Assaig de bione-
teges bacterianes

sobre material arqueologic
divers: ceramica, os i
pintura mural

El present article és una seleccié parcial del treball final efectuat durant el curs d’adaptacioé ala nova titu-
lacio de conservador-restaurador en I'especialitat de Conservaci¢ i Restauracio de Béns Arqueologics de
I'ESCRBCC. El treball, titulat Neteges raonades: experimentacid amb nous tractaments de neteja aplicats
sobre 6 peces de material arqueologic divers, tenia com a objectiu establir una metodologia de neteges
enfocat a material arqueologic, efectuant un examen profund de les peces que ens permetés establir un
protocol raonat, el més cientific possible, en el que la proposta de neteja sorgis dels resultats de I'examen
analitic. A més a més, aquest protocol pretenia escollir sempre, d’entre els sistemes de neteja possibles, el
més adient, eficac i innocu, tant per a la peca com per al restaurador, de manera que els sistemes aquosos
tamponats, gelificats i bacterians van ser alguns dels metodes suggerits. Aquest article se centrara Unica-
ment en la part experimental de les bioneteges bacterianes perque, d’entre els temes estudiats al treball
final, és un dels més innovadors i presenta un camp d’estudi ampli encara per explorar.

Testing Biocleaning Bacterium on Diverse Archaeological Material:
ceramics, bone and mural painting

This paper is an excerpt from the final project completed during the adaptation programme for the new
qualification of conservator-restorer specialising in the Conservation and Restoration of Archaeological
Artefacts at the ESCRBCC. This work, titled Reasoned Approaches to Cleaning: experiments carried out
with new cleaning treatments applied to 6 diverse pieces of archaeological material, is aimed at establish-
ing a specific methodology for cleaning archaeological material, carrying out an in-depth examination

of the pieces which would allow us to establish a reasoned protocol, the most scientific possible, where
the cleaning method proposed would arise from the results of the analytic study. Moreover, the intention
of this protocol was to always choose, from the cleaning methods possible, the most appropriate, effec-
tive and safest, both for the piece involved and the restorer, so the buffered aqueous, gelled and bacterial
processes were among the methods suggested. This paper will only deal with the experimental part of the
biocleaning bacterium since, among the topics studied in the final project, this is one of the most innova-
tive and introduces a broad area of study still to be explored.
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INTRODUCCIO | METODOLOGIA

Sovint, els restauradors de materials arqueologics ens
trobem davant d’objectes absolutament destruits, sus-
ceptibles a qualsevol intervencié i molt sensibles inclis a
I'accié de I'aigua, pel fet que el medi soterrat en el qual
s’han trobat durant segles, ha activat algunes reaccions
quimiques com la hidrolisi i la solubilitat de molts dels seus
components. Aixi, doncs, ens trobem amb materials que
sovint necessitarien un tractament aqués per eliminar re-
sidus fangosos, terrosos o salins, perd que no es poden
mullar perque s’estoven, es descomponen o, fins i tot, es
poden activar diverses reaccions quimiques nocives per a
les peces, amb facilitat. Exemple d’aixd és el material ossi,
el material fossil paleontoldgic, Iivori, el cuir i els metalls,
entre altres. D’aquesta manera, ens plantegem examinar
préviament i a consciencia les peces, per establir un pro-
tocol raonat en el qual la proposta de neteja sorgeixi dels
resultats d’'un examen el més cientific possible, a partir
dels mitjans amb els quals pot comptar qualsevol restau-
rador. D’entre els sistemes de neteja possibles, sempre
intentarem fer servir el més adient, el més eficac i el més
innocu tant per a la pega com per al restaurador. Concre-
tament, en els casos que presentem en aquest article, els
metodes escollits van ser els biologics (neteja amb bacte-
ris), per la seva eficacia de remocié, selectivitat, respecte
al suport i nul-la toxicitat.

La metodologia emprada en aquesta recerca va co-
mencar amb una fase d’estudi tant dels materials cons-
titutius de cada peca, com de les capes de superficie

susceptibles d'eliminar durant la neteja. Aquest primer
estudi abastava la recerca historica, la revisié de refe-
rencies bibliografiques i fitxes de restauracid, I'obser-
vacié macroscopica de les superficies amb microscopi
digital de ma (50-200x), I'eina informatica de gran de-
tall fotogrametric 3D RTI i I'observaciod de les superficies
amb ldmpada de Wood, per descartar, detectar o fins i
tot reconeixer materials filmogens en superficie a partir
de la seva reflexié caracterfstica.

Després de la primera fase d’estudi, vam procedir a una
fase analitica, efectuant des de senzills tests fins a tec-
niques analitiques instrumentals, segons la necessitat. En
alguns casos es va fer servir la tecnica instrumental FT-
IR,” efectuada als Centres Cientifics i Tecnologics de la UB,
per identificar materials constitutius i de superficie, i en al-
tres casos, senzills tests com el de polaritat i solubilitat
per obtenir un valor Fd concret de les capes de superficie.
En tots els casos, a més a més, es van efectuar els tests

Reflectance Transforma-
tion Imaging (RTI): métode
fotografic digital compu
tacional creat per capturar
la superficie dels objectes
facilitant, a través d'un pro-
gramari, una re-il-luminacié
interactiva de les superficies
des de qualsevol direccio.
Lainformacié de les imatges
respecte ala seva il-luminacié
se sintetitza matematicament
per generar un model numeric
de la superficie, el que permet
examinar la imatge generada
en profunditat. L'RTI millora, a
partir dels calculs matematics,
la visualitzacié de la superficie
fotografiada, emfatitzant e
colorielrelleu de forma evi-
dent. L'RTI no només registra
dades sobre el color de la
superficie en cada pixel sind
que també emmagatzema in-

formaci¢ sobre la tridimensionalitat de la superficie al prendre un valor per a la Normal en cada pixel.

D’aquesta manera, el programari calcula uns valors tenint en compte 'angle resultant entre la llum
i 'objecte en una serie de fotografies. Cal destacar que els calculs de I'RTI aporten nova informacié

de gran detall impossible de revelar a partir d'un examen visual fisic directe. A diferencia d'una foto-
grafia tipica, la informacio de reflectancia deriva de la forma tridimensional de I'objecte, donant com

aresultat final un joc de llums i ombres que rev

una imatge 3D de gran detall de la superficie en gliestié.
Espectroscopia d'infraroig per transformada de Fourier.

ela els relleus iirregularitats de la superficie, generant

A partir del triangle de TEAS i el test de dissolvents Wolbers-Cremonesi podem coneixer de manera
aproximada quin material filmogen de superficie tenim sobre la superficie original.
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A partir d'una analisi a la
gota, calculem I'angle de con-
tacte entre la gota d'aigua
la superficie. El resultat serd
més o menys hidrofil i ens
pot donar pistes respecte a
la constitucié del material, si
es tracta o no d'un material
filmogen, etc. Posteriorment
observem amb microscopi di
gital sila zona de la gota s’ha
inflat o alterat per estipular si
la superficie és més o menys
sensible a l'aigua.

