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RESUMEN. Se han llevado a cabo estudios de biodeterioro y evaluacion de tratamientos biocidas
sobre los materiales pétreos de la capilla del Antiguo Hospital de las Cinco Llagas de Sevilla,
actual sede del Parlamento Andaluz.

El estudio de biodeterioro se ha centrado en la identificacion de los agentes biologicos
que se desarrollan tanto en la cubierta como en las fachadas de la capilla, asi como en el dano
ocasionado por los organismos identificados.

Por otra parte, se ha llevado a cabo la evaluacion de distintos productos biocidas, no sélo
respecto a su eficacia para el control de los organismos biolégicos identificados, sino también
en cuanto a su compatibilidad o interferencia con los materiales pétreos que forman parte del
monumento.
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INTRODUCCION

Este estudio se ha efectuado como consecuen-
cia de la peticion cursada al Instituto Andaluz del
Patrimonio Histérico (IAPH) por parte del Parla-
mento Andaluz, de asesoramiento para actuacio-
nes de restauracion en su edificio sede.

El estudio de biodeterioro se ha centrado en la
identificacion de los agentes biologicos que se de-
sarrollan tanto en la cubierta como en las fachadas
de la capilla, asi como en el dafio ocasionado por
los organismos identificados.

El material pétreo mayoritario del edificio es
del tipo caliza, llamada “piedra del Puerto”, al pro-
ceder de la Cantera del Cerro de San Cristobal en
El Puerto de Santa Maria, Cadiz.

Dicho material pétreo es susceptible al ataque
de organismos y microorganismos que causan su
deterioro. Podemos definir el biodeterioro como
ciertos cambios indeseables en las propiedades de

un material causados por la actividad vital de al-
gunos organismos. Se trata de un fenémeno com-
plejo que implica alteraciones de las propiedades
fisico-quimicas, mecdnicas y estéticas del material,
debido a la actividad metabdlica de organismos
biolégicos. Se produce cuando las condiciones
microclimaticas, especialmente temperatura y hu-
medad relativa, son favorables para el crecimiento
de los factores biolégicos de alteracion.

Por tanto resulta necesario el estudio e identi-
ficacion de estos organismos bioldgicos para co-
nocer qué danos estan causando sobre el material
pétreo, y cudl es el mejor método para su erradi-
cacion o control.

Los organismos que mayoritariamente intervie-
nen en los procesos de biodeterioro del material
pétreo son cianobacterias, algas, liquenes, briofi-
tos (musgos y hepaticas) y plantas superiores. To-
dos ellos se aprecian de visu en el edificio que nos
ocupa (Figura 1).

Figura 1. Biodeterioro en las fachadas de la capilla. A) Pitina de cianobacterias. B) Pitina de algas verdes. C)
Liquenes y musgos en un pinaculo. D) Plantas superiores en cornisas. Fotografias de Victor Menguiano.

MATERIAL Y METODOS
Identificacion de Factores Biologicos de Alteracion
Para la identificacion de los factores biol6gi-

cos de alteracion se realiz6 una toma de mues-
tras de organismos biologicos en las cubiertas de

la capilla (incluyendo la espadana), en la terraza
norte, algunas cornisas y en la parte baja de las
cuatro fachadas. En total se tomaron 39 muestras
de cianobacterias, algas verdes, liquenes, musgos
y plantas superiores.

La caracterizacion taxondmica de los distintos
factores biologicos de alteracion se llevo a cabo
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mediante el estudio de sus caracteristicas biométri-
cas y morfologicas, mediante el uso de microsco-
pia estereoscopica (Leica GZ6, con fuente de luz
Leica CLS 100X), reaccion de tincion con solucion
de hidréxido de potasio (que permite identificar
liquenes ya que al aplicarse en el talo o en los
apotecios, estos toman una coloracion diferente a
la original que puede ser de gran utilidad a la hora

de la identificacion de especies) y microscopia op-
tica con luz transmitida (Zeica DFC 320).

En el caso de los microorganismos (cianobacte-
rias y algas verdes), ademas se llevaron a cabo téc-
nicas de cultivo y técnicas de biologia molecular.

Los cultivos se realizaron en medio BG11 tanto
solido como liquido (Figura 2), e incubacion con
luz y temperatura ambiente durante 30 dias.

