintura de 
caballete – como carga en las imprimaciones –, o es el 
material constituyente de muchos tipos de piedra 
utilizados en escultura (Trovão and Portugal, 2021). 

Para este trabajo, se ha utilizado como objeto de estudio 
una pintura al óleo sobre lienzo atribuida a Antonio 
Iglesias, de mediados del siglo XX (Figura 2). Esta obra 
sufre un estado de conservación deficiente y patologías 
derivadas del crecimiento fúngico, como se describirá 
posteriormente. 

 

A) B) 
Figura 2. Paisaje urbano. Antonio Iglesias, siglo XX. A) Anverso B) 
Reverso 

 
 
 

 
2. OBJETIVOS 

El objetivo principal de este estudio ha sido determinar 
las capacidades biodeteriorantes de los hongos 
identificados en la pintura sobre los pigmentos la pintura 
a través del muestreo y siembra de estos en diferentes 
medios de cultivo enriquecidos, para establecer un 

primer punto de partida en el desarrollo de estrategias de 
conservación sostenible, alineadas con los ODS. 

 
3. METODOLOGÍA 

Los medios de cultivo empleados en este ensayo fueron 
enriquecidos con los pigmentos más empleados en la 
pintura al óleo de los siglos XIX y XX (Caravá et al., 
2020; Caselli et al., 2018), atendiendo además a la 
sensibilidad al biodeterioro de los pigmentos y 
añadiendo el azul ultramar sintético, siguiendo la 
metodología de Văcar et al., 2022 en su artículo, aunque 
realizando algunas modificaciones. 

 
De esta manera, los pigmentos empleados fueron la 
tierra sombra tostada, rojo inglés, ocre amarillo y azul 
ultramar sintético, todos suministrados por CTS®. El 
resto de los componentes del medio fueron M9 Broth, 
compuesto principalmente por sales inorgánicas, 
Extracto de levadura y Dextrosa, además de agar-agar 
como gelificante. De esta manera, el medio estaba 
compuesto por: 1L de agua, 10g de glucosa, 1g de M9 
Broth, 0,05g de Extracto de levadura, 10g de pigmento 
y 15g de agar-agar. Después de preparar los cuatro 
medios, se esterilizaron en el autoclave y se vertieron en 
placas Petri de 90mm para posteriormente sembrar los 
hongos objeto de estudio: Aspergillus westerdijkiae y 
Pennicilium rubens (Figura 3). Estos hongos fueron 
aislados de la obra de Antonio Iglesias a través de la 
toma de muestras con hisopos de algodón estériles 
(Carlo et al., 2016) y seleccionados en anteriores 
investigaciones a través de una consecución de cultivos 
enriquecidos para determinar su potencial 
biodeteriorante (Sala-Luis et al., 2022). Una vez 
sembrados por triplicado, se cultivaron en una estufa de 
cultivo a 28ºC, y se realizaron controles de evaluación a 
los 7, 15 y 30 días mediante el análisis visual y 
microscopía óptica (Leica® MZ APO). 

 
 

Figura 3. Colonias objeto de estudio tras 7 días de crecimiento en 
medio de cultivo Saboroud Dextrose Agar
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Evaluación in vitro del biodeterioro fúngico en pinturas al óleo sobre lienzo en el marco del desarrollo de estrategias de conservación 
sostenibles
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4. RESULTADOS 