Amb tires indicadores de pH.
El sistema de neteja emprat
haura de tenir un pH que
estigui en el rang de seguretat
de la peca (cada material té
unrang de pH de seguretat
caracteristic)

Es mesura la conductivitat
de la superficie de I'objecte
amb una petita planxa d'agar-
agar que posteriorment
s'introdueix en un conduc-
timetre de solids. D'aquesta
manera no cal submergir la
peca per poder mesurar la
seva conductivitat. El sistema
de neteja emprat haurd de
tenir una conductivitat similar
ala de la superficie a tractar
(solucié isotonica) per poder
actuar eficagment i sense
malmetre el substrat

Les cellules vives necessiten
energia per sobreviure, i
aquesta és emmagatzemada
pels bacteris a un element
anomenat ATP (adenosf
trifosfat: una molécula
ca present a tots

els organismes vius) que,
gracies a la bioluminescéncia
ens serveix d'indicador de la

presencia de bacteris vius

d’hidrofilitat-hidrofobicitat,” de pH™ i de conductivitat.
En conclusid, totes aquestes proves havien de servir per
coneixer millor que tenfem i qué voliem eliminar de mane-
ra selectiva (sense afectar el suport original), els rangs de
pH segurs per a les preparacions aquoses tamponades,
la influencia del pH sobre I'accié dels quelants en les pre-
paracions, quins quelants serien els més apropiats, quina
conductivitat seria necessaria per a cada neteja, i com
emprariem neteges de base aquosa fent les preparacions
prou segures per netejar superficies especialment sensi-
bles a aquest medi.

En finalitzar totes les proves de les fases 11 2, vam es-
tablir unes conclusions que ens van permetre escollir un
sistema de neteja coherent amb els resultats i que podia
eliminar el material alié respectant el material constitutiu
de cada peca. Tot sequit, durant la fase experimental, vam
fer diverses proves de neteja amb els sistemes escollits i
amb diversos modes d'aplicacié per, finalment, valorar
I'efectivitat de les neteges i els avantatges i inconvenients
respecte als sistemes de neteja tradicionals: compatibili-
tat material, coherencia, efectivitat, selectivitat, aporta-
ci6 de residus bacterians i dels gels d'aplicacio, toxicitat,
innocuitat, valoracié economica, rapidesa d’accid, etc. La
valoracié final es va fer gracies a una segona fase ana-
litica de comprovacié, en que vam observar el sistema
porés i superficial de les peces amb microscopi digital i
l[dmpada de Wood per comprovar tant la incidencia dels
residus aportats pels sistemes gelificats com el nivell de
neteja aconsequit. D’altra banda, es va constatar amb un
lumindbmetre mesurador d’ATP," que no quedaven bacte-
ris vius en les superficies netejades biologicament, i es va
tornar a mesurar el pH, la conductivitat i la hidrofilitat per
valorar els canvis soferts després de les neteges.

L'instrumental emprat per a 'estudi d’aquest article és
el seguient: conductimetre de solids Horiba CE B-711°,
pH-metre EcoTestr pH2®, tires indicadores de pH, lumi-
nometre mesurador d’ATP Hygiena System Sure Plus®

sobre les superficies patrimonials. La bioluminiscencia és una tecnologia basada en la deteccio de

I’ATP a través de
dels bacteris, produeix llum.

nzim present en les cuques de llum (luciferasa) que, en combinar-se amb I'ATP

Vegeu BOSCH, M.P. Caracterizacién del biodeterioro y desarrollo de nuevos tratamientos de lim-

pieza aplicables alos frescos restaurados de Antonio Palomino en la Iglesia de los Santos Juanes de
Valencia. Tesi Doctoral. Valencia: Editorial Universitat Politecnica de Valencia, 2012, p. 9.
Vegeu BOSCH, M.P; REGIDOR, J.L.; SORIANO, P; DOMENECH, M.T; MONTES, R. “Ensayos de Biolim-

pieza con bacterias en pinturas murales”. Arché, (2010), nim. 45, p. 117. Bacteris que no im

pliquen

cap risc ni per al restaurador ni per a I'obra, ja que en assecar-se moren perque no sén capagos de
produir formes de resistencia (espores).

Vegeu MONTES, R. M. La Biologia y la Restauracion. Il Seminario Formativo: Biolimpieza de Obras
de Arte. Apuntes del curso del 31 de mayo al I de junio de 2013. Jaca: Museo Diocesano de Jaca,
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geu CIFERRI, O.; TIANG, P; MASTROMEI, G. Of Microbes and Art: The role of microbial commu-

nities in the degradation an d protection of cultural heritage. Nova York: Kluwer Academic, Plenum
Publishers, 2000. ISBN: 0306463776, p. 235.

Vegeu GAURI, K.L,; AHAD, N.; CHOWDHURG, N.; KULSHRESHTHA, N.P; PUNURU, A.R. “The Sulfac-
tation of marble and the treatment of gypsum crust”. Studies in Conservation, 34,1989, p. 201-206.

amb hisops Ultra Snap®, balanga de precisié, termome-
tre de superficies Testo®, tires indicadores de preséencia
de nitrats i nitrits Quantofix®, [lampada de Wood, l[dmpada
d'infrarojos, camera fotografica Nikon D-70®° amb ob-
jectiu macro, programari RTI Builder i microscopi Digital
DinoLite Pro®.

BIONETEGES BACTERIANES: ESTAT DE LA QUESTIO
Els bacteris sén éssers vius senzills, microorganismes de
0,5-5,5 pm de mida, formats normalment per una sola
cellula procariota, que només és visible al microscopi. Els
bacteris no disposen d'un nucli cellular diferenciat, sind
que el seu ADN és en el mateix citoplasma i no a I'interior
d'una membrana. Poden ser autotrofs (es nodreixen de
materia inorgdnica) o heterotrofs (es nodreixen de ma-
teria organica).

En relacié amb el patrimoni, els bacteris poden ser res-
ponsables d'alteracions indesitjables per biodeteriora-
ment quan actuen de forma lliure o, per contra, poden
ser-nos de gran ajuda en actuacions de conservacio-res-
tauracio, si els emprem de forma dirigida. Quan fem servir
els bacteris de manera controlada i, amb els mitjans ne-
cessaris, el poder de desagregacié que tenen, per nutricié
i assimilacié durant els seus processos metabolics, poden
ser-nos molt Gtils per a remoure productes superficials
aliens en una peca patrimonial, i per tant, podem fer-los
servir per a neteges selectives i complexes. Sempre es
tracta de microorganismes no patogens i no esporulants
que no tenen cap risc per a l'ésser huma i tampoc poden
propagar-se a l'obra.

Els bacteris necessiten energia per sobreviure, i poden
aconsequir-la per mitja de la llum (fototrofia) o per I'oxi-
daci¢ de diversos compostos (quimiotrofia) tant organics
(glucoses, acetats, etc.) com inorganics (H,, H,S, Fe*,
NH,*, etc.) que, combinats amb I'0, ambiental, s'oxiden
i es transformen en aigua i nutrients (fonts de carboni i
electrons) que els donen energia. - Com que la composi-
ci6 quimica de cada bacteri indica quins sén els nutrients
requerits per a la seva supervivéncia, podem escollir un
tipus de bacteri o un altre, selectivament, segons el mate-
rial que desitgem remoure. Els bacteris adequats podran
processar, assimilar o descompondre una substdncia
concreta i, aixf, ajudar-nos amb la seva remocid, que pot
ser completada amb accié mecdanica i un esbandit poste-
rior a 'activitat biotica.