Figura 2. Cultivos de microorganismos fotosintéticos en medio BG11.
A) Liquido. B) Sélido. Fotografias de Victor Menguiano.

Respecto a las técnicas de biologia molecular,
se efectuaron los siguientes procesos:

Extraccion de ADN

Extraccion del ADN de cianobacterias y algas
verdes a partir de la biomasa crecida en los culti-
vos realizados, siguiendo el siguiente protocolo:

— Se resuspendié la biomasa obtenida en
100 pl de tampodn TE en un tubo Eppendorf.

— A continuacioén se anadieron 50 pl de perlas
de vidrio estériles de 0,25 mm de diametro,
5 pl de SDS 10% y 110 pl de fenol-clorofor-
mo (1:1).

— Se dieron 10 ciclos de 1 minuto de agita-
cion en vortex alternando con 10 ciclos de
1 minuto de enfriado en hielo.

— Centrifugacion a 15000xg durante 15
minutos.

— Extraccion del sobrenadante y extraccion
con el doble volumen de fenolcloroformo
(1:1).

— Agitaciéon en vortex durante 30 segundos y
centrifugado a 15000xg durante 1 minuto.

— Extraccion de nuevo del sobrenadante
(75 pb.

— Adicion de 7,5 pul de NaOAc 3M y 150 pl de
etanol puro frio.

— 30 minutos en el congelador para mejorar
la precipitacion.

— Centrifugacion a 15000 xg durante 15
minutos.

— Eliminaciéon de sobrenadante y lavado con
1 ml de etanol 70%.

— Centrifugacion  a
minutos.

— Eliminacién del etanol y secado en
campana.

— Resuspension en 10 pl de agua miliQ.

15000xg durante 3

La extraccion de ADN fue verificada mediante
electroforesis, de 5 pl de cada soluciéon obteni-
da, en gel de agarosa al 0,7% en tampon TBE V2
y tefiido con bromuro de etidio, a 120V, durante
30 minutos, usando como patréon ADN de fago A
(Promega) digerido con las endonucleasas de res-
triccion HindIII y EcoRI con un patréon de bandas
en un rango de 564 a 21226 pb.

Amplificacion por PCR

El ADN extraido se utiliz6 como molde para
la amplificacion mediante PCR (Reaccion en ca-
dena de la Polimerasa), por un lado, del ADNr
de 16S de la subunidad pequefia del ribosoma
de procariotas (colonias bacterianas), y por otro,
del ADNr 28S de eucariotas (colonias flungicas).
Para ello se utilizaron, en el primer caso, el par
de cebadores 5-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y
5-ACCTTGTTACGACTT-3, y en el segundo, el par
de cebadores 5-ACCCGCTGAATTTAAGCAT-3" y
5-TCCGTGTTTCAAGACGG-3". De esta forma se
amplifica un fragmento de ADN de unas 1.500
pares de bases (pb), en el caso de procariotas,
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y de unas 600 pares de bases (pb), en el caso de
eucariotas.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo en un termociclador MyCyclery se realizaron
en un volumen final de 50 pl que contenian: 10
pl de ADN molde, 5 pl de tampdén Tag DNA po-
limerasa, 1 pl de Taq DNA polimerasa (5 U), 2 ul
de mezcla de dNTPs 10 mM cada uno, 50 pmol de
cada cebador, completando con agua Milli-Q (Sig-
ma W4502). El termociclador se programé con las
siguientes condiciones: 2 minutos a 95 °C para la
desnaturalizacion del ADN molde, seguido de 30
ciclos de 1 minuto de desnaturalizaciéon a 95 °C,
1 minuto de hibridaciéon de cebadores a 55 °C y
5 minutos de elongacion a 72 °C, con un paso de
extension final de 10 minutos a 72 °C.

Para comprobar la efectiva amplificacion de
los fragmentos de ADN, 5 ul de los productos
resultantes de la PCR se corrieron, junto con mar-
cadores de peso molecular, mediante electrofo-
resis en gel de agarosa al 1% (p/v) en 150 ml de
tampo6n TBE %2 tefiido con bromuro de etidio, a
100 V, durante 60 minutos, usando como patron
ADN de fago A (Promega) digerido con las endo-
nucleasas de restriccion HindIII y EcoRI con un
patron de bandas en un rango de 564 a 21226
pb (Figura 3).

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa
de los productos resultantes de la PCR.
Fotografia de Victor Menguiano.