4.1. Alteraciones observadas en la obra pictórica 

La obra pictórica objeto de esta investigación presenta 
graves problemas estructurales debido a episodios de 
HR elevada y a colonizaciones fúngicas, dando como 
resultado una película pictórica frágil, con de adhesión 
entra los estratos pictóricos y el soporte. Se desconocen 
las condiciones de almacenamiento de esta obra, pues se 
adquirió en un rastro popular, pero previsiblemente ha 
estado expuesta a condiciones medioambientales 
inapropiadas tanto en lo relativo a HR como a 
temperatura. Además, en el vértice inferior derecho del 
lienzo y, coincidiendo con la zona más afectada tanto a 
nivel biológico como estructural de la policromía, se 
observan los efectos de un episodio puntual de 
humectación/mojado intenso que bien pudo ser 
provocado por una inundación o un fenómeno de 
condensación que afectó de manera parcial a la parte 
baja de la obra. Otra posible causa podría haber sido el 
contacto directo accidental con agua o con algún objeto 
que transfirió humedad de forma intensa en esa zona. En 
cuanto a los deterioros estéticos producidos por la 
presencia de colonias fúngicas se aprecia el 
enmascaramiento de la superficie por parte del micelio 
aéreo (Figura 4A) y manchas en forma de punteaduras 
en las zonas aledañas a las colonias fúngicas (4B). 

 

A) B) 
 

Figura 4. A) Biodeterioro en pinturas colonizadas por hongos. A) 
Enmascaramiento de la superficie pictórica; B) Manchas y 
punteaduras 

significativos en los pigmentos tierra. Sin embargo, cabe 
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Este cambio cromático se aprecia transcurridos siete 
días en el azul ultramar, con mayor intensidad (Figura 
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Figura 5. A) Medio de cultivo con azul ultrmar; B) cultivado con A. 
westerdijkiae; C) cultivado con P. rubens 
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Como ya se ha comentado, los hongos son capaces de 
alterar química y físicamente los materiales 
constituyentes, produciendo también cambios en el 
color. Las consecuencias del biodeterioro fúngico 
producido por Aspergillus spp. y Penicillium spp. - entre 
otras especies - en pintura al óleo sobre lienzo han sido 
recogidas por multitud de investigaciones en los últimos 
años, a través de ensayos que combinan análisis con 
microscopía y en laboratorio, utilizando métodos de 
ensayo in vitro. Este tipo de ensayos resultan muy útiles 
para, precisamente, conocer las capacidades 
biodeteriorantes de los hongos, además de ser ensayos 
rápidos y poco costosos (Trovão and Portugal, 2021). A 
través de este estudio se ha conocido como afectan esos 
microrganismos en condiciones de laboratorio a través 
de la siembra de estos en medios de cultivo enriquecidos 
con algunos de los pigmentos presentes en las pinturas 
al óleo sobre lienzo. 

 
En estudios similares de evaluación del biodeterioro a 
través de medios modificados con pigmentos, como los 
de Văcar et al., 2022 y Pavić et al., 2015 tomados como 
referencia para los ensayos in vitro de este trabajo, 
determinaron que tanto hongos como bacterias tienen la 
capacidad de desarrollarse y producir cambios de color 
en medios cuyo componente principal eran los 
pigmentos empleados en las obras de arte, además de 
producir actividad enzimática que deteriora materiales 
como la celulosa o aceites, presentes en los soportes y 
capas pictóricas de las pinturas al óleo sobre lienzo. En 
esta línea, los principales resultados obtenidos en este 
trabajo están acorde con los resultados publicados en el 
ensayo de Văcar et al., 2022, sobretodo en el caso del 
azul ultramar. La liberación de ácidos grasos o 
sustancias quelantes por parte de los hongos son 
seguramente los causantes de la decoloración de 
pigmentos, la mayoría compuestos por metales (López- 
Miras, 2011; Piñar and Sterflinger, 2009). 

Con relación a los cambios en la apariencia o el aspecto 
visual de la pintura ocasionados por la presencia y 
crecimiento de los hongos descritos en la anterior 
sección de resultados, pueden establecerse tres 
diferentes vías o mecanismos que han sido ampliamente 
reportados en la bibliografía (López-Miras, Piñar, et al., 
2013b; Piñar and Sterflinger, 2009; Poyatos et al., 2018; 
Sabatini et al., 2018): 

 
4.3. La hidrólisis de los ésteres triglicéridos del 

aceite secante utilizado como aglutinante que 
es catalizada enzimáticamente por el hongo 
liberando ácidos y diácidos grasos saturados de 
cadena corta, media y larga. 