Les bioneteges bacterianes, hereves de les neteges en-
zimatiques, sorgeixen durant els anys 80, quan aparei-
xen els primers estudis sobre la capacitat dels bacteris
per reduir sulfats sobre obres patrimonials. Els primers
estudis son de Gauri i Gwinn,  I'any 198311989, “ quan
van fer proves de laboratori amb provetes de marbre ex-
posades a 10 ppm de SO, al 100% d’humitat i a 20 °C



de temperatura, per després intentar eliminar les cros-
tes negres amb bacteris Desulfovibrio desulfuricans.
En efecte, van aconsequir reduir les crostes negres (el
sulfat de calci dihidratat: guix) en un 80% després d’'una
immersi¢ de 60 hores. Posteriorment, Gauri traslladaria
les proves a una escultura real amb crosta negra, I'any
1992. " Va submergir la peca en un medi de cultiu amb
els bacteris, durant 84 hores, obtenint uns resultats
només analitzats visualment, sense poder estimar un
percentatge aproximat. L'any 1996, Ranalli i Cappitelli
prendrien el relleu de Gauri, també tractant escultures
de marbre i fins i tot la fagana de la catedral de Milg,
amb Desulfovibrio desulfuricans i Desulfovibrio vulgaris,
per mitja d’aplicacions que anaven de 30 a 45 hores.
Com a novetats, aquests autors substituiren la immersié
com a medi d’aplicacié, pels aposits de cotd i sepiolita

i, ja I'any 2006, de Carbogel®.~ Amb aplicacions més
puntuals i concentrades, els temps d’actuacié podien
reduir-se favorablement i, a més a més, s’evitaven els
desavantatges de la immersié " que, per una banda, pot
dissoldre molts components de les peces que no voldri-
em dissoldre i, d'altra banda, no tots els objectes poden
submergir-se a causa de la seva mida. Aixi doncs, Rana-
Ili, 'any 1997 va desenvolupar I'eliminacié dels sulfats
presents a una columna i a una escultura amb bacteris
sulfat-reductors, perd barrejant les soques Desulfovibrio
desulfuricans i vulgaris i en cultiu pur i mixt per millorar el
potencial sulfat-reductor. També el va aplicar en con-
dicions anaerobiques, i amb sepiolita com a suport. Els
resultats, a partir de la cromatografia d’intercanvi ionic,
van ser de 81% de remoci6 després de 36 hores d’apli-
cacié. Com ainconvenients, el sulfur d’hidrogen va reac-
cionar amb el ferro present en el substrat de les peces i
va formar precipitats de sulfur de ferro (taques fosques
sobre la pedra). Posteriorment, I'any 2006 arribarien
noves aportacions i millores de la ma de Cappitelli. ~ El
metode es basd en I'Us de bacteris igualment sulfat-re-
ductors, perd aquest cop aplicats a partir de Carbogel®
i amb un sistema que evités la formacié de sulfurs de
ferro. Es tractava, doncs, d'una metodologia millorada
per eliminar crostes negres fent servir Desulfovibrio vul-
garis ATCC 29579, que elimina el guix de nova formacié
(dissocia el sulfat calcic en ions calci i sulfats) en el que
s’havia transformat el carbonat calcic en preséncia de
S0, (acid sulfaric procedent de la contaminacié ambi-
ental) i, d’altra banda, els ions calci reaccionen amb el
CO, ambiental generant nova calcita. D'aquesta manera,
els bacteris emprats eliminen el guix de les crostes i, a
la vegada, consoliden parcialment el material. Aquestes
proves van aconsequir eliminar el 38% dels sulfats en 45
hores de tractament i I'Gs del Carbogel® va demostrar ser
superior tant a la sepiolita com a I'Hydrobiogel-97¢ i el
cotd, ja que va permetre que els bacteris estiguessin en
un medi sempre humit, mantenint correctament la seva
activitat fins al final del tractament.

Després d'aquesta primera experiencia, Cappitelli va voler
aprofundir d’'una manera més comparativail‘any 2007 va
efectuar, sobre el mateix suport, un estudi que compara-
va la bioneteja d’'un fragment de marbre de la catedral de
Milad amb una neteja tradicional quimica de les crostes ne-
gres.” La neteja quimica es va fer mitjangant aposits de
carbonat d’‘amoni i EDTA, i la biologica, del mateix mode
que en els estudis de I'any 2006. En contrast amb el me-
tode de neteja quimica, el procediment biologic va donar
un resultat d’eliminacié més homogeni i no perjudicava el
substrat sota la crosta. A més a més, el tractament quimic
va formar sulfats de sodi com a residus indesitjables.

Els dltims avengos en la matéria de la bioneteja de crostes
negres han estat publicats I'any 2013, de la ma de Fede-
rica Troiano.” En aquest estudi, encara que es destaca
I'eficacia de les bioneteges amb bacteris reductors de
sulfats, es parla dels inconvenients, com la llarga dura-
da dels tractaments quan les crostes sén gruixudes, o la
dificultat d’emprar aquesta tecnica en la realitat d'una
restauracié complexa i de grans dimensions (el la qual no
es pugui treballar en un laboratori de microbiologia on les
condicions sén ideals, on el material es pot esterilitzar, els
tractaments poden mantenir-se a temperatures estables
durant moltes hores, i les tasques es poden desenvolu-
par en ambients anaerobics). Per a fer front a aquestes
dificultats, van experimentar efectuant un pretractament
amb tensioactiu no ionic i després van aplicar els bac-
teris Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris ATCC 29579.
L'acoblament d’ambdds tractaments va eliminar la crosta
sense afectar el marbre original, reduint un 70% el temps
de neteja. El detergent només elimina algunes capes su-
perficials, adherides sobre la crosta negra, i permet que
després els bacteris actuin millor i més rapid sobre les
crostes. També es van estalviar aplicacions biologiques,
ja que s’acostumen a canviar els bacteris cada 15 hores.

No és fins a I'any 1996, amb Ranalli, quan es comenga a
explorar I'eliminacié de nitrats i coles organiques amb bi-
oneteges bacterianes. L'any 2000 va publicar un article
en queé les inoculacions es van fer amb aposits de sepioli-
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ta. Per ala remoci¢ de nitrats, van fer servir Pseudomonas
stutzeri i Pseudomonas aeruginosa. Després de 30 hores
d'actuacio, el 90% dels nitrats havia desaparegut.”” Per
a la materia organica (restes de cola animal d'una antiga
restauracié sobre una pintura mural), van emprar Pseu-
domonas stutzeri, durant 8 hores, aconseguint eliminar
. EI 2005 Cappitelli
aplica aquestes tecniques que fins ara no havien sortit del

el 100% de les restes de col-lagen

laboratori, sobre una gran superficie com els murs de la
catedral de Matera (Itdlia), on es va eliminar el 30% dels
nitrats mitjangant I'aplicacié de Pseudomonas pseudoal-
caligenes KF707 i Desulfovibrio vulgaris ATCC 29579. Es
va aplicar la solucié bacteriana gelificada amb Carbo-
gel®. Es van emprar els bacteris tan individualment, com
combinats. En 24 hores, s’havien remogut ja el 55% dels
nitrats i el 85% dels sulfats dels murs™". Sis anys després,
el 2011 es va fer un estudi de control dels efectes de la
neteja dels murs de Matera, i les conclusions van ser que
no hihavia hagut variacions de color apreciables, i que els
efectes eren encara satisfactoris.

Antonioli®’, I'any 2005, va eliminar amb éxit restes de cola
animal procedents de I'arrencament d’'unes pintures mu-
rals d'Spinello Aretino a Pisa, amb Pseudomonas stutzeri
i enzims en aplicacions de 2 a 17 hores. La principal difi-
cultat d’aquest cas va ser que la cola animal amb la que
s’havia fet I'strappo, havia estat barrejada amb formalde-
i, per tant, els enzims aplicats per
eliminar la cola no eren capacgos d'actuar, pero ho feren

hid com a antimicrobia

els bacteris. Els van aplicar amb coté com a sustentant,
eliminant el 100% de les restes de cola.