Cuantificacion y secuenciacion del ADN

La cuantificacion del ADN obtenido en la
PCR se llevo a cabo en la misma electroforesis
en gel de agarosa, por comparaciéon con las ban-
das de ADN del fago A como marcador de pesos
moleculares.

Una vez cuantificadas las muestras de ADN,
éstas se prepararon y enviaron al servicio de se-
cuenciacion del Instituto de Bioquimica y Biome-
dicina “Lopez-Neyra” (CSIC) de Granada.

Analisis BLAST

Con el fin de determinar a qué especies co-
rresponden las secuencias de ADN obtenidas
a partir de las muestras, se realiza una compa-
racion mediante andlisis BLAST de éstas con las
existentes en la base de datos del NCBI (Natio-
nal Center for Biotechnology Information, USA),
utilizando el programa “NucleéStide BLAST” dis-
ponible en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi’PAGE_TYPE=BlastSearch.

Evaluacion de Tratamientos Biocidas

Se han evaluado tres biocidas con el objetivo
de verificar y determinar tanto la efectividad de los
productos, como la compatibilidad e interacciéon
con el material pétreo del edificio.

Los biocidas estudiados han sido:

— Preventol Ri80. Es un preparado concentra-
do liquido de sales de amonio cuaternario
con amplio espectro de actividad contra
hongos, bacterias y algas. Su principio acti-
vo es alquildimetilbenzilamoniocloruro. Se
emplea para la produccion de soluciones
desinfectantes para materiales pétreos, ma-
dera, ceramica, etc. en soluciones acuosas
en concentraciones variables del 2 al 10%.
El producto empleado esta disuelto al 2%
en agua.

— Biotin T. Mezcla de OIT (N-octil isotiazoli-
nona) y una sal de amonio cuaternario (ten-
soactivo cationico). Es un concentrado que
debe diluirse en agua entre el 1-3% y segin
la tipologia y la naturaleza del biodeterioro.
Se diluye en alcohol e hidrocarburos aro-
madticos, nunca en acetona, hidrocarburos
alifaticos ni clorados. El producto empleado
esta disuelto al 2% en agua.

— Biotin R. Posee alto poder bactericida y an-
tifingico. Estd compuesto por dos molécu-
las, la TPBC (yodopropinilbutilcarbamato) y
la OIT (N-octil isotiazolinona), las dos con
una solubilidad baja en agua (por ello se
utiliza para el exterior, o para casos en in-
teriores sensibles al agua, como por ejem-
plo piedra o pintura mural con sales que
puedan aflorar a la superficie después de
un tratamiento acuoso). Es un concentrado
que debe diluirse al 3-5% dependiendo del
biodeterioro. Puede disolverse en la mayor
parte de los disolventes organicos. En el
estudio se ha empleado disuelto al 3% en
alcohol isopropilico.

Con estos biocidas se han llevado a cabo en-
sayos de eficacia biocida (estudio de la vitalidad
de microorganismos fototrofos y estudio de la in-
terfase liquen-sustrato) y ensayos de interferencia
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biocida-sustrato (estudio al SEM-EDX, colorimetria
y porosidad abierta).

Estudio de la vitalidad de microorganismos
fototrofos

Se aplicaron los distintos biocidas in situ sobre
la patina de microorganismos encontrada en la
zona inferior de la fachada de la Capilla, concre-
tamente en la zona correspondiente al area norte
del edificio.

Se tomaron muestras en dos instantes distin-
tos, transcurridos 7 y 15 dias desde el momento
de aplicacién, para ser observadas al microscopio
optico con luz transmitida (Leica DFC 320) con
el fin de comprobar el efecto que estos biocidas
provocaban en la vitalidad de las algas y cianobac-
terias presentes.

Estudio de la interfase liquen-sustrato

Se tomaron pequefias muestras de sustrato pé-
treo recubiertas por el liquen Verrucaria nigres-
cens y se dispusieron de manera oportuna para
que la superficie liquénica quedara en contacto
directo con el biocida durante 24 horas, simulan-
do las papetas, impregnadas del producto, que se
aplican comuinmente en restauracion y conserva-
cion del Patrimonio Historico a la hora de eliminar
liquenes crustdceos.

Posteriormente, como método para determinar
la eficacia de los productos estudiados, se obser-
varon la caracteristicas de las hifas de los liquenes
(correspondientes a su parte fingica) al microsco-
pio electronico de barrido (SEM JEOL JSM-5600 LV).

