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RESUMEN: El desarrollo fungico en pinturas al 6leo sobre lienzo supone el deterioro de los materiales por la accion
enzimatica y liberacion de acidos grasos durante sus procesos vitales, como la solubilizacion de los pigmentos, la debilidad
estructural de los estratos o cambios cromaticos. Este trabajo, enmarcado en una tesis doctoral sobre el uso de biocidas
naturales y ecosostenibles en procesos de restauracion de pinturas al 6leo biodeterioradas por hongos, evalia a través de
ensayos in vitro las capacidades biodeteriorantes de hongos aislados de una pintura al 6leo sobre lienzo: “Paisaje urbano”,
obra atribuida a Antonio Iglesias, del siglo XX. Para ello, se ha utilizado un medio de cultivo s6lido 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 Gltimo, 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 sicte dias mas a 28°C en estufa, repitiéndose el
ensayo por triplicado. El grado de afeccion de las colonias sobre de los pigmentos se evaludé midiendo los posibles cambios
colorimétricos. A través de este ensayo se ha podido cuantificar el grado de afeccion de los pigmentos debido al deterioro
fungico 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 conservacion-restauracion ecosostenibles.

PALABRAS CLAVE: Pintura al 6leo sobre lienzo, Pigmentos, Biodeterioro fungico, Conservacion-Restauracion.

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.

ARCHE. PUBLICACION DEL INSTITUTO UNIVERSITARIO DE RESTAURACION DEL PATRIMONIO DE LA UPV - Nums. 16, 17y 18 — 2021, 2022 y 2023



28 Agusti Salas Luis, Pilar Bosch Roig, Susana Martin Rey y Maria Teresa Doménech Carbo

1. INTRODUCION

El Patrimonio Cultural se encuentra presente en los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) en el marco
de la Agenda 2030 de la Union Europea como un
elemento a proteger y conservar, tal y como indica el
ODS 11.4. (Guzméan et al., 2017). Sin embargo, la
conservacion-restauracion del Patrimonio Cultural tiene
una responsabilidad afiadida, en tanto en cuanto debe
utilizar materiales y metodologias 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), ademas de no
contribuir al cambio climatico (ODS 13. Accion por el
clima). En este sentido, la “conservacion 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 Unién
Europea mediante la innovacion en productos,
estrategias y tecnologias verdes aplicables a la
conservacion y restauracion (Baglioni and Chelazzi,
2021).

En este marco I+D+i enfocado a promover Ila
sostenibilidad en los procesos de conservacion y
restauracion se encuentra el proyecto ANTIMICOTIC
(2020-2022) financiado por la Agencia Estatal de
Investigacién a través del Ministerio de Ciencia e
Innovacion del Gobierno de Espafia, y que tenia como
fin el andlisis del uso de preservantes atdxicos
sostenibles en tratamientos de conservacion |y
restauracion de colecciones tan diversas como pueden
ser las colecciones patrimoniales universitarias. En el
marco de este proyecto se inici6 un trabajo final de
master que ha continuado con una tesis doctoral. Dentro
de esta ultima se halla inscrito este trabajo, que estudia
la aplicacion y compatibilidad cromatica, mecanica,
quimida y biocida de sustancias fungicidas naturales y
adhesivos empleados en la consolidacion-fijacion de
pintura al 6leo sobre lienzo con problemas estructurales
y de biodeterioro.

La pintura de caballete, y concretamente la pintura al
Oleo sobre lienzo, es una técnica artistica materialmente
muy compleja, compuesta por materiales organicos
como celulosa, proteinas, lipidos o gomas, presentes en
los diferentes estratos, asi como materiales inorganicos
como los pigmentos generalmente presentes en los
estratos pictoricos (Colombini et al., 2022). Todos estos
materiales organicos y algunos pigmentos son
susceptibles a la accion deteriorante de los hongos si se
alcanzan las condiciones ambientales ideales de
proliferacion y desarrollo de este tipo de
microorganismos. Estas condiciones se cumplen si se
supera el 70% de Humedad Relativa (HR) y la
temperatura se sitia entre los 25-30°C. La proliferacion
de hongos es causa de una serie de patologias a nivel
estructural, debido a la penetracion del micelio
vegetativo en la superficie, pero también estéticas y

quimicas, debido a la segregacion de sustancias externas
(Lopez-Miras, Pifiar, et al., 2013a; Sterflinger, 2010;
Sterflinger and Pifiar, 2013). Las condiciones ideales
para el biodeterioro son habituales en los almacenes de
pequefios museos y colecciones. Asimismo, se dan
episodios ocasionales como inundaciones o filtraciones
de humedad, siendo la proliferacion de hongos en las
pinturas un problema recurrente en zonas de ambientes
hamedos o lluviosas.