L'any 2008, Sorlini i Cappitelli™ van realitzar un estudi
comparatiu entre neteges biologiques i quimiques, arri-
bant a la conclusié que la neteja quimica no és homoge-
nia, ataca la superficie original de la pedra i forma cristalls
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Formades per deposicié de contaminants atmosferics que amb I'aigua produeixen acids que
reaccionen amb el carbonat, produint sulfats i nitrats. Durant la cristal-litzacié del guix (sulfat calcic),

altres contaminants de I'aire, com

per exemp\e les p(]rﬂ(‘u\es carbonoses, s'incrusten en la matriu

mineral generant I'ennegriment tipic de les crostes negres.
Formades per deposicié de contaminants atmosferics o per filtracié-acumulacié de detritus

Capes formades per deposici¢ de particules atmosferiques, per colonitzacié de microorganismes
o0 per aportacions de processos de restauracio.

de sulfat de sodi indesitjables. Al contrari, la neteja biolo-
gica és molt homogenia, no ataca la patina original i no
genera subproductes aliens, només la calcita en alguns
€asos que, a més a més, serveix de consolidant natural.

Cal destacar que la Universitat Politecnica de Valéncia va
publicar I'any 2010 uns estudis™ que es van dur a terme a
I'Instituto Universitario de Restauracién del Patrimonio de
la Universidad Politécnica de Valencia, per a la tesi doc-
toral de Maria del Pilar Bosch, que es publica posterior-
ment, I'any 2012.7" Tant a la tesi com als articles, I'equip
valencia desenvolupd I'is dels bacteris Pseudomonas
stutzeri DSMZ 5190 per a la bioneteja de pintures murals
amb restes de materia organica d’arrencament i traspas,
aixi com d’eflorescencies salines de nitrats, que ja havi-
en intentat eliminar mitjangant técniques fisicoquimiques
sense obtenir bons resultats, com les resines d'intercanvi
ionic, per exemple.” Com a novetat, adoptaren els gels
rigids d’agar com a manera d'aplicacié dels bacteris, perd
només com a suport humectant dels mateixos. Les con-
clusions dels estudis sén que els bacteris DSMZ 5190 eli-
minen molt eficientment cola orgdnica i eflorescencies de
nitrats i sulfats sobre pintures murals reals en condicions
aerobies reals i in situ.

A tall de conclusié, podriem dir que les neteges bacteria-
nes s’han emprat fins ara per eliminar crostes negres en
material petri”” (sulfats i nitrats majoritariament), eflores-
cencies salines™ (nitrats principalment) i matéria organi-
(restes organiques de deposicid i coles apor-
tades). Evidentment, per remoure aquestes capes alienes
cal emprar bacteris especifics segons la seva capacitat
metabolica: bacteris reductors de sulfats per eliminar
crostes negres i sulfats, bacteris reductors de nitrats per
eliminar eflorescencies de detritus, i bacteris heterotrofs
per eliminar mateéria organica diversa.

ca aliena

LES BIONETEGES BACTERIANES EN CONTRA-
POSICIO A LES NETEGES TRADICIONALS
Segons els estudis cientifics abans esmentats, les nete-
ges bacterianes poden solucionar amb gran efectivitat
uns problemes de conservacié fins ara molt complexos.
Les sals i les coles animals polimeritzades i envellides sén
dos dels grans problemes de la restauracio, per la seva
gran dificultat de remocié. Fins ara, els sistemes tradici-
onals fisicoquimics ho han intentat amb forca pero, o bé
no remouen amb eficacia les substancies esmentades, o
bé aporten més i majors problemes a curt i llarg termini
sobre les peces.

Tant els aposits de carbonat d’amoni i d’EDTA com les re-
sines d'intercanvi ionic aporten molta humitat i sals alie-
nes als suports, que cal esbandir molt bé, aportant de nou
molta humitat i eliminant els sulfats només parcialment. A
més a més, sén metodes poc selectius, agressius, invasius,



toxics per al restaurador i que poden afectar també el su-
port original. Per contra, els tractaments amb bacteris sén
molt selectius, molt eficagos, no toxics per al restaurador i
innocus per al'obra patrimonial.”™ També, els microorga-
nismes bacterians presenten avantatges sobre els tracta-
ments enzimatics, ja que els bacteris poden metabolitzar
millor substancies complexes i incrustades. Els enzims sén
massa selectius i febles per a remoure materies tan com-
plexes com els sulfats o els nitrats. En canvi, els bacteris,
gracies als mecanismes d’induccié génica, s‘adapten a
diversos nutrients, sintetitzant els enzims necessaris per
degradar un rang més ampli de substancies.” Un altre
avantatge és el preu: els enzims sén de 3 a 10 vegades
més cars que els bacteris.

EL PROBLEMA DE L'AIGUA | L'ELECCIO DELS
SUPQRTS D'APLICACIO

Com ja sabem, I'aigua és un agent netejador molt impor-
tant, perd cal controlar-ne els inconvenients. Té un poder
d’humectacié sovint limitat a causa de la seva elevada
tensid superficial, mentre que manifesta una elevada
difusié vertical per capil-laritat en els materials porosos.
En el cas de les bioneteges, normalment necessitem una
difusié més limitada, per concentrar el poder dels bacte-
ris a la superficie de I'obra patrimonial. A més a més, la
difusi¢ vertical de I'aigua, amb la posterior evaporacio su-
perficial, fa precipitar les sals dissoltes en I'aigua, recristal-
litzant-les i generant disrupcié mecdanica en superficie.
D’altra banda, ates el seu poder dissolvent, I'aigua és
incompatible amb els suports artistics més hidrofils, com
ara tremps magres, textils i fustes degradades entre al-
tres, @ més a més que pot arribar a desenvolupar altres
agents de biodeteriorament no controlats, accelerant la
degradacié de I'obra.” "~ Tot i aixo, I'aigua és absolutament
necessaria en el procés de la bioneteja, ja que els bacteris
han de romandre dins d'un medi aquds per mantenir-se
vius, aixi doncs, calia idear un métode per aconsequir un
ambient humit de llarga durada sobre les obres, pero que
romangués en superficie. La solucié no és altra que fer
servir medis gelificats, perque a més a més de localitzar
I'accié i disminuir I'evaporacié de la solucié aquosa-bac-
teriana, el sistema gelificat redueix la penetracié i millora
I'accié del mullat superficial.” Fins ara, com ja hem expli-
cat a l'apartat anterior, els aposits havien estat de sepi-
olita o cotd, amb Ranalli i Cappitelli”~ des de 1996, i de
Carbogel® a partir de 2006, en els estudis de Capppitelli
i Zanardini. ~ Els gels van aportar millores significatives,
permetent als bacteris romandre vius i més actius durant
moltes més hores. Els bacteris atrapats en el gel actuen
de manera més gradual i prolongada en el temps, i amb
una penetracio vertical de I'aigua, molt inferior als aposits.
El cotd i la sepiolita, per contra, generen cicles d’absor-
cié i desorci¢ periodics, que fan circular dintre del siste-
ma pords tant les capes que desitjavem eliminar, com les
sals presents en el substrat. A més a més, I'assecatge de