Estudio de la interaccion biocida-sustrato al
SEM-EDX

La microscopia electréonica de barrido (SEM)
es muy valiosa para el estudio de diversos meca-
nismos responsables de la alteracion de la piedra
como son la formacion y crecimiento de cristales
en la superficie tras el tratamiento biocida y la
corrosion, lavado o disolucién de constituyentes
minerales como consecuencia de las soluciones
acidas.

Para ver el efecto de la interaccion de las dis-
tintas soluciones biocidas con el material pétreo,
se procedio a la observacion de la superficie de
las muestras tratadas al microscopio electronico
de barrido (SEM JEOL JSM-5600 LV, dotado con un
analizador de energias dispersivas de rayos X mo-
delo INCA X-sight, de Instrumentos Oxford).

Para ello, se obtuvieron superficies lisas y pu-
lidas de la piedra y se introdujeron por inmersion

en el biocida durante 48 horas. Después se seca-
ron en una estufa a 60°C durante 1 hora y poste-
riormente permanecieron a temperatura ambiente
hasta ser observados al SEM para estudiar si se
habian producido cambios.

Colorimetria

Para evaluar los posibles cambios de color oca-
sionados en el material pétreo tras los tratamientos
con biocidas, se utilizo la técnica de colorimetria
segln la norma UNE-EN 15886:2011, empleando
un colorimetro Minolta Chroma meter CR-210,
que caracteriza el color en el espacio cromatico
CIE-Lab.

Para evaluar la variacion de color de una forma
global, se utiliza un pardmetro tnico denominado
incremento de color, AE. Una variaciéon de color
AE>5 supone que este cambio es perceptible a
simple vista, por lo que es recomendable que el
tratamiento no supere ese valor.

Porosidad abierta

Una manera de comprobar si el biocida ataca
a la integridad de la piedra es calculando su poro-
sidad abierta antes y después del tratamiento. Esta
se calculé en probetas de piedra del Puerto de
Santa Maria, segin la norma UNE-EN 1936:2007,
realizando pesadas tanto del peso seco, como del
peso saturado e hidrostatico antes y después de la
aplicacion de los biocidas por inmesion durante
30 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de Factores Biologicos de
Alteracion

Se identificaron 20 especies de organismos

fotosintéticos.

Cianobacterias (Figura 4): Gloeocapsa sp. y Lep-
tolyngbya sp.

Algas verdes (Figura 5): Acutodesmus obli-
quus, Asterarcys quadricellulare, Chlorella
variabilis, Desmodesmus sp. y Tetradesmuis
obliquus.

Liquenes (Figura 6): Caloplaca saxicola, Ca-
loplaca teicholyta, Lecanora dispersa, Le-
canora muralis, Placocarpus schaerer y
Verrucaria nigrescens.

Musgos (Figura 7): Funaria hygrometrica,
Rhynchostegiella tenella y Tortula muralis.

Plantas superiores (Figura 8): Althaea birsuta,
Cymbalaria muralis, Polypogon monspe-
liensis y Umbilicus rupestris.
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Figura 4. Cianobacterias al microscopio 6ptico con luz transmitida. A) Gloeocapsa
sp. B) Leptolyngbya sp. Fotografias de Victor Menguiano.

Figura 5. Algas verdes al microscopio 6ptico con luz transmitida. A) Acutodesmus obliquus. B) Asterarcys
quadricellulare. C) Chlorella variabilis. D) Desmodesmus sp. Fotografias de Victor Menguiano.
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Figura 6. Algunos de los liquenes identificados, a la lupa binocular. A) Caloplaca saxicola. B) Caloplaca
teicholyta. C) Lecanora muralis. D) Verrucaria nigrescens. Fotografias de Victor Menguiano.

ey

Figura 7. Algunas estructuras de los musgos identificados, a la lupa binocular. A) Filidio de
Funaria hygrometrica. B) Esporofito de Funaria hygrometrica. C) Esporofito de Rhynchostegiella
tenella. D) Esporofito de Tortula muralis. Fotografias de Victor Menguiano.
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Figura 8. Plantas superiores identificadas. A) Althaea hirsuta. B) Cymbalaria muralis.
C) Polypogon monspeliensis. D) Umbilicus rupestris. Fotografias de Victor Menguiano.