Entre los dafos estéticos (Figura 1) derivados de la
existencia de biodeterioro asociado a patologias
flngicas en los estratos pictoricos de una pintura al 6leo
sobre lienzo, se encuentran la alteracion de los
pigmentos (Salvador et al., 2022) y excrecion de nuevas
sustancias colorantes por parte de los hongos (Poyatos et
al., 2018). Estos deterioros, como los de tipo estructural
0 mecanico, se producen a causa de las enzimas y
sustancias acidas 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).

A) B)

Figura 1. A) Probeta de pintura al éleo sin biodeteriorar; B) y tras el
biodeterioro producido por A. westerdijkiae

Existen diversas técnicas de evaluacion del biodeterioro,
ya sea en laboratorio mediante el analisis in vitro
(Trovao et al., 2020), mediante el uso de técnicas
microscopicas (Poyatos et al., 2013), o combinando
ambas. Por lo que respecta al analisis in vitro, pese a que
tiene limitaciones, diversos equipos de investigacion 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 celulolitica de
Cladosporium phaenocomae, Curvularia buchloes y
Alternaria infectoria en un medio de cultivo rico en
carboximetilcelulosa (CMC), comprobando dicha
actividad en medios de cultivo liquidos dentro de los
cuales se introducia un fragmento de tejido. En este
estudio, se determind 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,
Vacar 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 asi que eran capaces de
solubilizar ambos el azul ultramar sintético debido a la
liberacion de acidos organicos y cambios de color en el
pigmento blanco en el caso del 7. citrinoviride. También
realizaron perfiles de actividad enzimatica analizando la
produccion de esterasas, lipasas, lecitinasas, caseinasas,
gelatinasas y amilasas. Por otro lado, se han realizado
ensayos de solubilidad de CaCO; 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 (Trovao and Portugal, 2021).

Para este trabajo, se ha utilizado como objeto de estudio
una pintura al 6leo sobre lienzo atribuida a Antonio
Iglesias, de mediados del siglo XX (Figura 2). Esta obra
sufre un estado de conservacion deficiente y patologias
derivadas del crecimiento fingico, como se describira
posteriormente.

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
conservacion sostenible, alineadas con los ODS.

3. METODOLOGIA

Los medios de cultivo empleados en este ensayo fueron
enriquecidos con los pigmentos mas empleados en la
pintura al dleo de los siglos XIX y XX (Carava et al.,
2020; Caselli et al., 2018), atendiendo ademas a la
sensibilidad al biodeterioro de los pigmentos y
afiadiendo el azul ultramar sintético, siguiendo la
metodologia de Vicar et al., 2022 en su articulo, 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 inorganicas,
Extracto de levadura y Dextrosa, ademas 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 algodon estériles
(Carlo et al., 2016) y seleccionados en anteriores
investigaciones a través de una consecucion 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 28°C, y se realizaron controles de evaluacién a
los 7, 15 y 30 dias mediante el analisis visual y
microscopia optica (Leica® MZ APO).

Aspegillus westerdijkiae Penicillium rubens

Figura 3. Colonias objeto de estudio tras 7 dias de crecimiento en
medio de cultivo Saboroud Dextrose Agar
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4. RESULTADOS

4.1. Alteraciones observadas en la obra pictorica

La obra pictorica objeto de esta investigacion presenta
graves problemas estructurales debido a episodios de
HR elevada y a colonizaciones fungicas, dando como
resultado una pelicula pictoérica fragil, con de adhesion
entra los estratos pictdricos y el soporte. Se desconocen
las condiciones de almacenamiento de esta obra, pues se
adquiri6 en un rastro popular, pero previsiblemente ha
estado expuesta a condiciones medioambientales
inapropiadas tanto en lo relativo a HR como a
temperatura. Ademas, en el vértice inferior derecho del
lienzo y, coincidiendo con la zona mas afectada tanto a
nivel bioldgico como estructural de la policromia, se
observan los efectos de un episodio puntual de
humectacion/mojado intenso que bien pudo ser
provocado por una inundaciéon o un fendomeno de
condensacion que afectd de manera parcial a la parte
baja de la obra. Otra posible causa podria haber sido el
contacto directo accidental con agua o con algun objeto
que transfiri6 humedad de forma intensa en esa zona. En
cuanto a los deterioros estéticos producidos por la
presencia de colonias fingicas se aprecia el
enmascaramiento de la superficie por parte del micelio
aéreo (Figura 4A) y manchas en forma de punteaduras
en las zonas aledafias a las colonias fungicas (4B).