I'aposit és més rapidi els bacteris comencen a morir en un
temps bastant accelerat. Els gels, no obstant aixo, tenen
el problema de la remocid i els residus, ja que segons de
quin tipus de gelificant es tracta, és més o menys adhe-
siu i, per tant, més o menys dificil de remoure. Els residus
solids del material gelificant no evaporen ni se sublimen,
sind que poden romandre per sempre en el sistema porés
de la superficie netejada. D’una banda, els gelificants (co-
les, celluloses o gomes) sén solubles en aigua, per tant,
haurien de poder-se remoure o eliminar completament
a base d’esbandits. No obstant aixd, un esbandit repetit
i insistent no sempre és compatible amb les superficies
tractades, on precisament hem fet servir un sistema geli-
ficat per limitar-ne I'accié mullant del tractament escollit.
El restaurador ha de procurar reduir al maxim els residus
sobre I'obra, aixi que cal evitar I'Gs de gels fluids en su-
perficies molt poroses, texturades o amb esquerdes, per-
que la remocié dels residus es faria molt més complexa
en aquests casos. D'altra banda, es poden prendre al-
tres precaucions, com interposar un paper japones com
a barrera. Tot i aixi, si el gel és molt dens, els bacteris no
poden moure’s amb llibertat i poden restar practicament
encapsulats dins, per exemple, d'un gel rigid d’agar-agar,
sense poder efectuar correctament la seva funcié. A més
ameés, enun gel d’agar-agar els bacteris que no quedin en
la zona de contacte directe amb la superficie patrimoni-
al, no seran Utils, perqué no podran arribar a la superficie
a tractar. D'altra banda, els gels fluids, afegeixen el gran
problema de la remocid i dels residus, aixi que la solucié
més adient ha estat trobada per I'equip de la UPV: ™ apli-
car a pinzell la solucié bacteriana sobre el suport i imme-
diatament aplicar a sobre un gel rigid d’agar-agar que
només conté aigua. El gel manté humectats els bacteris i,
alhora, controla la seva penetracid i actuacio, ja que té un
alt poder d’absorcié d’aigua, retenint-la i alliberant-la de
manera progressiva i uniforme, en petits cicles.

Paral-lelament a I'estudi bibliografic sobre gels, vam efec-
tuar proves d’humectacié i remocié amb diversos gels i
sustentants ~ com agar-agar al 2%, agar-agar al 4%,
Carbogel® a I'1,5%, Klucel G® al 4%, Carboximetilcel-lulosa
al 4% i el sustentant de polpa de paper Arbocel®, arribant
a les mateixes conclusions que la UPV.

FASE EXPERIMENTAL: ELECCIO DEL BACTERI
Iniciem les proves sobre quatre peces escollides pel ma-
terial constitutiu. Es tracta de quatre peces provinents
d’excavacio: un fragment ceramic, un os de bovid i dos
fragments pertanyents a una mateixa pintura mural.

Com ja hem esmentat anteriorment, abans d'iniciar una
neteja hem de coneixer al maxim la tecnica i els materials
de 'obra patrimonial que tractarem. A més a més de la
informacid historica i técnica, que ja ens déna moltes pis-
tes, cal sumar-hi I'experieéncia del restaurador i sobretot,
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Dos fragments descontex-
tualitzats (sense punt d'unié
amb la resta de fragments) de
pintura mural corresponents a
un conjunt de 162 fragments,
recuperats durant I'excavacié
(jo estaven despresos del mur).
La pintura correspon al tercer
estil pompeid, que destaca
pels fons de colors plans amb
petites decoracions en minia-
tura i garlandes. Destaquen en
aquest cas els colors vermell,
verd, groc, malva i blanc. La pin-
tura ha estat realitzada al fresc
amb detalls al sec. EIMAC Em-
puries va efectuar una neteja
superficial i un muntatge previa
I'adhesio. Actualment estd sent
restaurat a 'ESCRBCC.

Existeixen limits en les
tecniques analitiques que
poden no recongixer elements
complexos com, per exemple,
aglutinants alterats. No obs-
tant aixo, hi ha sospites, per
tradici¢ i analitiques, que es
pugui tractar d'un tremp d'ou.

i sempre que sigui possible, informacié contrastada per
mitja d’andlisis instrumentals que ens ajudin no només a
comprendre les tecniques i les capes de superficie, sind
també les proporcions i preséncia de cada substancia es-
tudiada, aixi com I'estat de degradacié de les mateixes.
En els casos presentats, per les seves caracteristiques,
vam fer observacié macroscopica amb microscopi digital,
fotografia UV amb lampada de Wood i tests de pH, con-
ductivitat i hidrofilitat.

Finalment, com que no vam poder aconsequir per al tre-
ball mostres reals amb restes destacables de coles orga-
niques i nitrats (els elements amb els quals voliem testar
les bioneteges), vam fer provetes amb fragments descon-
textualitzats,
simulant atacs greus de sals en el cas de la cerdmicail'os,

induint cola i nitrats sobre els fragments,

i una intervencié de traspas inadequat amb cola de conill
en el cas dels fragments de pintura mural.

Una vegada conegudes les substancies que volfem re-
moure, calia escollir el bacteri per eliminar-les. En el
nostre cas, voliem eliminar tant nitrats com cola animal.
Com ja hem vist abans, segons la bibliografia, en bione-
teges s’han emprat bacteris desnitrificants com la Pseu-
domonas aeruginosa (descartada per ser patogena), la
Pseudomonas stutzeri o la Pseudomonas desnitrificans,
sobre murs i material petri.
bacteris per eliminar cola animal, hem trobat menys bi-

En canvi, enrelacié a I'ds de

bliografia, perd concretament aplicada a pintura mural.
El bacteri emprat amb exit

per eliminar coles ani-

mals és la Pseudomonas
stutzeri que, com acabem
d’esmentar, també és des-
nitrificant, per aixd, amb
una sola soca de bacteri
podriem fer les dues pro-
ves d'aquest treball i, per
tant, fou el bacteri escollit.

Els bacteris es van comprar
en cultiu liofilitzat a la col-
leccié alemanya de cultius
tipus Deutsche Sammlung
von Microorganismen und
Zellkulturen i es va escollir
la soca DMSZ 5190 pels
bons resultats obtinguts
durant les proves de la
UPV per a la investigacié de Doctorat de Maria del Pilar
Bosch.”™ La Pseudomonas stutzeri DMSZ 5190 es va de-
senvolupar bé entre 25 °i30 °Cien ambient tant aerobic
com anaerobic. També es va desenvolupar bé en medis de
cultiu amb nitrats i amb coles, i va eliminar favorablement
ambdues substancies. Com que no disposem d’un labora-

tori de microbiologia, des de la Universitat Politecnica de
Valencia, ens van permetre molt amablement fer les pro-
ves alla als seus laboratoris, amb el doctor i professor José
Luis Regidor i la post-doctoranda Pilar Bosch. Els bac-
teris escollits es van preparar abans d'iniciar les tasques
de neteja, fent-los créixer durant cinc dies en dos medis
de cultiu: d'una banda, en medi M3 diluit al 50% (3 grams
de Na,HPO,, 1,5 grams de KH2P04, 0,5 grams de NHACL i
0,25 grams de NaClen 1 litre d'aigua destil-lada) amb un 1%
de cola animal, i d’altra banda, en medi nitrat. Després de
cinc dies de cultiu i creixement, els bacteris es van plantar
en matrassos en agitacié a 28 °C, 24 hores per obtenir el
punt maxim de creixement exponencial. Finalment es van
rentar i centrifugar en tres cicles de 10 minuts a 4.200 rpm
per a finalment suspendre’ls en aigua destil-lada esteril.
D’aquesta manera, no s'aplica sobre I'obra cap element
que no siguin bacteris i aigua esteril.