En la cubierta predominan los liquenes, mien-
tras que en las fachadas los agentes biodeterio-
genos predominantes son cianobacterias y algas
verdes, que forman pdtinas y costras negras o
verdosas segun la zona, sobre todo en las zonas
orientadas al norte y en las que estin sometidas
a escorrentia de agua o ascenso de agua por ca-
pilaridad, que permanecen himedas mas tiempo
y constituyen por tanto un habitat propio para su
desarrollo. Los musgos se desarrollan en determi-
nadas oquedades con retencion de humedad. Las
plantas superiores se presentan mayoritariamente
sobre cornisas en altura, aunque también espora-
dicamente en otras zonas de fachadas y cubierta.

Las distintas especies biologicas presentes
desempenian un importante papel no sélo como
causantes de danos de tipo meramente estético,
sino, sobre todo, como agentes provocadores de
transformaciones quimicas y/o estructurales en los
materiales.

El biodeterioro de los materiales se produce
a través de mecanismos de distintos tipos: proce-
sos fisicos o mecanicos (disgregacion o fractura)
y procesos quimicos (descomposicion). General-
mente, éstos se producen de forma simultinea,
pero dependiendo de los agentes biodeteridgenos,
el tipo de sustrato y las condiciones ambientales
pueden predominar los primeros o los segundos.
Ademas de estas acciones directas, el desarrollo
de microorganismos u organismos puede crear

unas condiciones favorables para el crecimiento
de otras especies deteribgenas o, en otras pala-
bras, dar lugar a una sucesion ecoloégica con un
desarrollo de cenosis mas complejas.

Los procesos fisicos incluyen aquellos meca-
nismos que llevan a una pérdida de cohesion del
sustrato debido a la acciéon mecanica de los orga-
nismos (movimientos o crecimiento). Se despren-
den fragmentos a causa de la presion ejercida por
el crecimiento de los organismos o de sus partes
(por ejemplo, hifas fingicas o raices de plantas).
Generalmente, el dafio provocado por organismos
es mds grave que el que causan los microorganis-
mos, debido a sus mayores dimensiones y, como
consecuencia, a la mayor presion que ejercen. El
sustrato reducido a finos fragmentos ofrece una
superficie mayor a otros factores de degradacion,
especialmente en ambientes externos (por ejem-
plo, compuestos quimicos, lluvia, viento, ciclos
hielo-deshielo, etc.).

Los procesos quimicos incluyen todos los me-
canismos que llevan consigo la descomposiciéon o
la transformacion del sustrato a causa de la activi-
dad quimica de los organismos. La accién quimica
se debe a procesos de asimilacion o de excrecion.
En el primer caso, los organismos biodeteriorantes
utilizan el material como fuente de nutricion, de
donde extraen carbono o energia, y en el segundo
caso, los materiales resultan dafiados por la excre-
cion de productos metabdlicos intermedios o de
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desecho, como 4dcidos o pigmentos que pueden
deteriorar, colorear o dafiar el sustrato.

En el caso del material pétreo exterior, las al-
gas verdes y sobre todo las cianobacterias son los
primeros organismos que lo colonizan, puesto que
solo necesitan luz, agua y unos cuantos compues-
tos inorgdnicos y prefieren ademds un sustrato
alcalino. Los factores mds importantes que condi-
cionan su aparicion son la intensidad luminosa, la
humedad, la temperatura y el pH. Su crecimiento
se ve favorecido por el alto grado de humedad, asi
como la adherencia de polvo, residuos organicos
y otras sustancias, por lo que se forma una capa
o patina fangosa que puede ser aprovechada por
otros organismos (liquenes, musgos y plantas vas-
culares) y ademds mantiene la humedad en la su-
perficie pétrea ayudando a su disolucion por agua.

Las algas contribuyen al deterioro de los mate-
riales pétreos a través de sus procesos respirato-
rios, reteniendo el agua y liberando acidos o com-
puestos quelantes.

Junto a las cianobacterias, los liquenes juegan
un importante papel como organismos pioneros
en la colonizacion del material pétreo. En la cu-
bierta de la capilla se observa un claro predomi-
nio de liquenes crusticeos epiliticos. Estos ejercen
una presion fisica en el sustrato mediante contrac-
ciones y expansiones del talo, que se producen en
funcion de la humedad y, por tanto, de la absor-
cion de agua. Los fragmentos minerales son elimi-
nados del sustrato e incorporados al talo. Atin mas
importante es el dano producido quimicamente
mediante tres procesos principales: la produccion
de acido carboénico, la excrecion de acido oxali-
co vy la generacion de compuestos liquénicos con
propiedades quelantes.