4.4. La disminución del pH provocada por la 
segregación de metabolitos de tipo ácidos 
como el ácido penicílico y el ácido 
ciclopiazónico contribuyendo a reducir el pH 
del  medio  y,  de  manera  concomitante, 

favorecen la hidrólisis de los ésteres 
triglicéridos y la liberación de ácidos grasos. 

4.5. La segregación de micotoxinas coloreadas por 
parte de las especies fúngicas consideradas en 
este estudio. En particular, se ha comprobado 
que la especie A. westerdijkiae es productora de 
metabolitos tales como el ácido penicílico 
(amarillo), ochratoxina A (amarillo verdoso), 
xantomegnina, viomelleina (verde) y 
vioxantina (verde) (Visagie et al., 2014). Estas 
tres últimas son micotoxinas también 
segregadas por un amplio espectro de hongos 
(Blank et al., 1966). Las especies Penicillium 
spp. preferentemente segregan ochratoxina A y 
patulina (blanca) y, en menor proporción, ácido 
penicílico, ácido ciclopiazónico (blanco), 
citreoviridina, citrinina (amarillo limón) y 
roquefortina C (blanco) (Perrone and Susca, 
2017). 

Admitiendo que estos mecanismos han tenido lugar en 
el experimento llevado a cabo, el oscurecimiento de los 
pigmentos en la zona afectada por la colonización y en 
la zona circundante observado como principal alteración 
producida por la especie A. westedijkiae estaría asociado 
a la segregación de micotoxinas coloreadas a. penicílico, 
ochratoxina A, xantomegnina, viomelleina (verde) y 
vioxantina en colores amarillos y verdes que 
contribuirían al oscurecimiento del pigmento y al 
cambio en el índice de refracción. Análoga explicación 
se daría para explicar las alteraciones observadas en los 
tres pigmentos tierra y óxidos de hierro inoculados con 
la especie Penicillium rubens. La severa decoloración 
exhibida por el pigmento azul ultramar inoculado por 
este último, sin embargo, ha tenido lugar siguiendo un 
mecanismo diferente y mucho más complejo. 

 
El azul ultramar es un pigmento con estructura compleja 
consistente en un aluminosilicato de sodio conteniendo 
átomos de azufre con una relación molar 
(Na,Ca)8(AlSiO4)6(SO4,S,Cl)2, donde la proporción de 
aluminio, silicio y oxígeno corresponde a la de un 
mineral de tipo feldespato o feldespatoide y el resto de 
elementos químicos están presentes como aniones o 
cationes en proporción variable (Plesters, 1993). 
Hoffman et al. (1969) (Hofmann et al., 1969) demostró 
que la red de aluminosilicato del azul ultramar contiene 
iones del tipo polisulfuro (S2

– y S –). Estos iones son 
radicales muy reactivos que solo se estabilizan al 
incorporarse a la red de aluminosilicato que son 
responsables del color azul del pigmento. En medios 
ácidos, incluso moderados como los que se generan por 
los procesos hidrolíticos del aceite secante del óleo, 
estos iones polisulfuro reaccionan con los iones hidronio 
formando H2S gaseoso. La eliminación del azufre del 
retículo aluminosilíceo produce la pérdida de color del 
pigmento, lo cual es conocido desde muy antiguo como 
“enfermedad del azul ultramar”. Este mecanismo de 
reacción explica la extrema decoloración observada en 
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este pigmento tras el proceso de incubación y sugiere 
que la capacidad para acidificar el medio de cultivo que 
poseen las especies Penicillium rubens es muy superior 
a la de la especie A. westerdijkiae. 