FASE EXPERIMENTAL: REMOCIO DE COLA
ANIMAL AMB PSEUDOMONAS STUTZERI

Per a les proves de remocié de cola animal, preparem
dues provetes a partir de material real arqueologic. El
MAC Empdries i 'ESCRBCC ens cedeixen temporalment
per al'assaig dos petits fragments descontextualitzats de
pintura mural romana, provinents de la unitat estratigra-
fica 2209 del jaciment arqueologic d’Empdries, i datats
entre els segles | aC-1 dC.” Els fragments estan confor-
mats per morter natural de calg, pigments aplicats al fresc
i detalls al sec (tremp) Jll

[1] Mostres de pintura mural abans de la intervencié (Fotografia: Silvia Marin).

Abans de tractar les peces vam fer I'estudi analitic previ per
saber si podiem aplicar la neteja bacteriana sense ocasionar
problemes als fragments. La pintura presenta uns detalls al
sec que, segons els estudis realitzats fins ara, semblen serun
tremp del qual es desconeix I'aglutinant.” Si es tractés d'un
tremp d'ou, seria bastant inalterable i, sifos de cola, podria ser



alterat per la bioneteja, perd sila cola estd molt polimeritzada
(ja que ha arribat als nostres dies en bon estat de conserva-
ci6), sera molt dificil que el bacteri pugui atacar-lo, i en tot
cas, realitzarfem proves per comprovar-ho. D'altra banda, a
partir de 'observacié d'una microgota d'aigua aplicada sobre
la superficie amb un tub capil-lar, constatem com la superficie
absorbeix I'aigua absolutament, és a dir, que es tracta d’'una
superficie molt hidrofila. Posteriorment, amb microscopi di-
gital, vam observar que els pigments no s’havien mogut ni
alterat amb l'accié de l'aigua. Tot sequit fem unes proves
de neteja aquosa en estat lliure i, en efectuar la friccié tipica
d'una neteja moderada amb hisop de cot6 (I'accié mecanica
d'una neteja aquosa lliure ordindria), es va apreciar un cert
alliberament de particules de pigment. Aixi doncs, després
d'aquestes primeres proves, observem que les mostres su-
porten I'accié de l'aigua en quantitats moderades i creiem
que la neteja efectuada podrd contenir un mitja bacterid-
aquos pero gelificat i que no necessiti passades o esbandides
successives ni d'una accié mecanica destacable.

Amb la mesura del pH vam obtenir un pH de 8 en ambdues
superficies i, per tant, la solucié bacteriana, que té un pH
7, és prou coherent amb el suport que voliem tractar.

Finalment, procedim a mesurar la conductivitat de les restes
murals. A partir de I'aplicacié d'un gel rigid d’agar-agar sobre
la superficie de la pega, i deixant-lo actuar durant 20 minuts,
podem coneixer la conductivitat de la seva superficie. Un cop
passats els 20 minuts, ens déna un resultat final de 940 pS el
fragment vermell,i 920 pS el fragment blanc.

[2] Mesura de conductivitat superficial amb gel rigid
d'agar-agar (Fotografia: Silvia Marin).

Preparem les provetes: apliquem cola de conill en proporcié
1:3 a pinzell sobre els fragments de pintura mural per simu-
lar restes d'una antiga intervencié. €Ml Es va iniciar el cultiu
dels bacteris una setmana abans de comengar la remocié
de la cola. Com ja hem explicat a la primera part de l'article,
la Pseudomonas stutzeri DMSZ 5190 es fa créixer durant 5
dies en un medi de cultiu al qual se li afegeix un 1% de cola i
nitrats. Després de cinc dies de cultiu i creixement, els bac-
teris es planten en matrassos en agitacié a 28 °C, 24 hores
per obtenir el punt maxim de creixement exponencial. Final-

[3] Elaboracié de les provetes a partir de I'aplicacié de
cola de conill sobre les mostres.

[4] Escalfament de les mostres a 28 °C per tal de generar
un ambient ideal per als bacteris. Departament de pintura
mural de la UPV (Fotografies: Silvia Marin).

[5] Aplicacio de la solucié bacteriana sobre els fragments
de pintura mural. Departament de pintura mural de la
UPV (Fotografia: Pilar Bosch).

ment es renten i centrifuguen en tres cicles de 10 minuts a
4200 rpm per suspendre’ls en aigua destillada esteril. El dia
de la inoculacioé es van escalfar els bacteris i les superficies
de la pintura mural entre 28 i 30 °C amb I'ajuda d'una lém-
pada dinfrarojos i d’'un termometre de superﬂ'cie.55 Vam
mantenir la temperatura estable durant les proves. Just abans
d'aplicar els bacteris comprovem que aquests es troben vius
i en concentracio suficient. Amb I'ajuda del luminometre me-
surador d’ATP, vam obtenir una mesura de 7.517 URL™ en 10
ul de soluci.

Apliqguem els bacteris a pinzell Ml i, just a sobre, afegim una
planxa de gel rigid d'agar-agar al 2% capag d'aportar una

> Vegeu BOSCH, M.P. Ca-
racterizacién del biodete-
rioroy desarrollo..., p. 200.
La temperatura idonia per a
aquests tipus de bacteri és
de 25 a 30°C, preferiblement
28° C. Per poder aconsequir
aquesta temperatura, tant
en la superficie pictorica com
en la solucié bacteriana, fem
servir una lampada de llum
infraroja i un termometre de
superficie.

Unitats Relatives de Llum.
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o7 Les petites restes de
bacteris acaben sent zero
un cop s'asseca la superficie
completament.

[6] Imatge on s’aprecia el control d’aigua i la neteja bacteriana sobre una de les mostres
de pintura mural. Departament de pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia Marin).
[7] Enretirat dels bacteris a les 2 h 15 min. Departament de pintura mural de la UPV

(Fotografia: Pilar Bosch).

[8] Imatge comparativa un cop retirades les aplicacions que han actuat durant 2 h 15
min. Departament de pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia Marin).

humitat constant per mantenir vius els bacteris, perd con-
trolada quant a la penetracié per capil-laritat en el suport. A
la vegada, efectuem controls comparatius d'aigua gelificada
amb agar-agar, per tal d’establir un control de neteja sense
bacteris. il Deixem actuar tant el control com la solucié de
bacteris durant dos perfodes diferents de 2h 15 mini 3 hores.

El primer esbandit es va fer amb esponja practicament
seca per remoure el maxim de cola i bacteris. Posterior-

ment, es va esbandir amb aigua desionitzada a esponja,
limitant-ne la humitat.

Després d'aquesta primera aplicacié de 2 h 15 min, vam
observar els resultats, que van ser molt similars en amb-
ddés fragments. Només a simple vista ja s'observava que
la part netejada amb bacteris havien remogut molt millor

la cola. [

Ales 3 hores vam procedir a remoure els bacteris que queda-
ven i els resultats van ser encara millors, L i [l totique
es podria ampliar el temps d’actuacié perfectament fins a 4
hores per aconseguir una remocio de la cola més completa.
De seguida advertim que la remocié de la cola és molt més
senzilla a la zona tractada amb bacteris. Sobre els retocs al
sec, vam fer les mateixes proves i fins i tot insistim amb certa
accié mecanica, obtenint uns resultats igual de bons i sense
advertir cap canvi, remocié ni alteracié en la policromia.