Los musgos y plantas vasculares crecen cuan-
do el sustrato y las condiciones ambientales son
favorables, es decir, cuando se dan depositos de
humus, contenido suficiente de agua (sobre todo
para los briofitos), una adecuada iluminacion que

les permita la actividad fotosintética y una buena
porosidad del sustrato que favorezca tanto la re-
tencién de humedad como la penetracion meca-
nica de las ricinas o de las raices. Provocan dafios
fisicos, por penetracion de raices y ricinas en el
sustrato, y danos quimicos por produccion de aci-
do carboénico mediante los procesos respiratorios,
por la acidez de los dpices radicales, y por las pro-
piedades quelantes y la acidez de los exudados
radicales (estos exudados digieren el sustrato pro-
vocando fisuras en las que penetra el agua que,
ademads de disolver y lavar el material, se congela
en invierno rajando y separando porciones de la
estructura).

La presencia de estas especies vegetales com-
porta también variaciones en los parimetros mi-
croclimaticos, por aumento de la humedad relati-
va y del estancamiento de agua, y por reduccion
de los contaminantes en el aire. Desde el punto
de vista conservativo, los efectos pueden ser tanto
negativos (favoreciendo el crecimiento de algas y
musgos) como positivos (reduccion de la erosion
edlica y de los intercambios hidricos y, como con-
secuencia, de la migracion de las sales).

Evaluacion de tratamientos biocidas

Estudio de la vitalidad de microorganismos
fotosintéticos

Tras la aplicacion de los biocidas in situ, se
procedio a la toma de muestras para ser observa-
das al microscopio 6ptico con el fin de determinar
qué biocida es mads eficaz contra dichos organis-
mos fototrofos. Trascurridos los primeros 7 dias,
no se observaron cambios sustanciales de vitali-
dad en los microorganismos. Sin embargo, a los
15 dias de su aplicacion se obtuvieron resultados
visibles tanto al microscopio 6ptico como a simple
vista (Figuras 9y 10).

Figura 9. Aplicacién de biocidas i situ sobre microorganismos, tras 7 (izquierda) y 15 (derecha) dias.
A, By C corresponden a Preventol Ri80, Biotin T'y Biotin R, respectivamente. D es el control con agua
destilada. Fotografias de Marta Sameno.
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Figura 10. Microorganismos fotétrofos al
microscopio 6ptico, tras 15 dias de la aplicacion
de Preventol Ri80. Fotografia de Marta Samefio.

Una primera observacion es que los microor-
ganismos fotétrofos experimentan un cambio en
la coloracioén tras la aplicacion de todos los bioci-
das, con respecto al control.

Se puede determinar que existe un colapso de
las células y pérdida de turgencia con el Preven-
tol Ri80 que no se observa tan claramente con el
resto de biocidas, por lo que se puede afirmar que
éste es el mas eficaz de los productos estudiados.

Estudio de la interfase liquen-sustrato

Los distintos biocidas afectan negativamente
a las estructuras biologicas del liquen, ya que es
bastante notorio el cambio que se producen en
sus hifas (Figura 11). Con el tratamiento control,
basado en aplicacion de agua destilada, se obser-
van las hifas turgentes y engrosadas mientras que
con los distintos biocidas, las hifas se encuentran
colapsadas, con pérdida de grosor y firmeza. Esto
es indicativo de la eficacia del biocida, el cual sera
altamente recomendable a la hora de eliminar
estos organismos de estructuras y obras pertene-
cientes al Patrimonio Historico de caracteristicas
similares.

A la luz de los resultados obtenidos, se confir-
ma que el Preventol Ri80 es el mas eficaz de los

productos estudiados. Por el contrario, el Biotin
T es el que menor poder biocida posee. Los re-
sultados concuerdan con los obtenidos mediante
la observacion de vitalidad de los microorganis-
mos fototrofos observados al microscopio 6ptico.

Estudio de la interaccion biocida-sustrato al
SEM-EDX

Las observaciones realizadas al microscopio
electronico de barrido no han mostrado una altera-
cion muy evidente de la piedra tras la impregnacion
por inmersion en los distintos biocidas empleados.