 
Los ensayos in vitro realizados también ha permitido 
comprender cómo se produjeron las alteraciones 
observadas en la obra “Paisaje urbano”. Los dos 
primeros mecanismos (a, b) descritos explicarían la 
grave pérdida de cohesión y adherencia observada en la 
zona afectada por episodios de condensación de la obra 
ya que la hidrólisis de ácidos grasos genera moléculas 
de menor tamaño con cierta movilidad y reduce el grado 
de reticulación del aglutinante en las películas pictóricas. 

 
El tercer mecanismo de deterioro (c) anteriormente 
descrito podrían explicar los daños estéticos que 
presenta la obra. La liberación de micotoxinas 
coloreadas por parte de los hongos estudiados – 
especialmente A. westerdijkiae – como se ha 
comprobado en los estudios in vitro podría relacionarse 
con la presencia de manchas en las zonas próximas a las 
colonias. Si bien en la obra no se aprecia decoloración 
del pigmento, en los ensayos in vitro se ha podido 
determinar como la colonia de Penicillium rubens 
aislada de la obra objeto de estudio presenta gran 
capacidad de decoloración del pigmento azul ultramar. 
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RESUMEN: Las pinturas objeto de la intervención de arranque se encontraban en la primera planta de una masía 
localizada en la partida de Maranyent, junto a la carretera CV-50 (Polígono 42, Parcela 21), en el término municipal de 
Alzira (Valencia). Estas obras eran las dos únicas pinturas murales con figuraciones relevantes conservadas en el interior 
del inmueble. La de mayores dimensiones (186 x 184 cm), representaba un paisaje del Monasterio de Santa María de la 
Murta de Alzira al completo, con el valle al fondo, pintado en 1846 según consta en la esquina inferior izquierda. El 
segundo mural representaba una vista de la Glorieta de Valencia (186 x 93 cm). En cuanto al inmueble, la estructura 
arquitectónica de la masía presentaba un estado de conservación muy precario, prácticamente de ruina, con peligro de 
colapso debido al abandono y vandalización que han sufrido los espacios durante años. La grave situación de las pinturas 
se vio incrementada por la inexistencia de cerramientos adecuados en el edificio, además del descuelgue y caída de 
muchas partes de la techumbre de la casa. Puesto que se iba a proceder a la rehabilitación de la estructura del inmueble 
y redistribución de espacios, la conservación in situ de las pinturas resultaba extremadamente complicada debido al 
ruinoso estado de la casa y de los muros que soportan las pinturas. Por estos motivos, se consideró la opción de realizar 
el arranque y traslado de las dos pinturas murales mediante la técnica del strappo. 

PALABRAS CLAVE: strappo, pintura mural al temple, consolidación, cola animal. 
 

English version 

 
TITTLE: Adaptation of the traditional strappo process in the detachment of tempera wall paintings. Problems and 
technical solutions. 

 
ABSTRACT: The paintings were located on the first floor of a farmhouse in the Maranyent district, next to the CV-50 
road (Polígono 42, Parcela 21), in the municipality of Alzira (Valencia). These works were the only two mural paintings 
with important figures preserved inside the property. The larger one (186 x 184 cm) depicted a landscape of the entire 
Monastery of Santa María de la Murta in Alzira, with the valley in the background, painted in 1846 as it appears in the 
lower left-hand corner. The second mural depicted a view of the Glorieta de Valencia (186 x 93 cm). As for the building, 
the architectural structure of the farmhouse was in a very precarious state of conservation, practically in ruins, and in 
danger of collapse due to the abandonment and vandalism that the spaces had suffered over the years. The serious 
situation of the paintings was exacerbated by the lack of adequate enclosures in the building, as well as the sagging and 
collapse of many parts of the roof of the house. As the structure of the building was to be refurbished and the spaces 
redistributed, in situ conservation of the paintings was extremely complicated due to the dilapidated state of the house 
and the walls supporting the paintings. For these reasons, the option of detaching and moving the two wall paintings 
using the strappo technique was considered. 

KEYWORDS: strappo, tempera mural painting, consolidation, animal glue. 