Per acabar, mesurem I'ATP sobre les superficies tracta-
des per comprovar que haviem esbandit correctament i
que no quedaven bacteris
vius a la superficie patri-
monial: de 7.517 URL que
hi havia en 10 pl de solu-
ci6é bacteriana en inocular
les mostres de pintura, un
cop acabat el tractament,
només en queden 32 URL
que és una quantitat no
oprecioble.57

També vam tornar a pren-
dre les mesures de con-
ductivitatipH, que van ser,
en el cas de la pintura ver-
mella, 300 pS i un pH de
7,51, enelcasdelapintura
blanca, 250 iun pHde 7.5.
Observarem que els nivells
de pH havien variat molt
poc pero que, a més a més
de les coles, la neteja ha-
via rebaixat destacable-
ment la presencia d'ions
lliures, potser a causa que
els bacteris havien processat algunes sals, o potser per
I'accié solvent de I'aigua.

FASE EXPERIMENTAL: REMOCIO DE NITRATS
AMB PSEUDOMONAS STUTZERI

Per iniciar les proves de remocié de nitrats, preparem
dues provetes a partir de material real arqueologic. El
Laboratori d’Arqueologia Medieval de la UB ens cedi ma-
terial de les excavacions de Sant Marti de les Tombetes



i Els Altimiris (ambdues al Pallars Jussd, Lleida). Es tracta
d'un fragment d’os llarg de bovid del segle VI, amb unes
dimensions de 9,8 x 4,1 cmid'un fragment d'amfora®® be-
tica Dressel 23 del segle V, amb unes dimensions d'11,8 x

g1cm.@iE

Comencem per fer el control previ de les peces abans
d'afegir els nitrats. L'estudi previ és clau per saber si po-
dem aplicar la neteja bacteriana sense ocasionar pro-
blemes als fragments. Com en el cas anterior, a partir
de 'observacié d'una microgota d’aigua aplicada sobre
la superficie, podem constatar que ambdues superficies
sén molt hidrofiles. Posteriorment, amb microscopi digi-
tal, observem que la superficie no s’ha alterat amb 'accié
de I'aigua. Tot seguit fem unes proves de neteja aquosa
en estat lliure i, en efectuar la friccid tipica d'una neteja
moderada amb hisop, s‘aprecia un cert alliberament de
particules en el cas de la ceramica. Aixf, doncs, després
d’aquestes primeres pro-
ves, observem que les
mostres suporten l'accié
de l'aigua en quantitats
moderades i creiem que
la neteja podra contenir
un mitja bacteria-aquos,

>8 Amfora betica ALT'07 UE
400. Possiblement es tracta
d'una amfora betica Dressel
23, que contenia oli per al seu
transport i comercialitzacio.

[9] Estat final d'una de les mostres. La meitat dreta,
netejada amb bacteris, presenta una remocié practica-

ment completa, mentre que la meitat esquerra, netejada
només amb aigua, presenta encara moltes restes de
cola. Departament de pintura mural de la UPV.

[10] Imatges de microscopi DinoLite (60x): compara-
tiva entre zones netejades amb aigua (esquerra) que
encara presenten restes de cola i zones netejades
amb bacteris (dreta).

[11] Imatges de microscopi DinoLite (60x): comparativa
entre zones netejades amb aigua (esquerra) que encara
presenten restes de cola i zones netejades amb bacteris
(dreta) (Fotografies: Silvia Marin).

[12] Mostra d’os abans de la intervencid.

[13] Mostra ceramica abans de la intervencié (Fotografi-
es: Silvia Marin).

[67]
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Control amb aigua

2:15 hores

[14] Controls i neteges bacterianes sobre la ceramica. Departament de pintura mural de

la UPV.

[15] Controls i neteges bacterianes sobre I'os. Departament de pintura mural de la UPV

(Fotografies: Silvia Marin).

pero gelificat, i que no necessiti passades o esbandides
successives ni d'una accié mecanica destacable, sobretot
en el cas de la ceramica. El tema de I'eliminacié de sals
en materials porosos és un problema molt usual amb que
el restaurador especialista ha d’enfrontar-se amb moltes
dificultats. La migraci¢ i cristal-litzacié de les sals és un
problema molt greu per al patrimoni, i sovint, en el des-
salat tradicional amb aposits, s'arrosseguen les sals inte-
riors cap a la superficie per solubilitzar-les i absorbir-les,
generant sovint més danys en el sistema pordés i afavo-
rint I'aparicié d'una major quantitat de sals en superficie.
Contrariament, amb les neteges bacterianes gelificades,
el flux d’aigua pot limitar-se molt més que amb els aposits

absorbents i, com no es tracta de solubilitzar les sals sind
de processar-les i transformar-les, I'eliminacié de les sals
pot ser més rapidai eficag, i menys contraproduent, ja que
no les fa migrar. De la mateixa manera, les bioneteges, en
tenir un fndex d’humitat més controlat i poder-se aplicar
superficialment, permeten dessalar peces que per la seva
naturalesa no podrien tractar-se perimmersié. Quan pro-
cedim a mesurar el pH, obtenim com a resultat un pH de 8
enl'osiunpHde 7 enlamfora.

Finalment, mesurem la conductivitat a partir de I'aplicacié
d’un gel rigid d’agar-agar sobre la superficie dels artefac-
tes. Deixant-lo actuar durant 20 minuts, podem congixer
la conductivitat de les superficies. Un cop passats els 20
minuts, ens déna un resultat final de 480 pS el fragment
cer@mic, i 550 pS I'os. Amb I'observacié ala ldmpada UV
no s’‘observa cap capa de proteccié, només una petita
franja de Paraloid® corresponent al siglat de la ceramica.

Preparacié de les provetes: en aquest cas, afegim nitrat
potdssic al'os i ala ceramica per tal de simular una consi-
derable capa de nitrats com la que podrfem trobar a peces
procedents d’'un jaciment ric en nitrats. Preparem una solu-
cié saturada de nitrat potassic en aigua desmineralitzada,
fins a saturar la solucié. Efectuem un bany per immersié
total de les peces, durant dues hores, amb el seu posterior
assecat en un armari estufa, a 50 °C. Un cop seques les pe-
ces, repetim I'operacic fins a haver efectuat quatre banys
i quatre assecatges. D'aquesta manera aconseguim una
crosta de sals en la superficie d'ambdds artefactes.

S’inicia el cultiu dels bacteris una setmana abans, de la
mateixa manera que en el cas anterior. El dia de la in-
oculacié escalfem els bacteris i les superficies a tractar
entre 28130 °C amb I'ajuda d'una lampada d'infrarojos
i d’'un termometre de superficie. Mantindrem la tempe-
ratura estable durant les proves. Just abans d’aplicar
els bacteris comprovem que aquests es troben vius i
en concentracié suficient. Amb I'ajuda del luminometre
mesurador d’ATP obtenim una mesura de 7.517 URL en
10 pl de solucié.

Apliquem els bacteris a pinzell i, a sobre, afegim el gel
d’agar-agar per mantenir una humitat constant pero
controlada, ja que no volem generar migracions inter-
nes de sals. L'agar-agar és aplicat aquest cop en ca-
lent (just abans que solidifiqui, sobre els 40 °C) perque,
com que no es tracten, I'osila ceramica (de superficies
llises), les planxes d’agar-agar no farien bon contac-
te. A la vegada, fem la comparacié amb una aplica-
ci¢ d’aigua gelificada amb agar-agar, per efectuar un
control de neteja sense bacteris. Vam realitzar tres
proves amb diferents temps d’aplicacié: 2 h 15 min, 3
hores i 4 horesiels respectius controls amb aigua sen-

se bacteris. R i



Control amb aigua
2:15 hores

[16] Estat final de la ceramica. S'indiquen les zones netejades amb bacteris i les zones netejades amb aigua. La bione-
teja ha eliminat amb més profunditat les sals. Departament de pintura mural de la UPV.