A)

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

4.2. Cambios observados en los cultivos in vitro

Transcurrido el tiempo de ensayo, los cambios mas
significativos se observaron en el pigmento azul
ultramar. Las observaciones a ojo desnudo y mediante
microscopio optico de los cambios que experimentaron
los cultivos se describen seguidamente:

Los medios modificados con pigmentos inoculados con
A. westerdijkiae experimentan un leve oscurecimiento
del pigmento en las zonas donde han actuado los hongos.
Este cambio cromatico se aprecia transcurridos siete
dias en el azul ultramar, con mayor intensidad (Figura
5B) mientras que en los tres pigmentos restantes no se
observa hasta pasados treinta dias. En las probetas
inoculadas con P. rubens, no se observaron cambios

significativos en los pigmentos tierra. Sin embargo, cabe
destacar los cambios extremos en el aspecto visual que se
observaron en el pigmento azul ultramar ya que en las tres
réplicas realizadas el halo cubria toda la placa Petri tras
quince dias y el pigmento aparecia completamente
decolorado (Figura 5C).

5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Conocer las patologias derivadas del biodeterioro
fungico es un paso fundamental para poder establecer
pautas de conservacion y restauracion que solventen este
tipo de patologias, con el fin de erradicarlas si ya se han
producido (Kakakhel et al., 2019) y de prevenirlas si atin
no se han desarrollado a través de estrategias de
conservacion preventiva (Laborda et al., 2022).

La complejidad matérica de las pinturas al 6leo sobre
lienzo supone una alta susceptibilidad al biodeterioro
fungico en condiciones ideales para su crecimiento,
debido a un mal acondicionamiento de los espacios
donde se conservan las obras (Caselli et al., 2018). Gran
diversidad de hongos ha sido aislada del aire y/o de
pinturas conservadas en ambientes interiores (Bastholm
et al., 2022; Grabek-Lejko et al., 2017; Lopez-Miras,
Martin-Sanchez, et al, 2013) asi como también
conservadas en ambientes exteriores (Poyatos-Jiménez
et al., 2021). En el estudio de Poyatos-Jiménez et al.,
2021, Penicillium spp 'y Aspergillus spp se desarrollaron
tanto en el anverso como en el reverso de las pinturas
conservadas en el exterior y, ademas, en los estudios de
Bastholm et al., 2022 y Grabek-Lejko et al., 2017
estaban presentes en el aire especies como Penicillium
italicum y Aspergillus fumigatus, muy relacionados con
las condiciones ambientales interiores (Grabek-Lejko et
al., 2017). Es por ello por lo que no resulta extrafio que
en una pintura como la obra objeto de estudio,
conservada inadecuadamente tanto en ambientes de
exterior como de interior se hayan aislado colonias tanto
de Aspergillus spp. como Penicillium spp.

A) B)

Figura 5. A) Medio de cultivo con azul ultrmar; B) cultivado con 4.
westerdijkiae; C) cultivado con P. rubens
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sostenibles
Como ya se ha comentado, los hongos son capaces de favorecen la hidrolisis de los ésteres

alterar quimica y fisicamente los materiales
constituyentes, produciendo también cambios en el
color. Las consecuencias del biodeterioro flngico
producido por Aspergillus spp. y Penicillium spp. - entre
otras especies - en pintura al 6leo sobre lienzo han sido
recogidas por multitud de investigaciones en los Gltimos
afios, a través de ensayos que combinan andlisis con
microscopia y en laboratorio, utilizando métodos de
ensayo in vitro. Este tipo de ensayos resultan muy utiles
para, precisamente, conocer las capacidades
biodeteriorantes de los hongos, ademas de ser ensayos
rapidos y poco costosos (Trovdo 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 6leo sobre lienzo.

En estudios similares de evaluacion del biodeterioro a
través de medios modificados con pigmentos, como los
de Vacar et al., 2022 y Pavi¢ 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, ademas de
producir actividad enzimatica que deteriora materiales
como la celulosa o aceites, presentes en los soportes y
capas pictdricas de las pinturas al 6leo sobre lienzo. En
esta linea, los principales resultados obtenidos en este
trabajo estan acorde con los resultados publicados en el
ensayo de Vacar et al., 2022, sobretodo en el caso del
azul ultramar. La liberacion de 4cidos grasos o
sustancias quelantes por parte de los hongos son
seguramente los causantes de la decoloracion de
pigmentos, la mayoria compuestos por metales (Lopez-
Miras, 2011; Pifar and Sterflinger, 2009).