Simultineamente a la observacion al micros-
copio electronico de barrido, se han realizado
distintos analisis, obteniendo el espectro EDX
de puntos o dareas de las muestras para obtener
su composicion elemental.

En las imdgenes obtenidas al microscopio
electronico de barrido (Figura 12) se observa
la presencia de cristales, tanto en las muestras
tratadas con los distintos biocidas como en la
muestra control, impregnada de agua destilada.
Al realizar los andlisis EDX sobre ellos se deter-
mina la presencia de cloro (CD) en su composi-
cion elemental.

En un primer momento se podria imaginar
que la aparicion de este elemento es indicativo
de la interaccion del biocida (cloruro de ben-
zalconio) con el sustrato, pero al estar presente
en la muestra tratada con agua destilada, cabria
pensar que el material constitutivo, la piedra de
El Puerto de Santa Maria, lo tenga en su compo-
sicion original. De hecho, en el analisis EDX de
la muestra control, se puede observar también
al sodio (Na), lo cual puede indicar que el cris-
tal sefialado es cloruro de sodio (NaCl), también
conocido como sal comun. Esto puede deberse a
la accion de los aerosoles marinos, ya que el ma-
terial pétreo en estudio proviene de una cantera
que se encuentra proxima al mar.

A raiz de los resultados obtenidos al SEM,
se puede determinar que no existen diferencias
morfologicas significativas en las superficies de
los materiales pétreos al tratarse con los distintos
biocidas.
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Figura 11. Microfotografias al microscopio electrénico de barrido (SEM) en modo de electrones secundarios,
mostrando las hifas de liquen tras el tratamiento con A) Preventol Ri8O0.
B) Biotin T. C) Biotin R. D) y agua destilada como control. Fotografias de Marta Samefo.
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Figura 12. Microfotografias al microscopio electrénico de barrido (SEM) en modo de electrones secundarios
y espectro EDX de las muestras tratadas con A) Preventol Ri8O.
B) Biotin T. C) Biotin R. D) control con agua destilada. Fotografias de Marta Sameno.
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Figura 13. Probetas de piedra del Puerto para analizar el posible cambio de color
producido tras someterlas a los distintos biocidas. Fotografia de Marta Samefo.

Colorimetria

Tras el estudio colorimétrico (Figura 13) sélo se
aprecia un cambio de color significativo (AE=7,4)
en la muestra tratada con Preventol Ri80, la cual
pierde luminosidad y se vuelve un poco mds ama-
rillenta. No es el caso para los otros productos
ensayados, siendo el Biotin R el que proporciona
el menor cambio de color (AE=3,2).

Porosidad

Segun los resultados obtenidos (Figura 14) se
puede afirmar que, de manera general, la porosi-
dad abierta aumenta tras el tratamiento con bioci-
das. Sin embargo, el porcentaje de cambio no es
significativo (<0,5%), por lo que se puede concluir
que los biocidas empleados no afectan a la poro-
sidad del material pétreo.
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Figura 14. Representacion grafica de la porosidad
abierta de las probetas pétreas antes y después
del tratamiento con los biocidas estudiados.
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CONCLUSIONES

Se han detectado e identificado una serie de or-
ganismos fotosintéticos involucrados en procesos
de biodeterioro del material pétreo del inmueble,
lo cual resulta fundamental para el conocimiento
del estado de conservacion del edificio y la futura
planificacion de los tratamientos de conservacion
del mismo.

Para el control del crecimiento de los organis-
mos identificados se aconseja la aplicacion com-
binada de métodos mecanicos, que comportan la
remocion fisica de los biodeteriogenos (usando
instrumentos manuales como bisturies, espdtulas,
rasquetas, aspiradoras, etc.), junto con métodos de
control o tratamientos quimicos, que conllevan el
uso de biocidas especificos.

Para la eleccion del tratamiento biocida mds
adecuado se han realizado estudios previos eva-
luando distintos productos, tanto su eficacia como
su posible efecto secundario sobre el material
pétreo.

Los resultados obtenidos determinan que nin-
guno de los productos biocidas ensayados causa
graves dafios sobre la piedra, y aunque el Preven-
tol Ri80 es el que mayor cambio de color propor-
ciona a corto plazo, sin embargo es el que resulta
mas eficaz contra organismos fotoautotrofos.
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