Con relacion 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
seccion de resultados, pueden establecerse tres
diferentes vias o mecanismos que han sido ampliamente
reportados en la bibliografia (Lopez-Miras, Pifiar, et al.,
2013b; Pinar and Sterflinger, 2009; Poyatos et al., 2018;
Sabatini et al., 2018):

4.3. La hidrdlisis de los ésteres triglicéridos del
aceite secante utilizado como aglutinante que
es catalizada enzimaticamente por el hongo
liberando acidos y didcidos grasos saturados de
cadena corta, media y larga.

4.4. La disminuciéon del pH provocada por la
segregacion de metabolitos de tipo acidos
como el 4cido penicilico y el acido
ciclopiazonico contribuyendo a reducir el pH
del medio y, de manera concomitante,

triglicéridos y la liberacion de acidos grasos.

4.5. La segregacion de micotoxinas coloreadas por
parte de las especies fungicas consideradas en
este estudio. En particular, se ha comprobado
que la especie A. westerdijkiae es productora de
metabolitos tales como el acido penicilico
(amarillo), ochratoxina A (amarillo verdoso),
xantomegnina,  viomelleina  (verde) 'y
vioxantina (verde) (Visagie et al., 2014). Estas
tres ultimas 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 proporcion, acido
penicilico, acido ciclopiazénico (blanco),
citreoviridina, citrinina (amarillo limén) 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 colonizaciéon y en
la zona circundante observado como principal alteracion
producida por la especie 4. westedijkiae estaria asociado
a la segregacion de micotoxinas coloreadas a. penicilico,
ochratoxina A, xantomegnina, viomelleina (verde) y
vioxantina en colores amarillos y verdes que
contribuirian al oscurecimiento del pigmento y al
cambio en el indice de refraccion. Andloga explicacion
se daria para explicar las alteraciones observadas en los
tres pigmentos tierra y 6xidos de hierro inoculados con
la especie Penicillium rubens. La severa decoloracion
exhibida por el pigmento azul ultramar inoculado por
este ultimo, sin embargo, ha tenido lugar siguiendo un
mecanismo diferente y mucho mas complejo.

El azul ultramar es un pigmento con estructura compleja
consistente en un aluminosilicato de sodio conteniendo
atomos de azufre con wuna relacion molar
(Na,Ca)s(AlSi04)6(S04,S,Cl),, donde la proporcion de
aluminio, silicio y oxigeno corresponde a la de un
mineral de tipo feldespato o feldespatoide y el resto de
elementos quimicos estan presentes como aniones o
cationes en proporcion variable (Plesters, 1993).
Hoffman et al. (1969) (Hofmann et al., 1969) demostro
que la red de aluminosilicato del azul ultramar contiene
iones del tipo polisulfuro (S, y S37). 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
acidos, incluso moderados como los que se generan por
los procesos hidroliticos del aceite secante del 6leo,
estos iones polisulfuro reaccionan con los iones hidronio
formando H,S gaseoso. La eliminacion del azufre del
reticulo aluminosiliceo produce la pérdida de color del
pigmento, lo cual es conocido desde muy antiguo como
“enfermedad del azul ultramar”. Este mecanismo de
reaccion explica la extrema decoloracion observada en
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este pigmento tras el proceso de incubacion 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 4. westerdijkiae.

Los ensayos in vitro realizados también ha permitido
comprender cémo se produjeron las alteraciones
observadas en la obra “Paisaje urbano”. Los dos
primeros mecanismos (a, b) descritos explicarian la
grave pérdida de cohesion y adherencia observada en la
zona afectada por episodios de condensacion de la obra
ya que la hidrdlisis de acidos grasos genera moléculas
de menor tamaiio con cierta movilidad y reduce el grado
de reticulacion del aglutinante en las peliculas pictoricas.

El tercer mecanismo de deterioro (c) anteriormente
descrito podrian explicar los dafios estéticos que
presenta la obra. La liberacion de micotoxinas
coloreadas por parte de los hongos estudiados —
especialmente A. westerdijkiae — como se ha
comprobado en los estudios in vitro podria relacionarse
con la presencia de manchas en las zonas proximas a las
colonias. Si bien en la obra no se aprecia decoloracion
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 decoloracion del pigmento azul ultramar.
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