[17] Estat final de I'os. S'indiquen les zones netejades amb bacteris i les zones netejades amb aigua. La bioneteja ha
eliminat amb més profunditat les sals. Departament de pintura mural de la UPV.

[18] Control de nitrats i nitrits a la ceramica, després del tractament. Departament de pintura mural de la UPV.

[19] Control de nitrats i nitrits a I'os, després del tractament. Departament de pintura mural de la UPV (Fotografies:

Silvia Marin).

El primer esbandit es fa amb esponja practicament seca
per remoure el maxim de nitrats i bacteris. Posteriorment,
s’esbandeix amb aigua desionitzada i esponja, limitant-ne
la humitat. Només a simple vista ja s'observa que la part
netejada amb bacteris ha remogut molt millor les sals que
la part netejada amb control d’aigua. Ales 2 h 15 mins‘apre-
cia una bona remocié de les sals, perd s'observen resultats
més satisfactoris després de 3 4 hores daplicacié. [@l

Finalment tornem a prendre les mesures inicials de con-
ductivitat i pH, i fem una observacié macroscopica per
valorar el nivell de neteja. Prenem la conductivitat a les 4
zones de les proves. Hem reservat una zona sense trac-
tari, la resta, han estat tractades amb control o bacteris,
i amb diversos temps d’aplicacié. A més a més, fem una
mesura de nitrats i nitrits,”” ja que els bacteris han eli-
minat nitrats perd, en canvi, generen alguns nitrits. Com
podem observar a les imatges B i [, la zona de 2 h 15
min presenta més nitrats (quadrat rosa fosc), que la de 4
hores, perd no més que les de control amb aigua i reser-

va sense netejar. A més a més, el bon efecte dels bacteris
queda pales quan observem el segon quadrat de la tira
indicadora: a les zones on s’han eliminat més nitrats tam-
bé apareix una certa presencia de nitrits.

En relacié a la conductivitat, la zona de la ceramica on
hem aplicat els bacteris durant 2 h 15 min, té una conduc-
tivitat de 630 uS, quan la cerdmica en origen tenia 480
uS. Els bacteris han eliminat moltes sals, ja que la concen-
tracio d'ions en la zona sense tractar déna error al con-
ductimetre (supera els limits de lectura de I'aparell). En el
control amb aigua de 2 h 15 min tenim una conductivitat
menor, pero les sals han migrat a la part posterior de la
ceramica, no essent aquest I'efecte desitjat per a cap res-
tauracié patrimonial. La conductivitat de la superficie en
aquesta zona és de 450 pS. La zona tractada amb bacte-
ris durant 4 hores déna una conductivitat de 610 uS, aixi
que podem pensar que els bacteris encara continuaven
removent sals i que caldria més temps d’aplicacié per a
aquestes quantitats tan elevades de nitrats.

A3:00

Neteja bacteriana
3 hores

-

Neteja bacteriana
2:15 hores
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Tires indicadores de
presencia de nitrats i nitrits
Quantofix®.
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En referencia a I'os, el control de nitrats és similar al cas
anterior: queden menys nitrats a les zones tractades amb
bacteris i apareixen subtilment nitrits. Respecte ala con-
ductivitat de les quatre zones de I'os, és de 3230 uS a la
zona tractada durant 2 h 15 min, de 2830 pS al control
d’aigua de 2 h 15 min, de 2730 pS a la zona tractada du-
rant 3 hores, i de 2530 pS al control d'aigua de 3 hores.
Com en el cas anterior, I'aigua sola ha fet migrar més sals
cap a la part posterior de I'0s, i encara queda molta con-
centracié ionica, en general, sobre la superficie de 'os.

El pH tant de I'os com de la cerdmica es manté identic a
I'inicial: ceramica pH 7 ios pH 8.

Finalment, i per tal de comprovar que hem esbandit su-
ficientment els bacteris de la superficie dels artefactes,
mesurem I'ATP tant de I'os com de la ceramica. De 7.517
URL inicials en 10 pl de solucié bacteriana, un cop acabat
el tractament, la ceramica queda totalment lliure de bac-
teris: 0 URL, i I'os presenta una petita quantitat no apre-
ciable: 184 URL. Podem tornar a esbandir I'os si ho creiem
necessari tot i que, un cop s'asseca completament, no
hauria de restar cap Pseudomona stutzeri viu.

[20] Imatges de microscopi DinoLite (60x). Ceramica: zona tractada amb aigua (es-

querra) en contraposicié ala zona tractada amb bacteris (dreta). La zona tractada amb
bacteris no té sals visibles a microscopi.
[21] Imatges de microscopi DinolLite (60x). Os: zona tractada amb aigua (esquerra) en

contraposicié ala zona tractada amb bacteris (dreta). La zona tractada amb bacteris

[70]

' presenta menys quantitat de sals visibles a microscopi (Fotografies: Silvia Marin).

Amb microscopi digital comprovem com a les zones on
s’ha aplicat la neteja bacteriana, s’ha aconseguit una ne-
teja molt més profunda que ala zona on hem fet una ne-
teja tradicional de control amb aigua, i que no s’aprecien
residus de gel.

CONCLUSIONS

Durant les proves en els fragments de pintura mural, hem
observat clarament que la neteja bacteriana ha acon-
seguit un nivell de remoci¢ de la cola molt profunda, en
contraposicié a I'assaig de neteja tradicional amb aigua
sola, que ha mostrat molta dificultat en eliminar una capa
tan gruixuda de cola. Cal afegir que les mostres aguanta-
ven l'accié de I'aigua, sino es tractava d’una humectacié
massiva ni insistent, perd en cap cas suportaven l'accié
mecanica nil'aigua calenta, que és com es faria una nete-
ja tradicional de cola sobre un antic traspas mural. A més
amés, els bacteris actuen més rapidament que els aposits
d’aigua, i no necessiten passades successives, com acos-
tuma a passar en el tractament tradicional.

A causa que els fragments suportaven l'accié de I'aigua
necessaria per a la neteja
bacteriana, I'dnica preo-
cupacié que teniem era si
els bacteris respectarien
I'aglutinant que compon el
tremp dels detalls al sec.
Durant les proves, el tremp
no ha patit cap dany i la
neteja ha estat molt cor-
recta, fet que ens fa pen-
sar que es pot tractar d'un
tremp d’ou.

En relacié a l'aportacié
de residus, el gel d’agar-
agar no deixa residus de-
tectables, ni tan sols per
cromatografia de gasos,
a causa de la seva bai-
xissima adhesivitat, aixf
que no cal preocupar-se
per ells. D’altra banda, els
residus bacterians po-
drien ser un problema si
quedessin en superficie i
proliferessin generant un
atac bioldgic sever, perod
aixd no pot passar per-
que hem realitzat un correcte esbandit, els bacteris
emprats no sén esporulants i, a més a més, hem dut a
terme un control final de cel-lules ATP que ha confirmat
que no quedaven practicament bacteris vius a les su-
perficies tractades.



Un altre sistema que es podia haver fet servir per elimi-
nar la cola, si no haguéssim decidit emprar bacteris, po-
dria haver estat un buffer de pH 9-9,5, que no atacaria el
substrat calcari ni els pigments i, en canvi solubilitzaria la
cola proteica per trobar-se fora del seu rang de segure-
tat. No obstant aixod, vam decidir-nos pels bacteris perque
un pH tan alcalf hauria atacat els detalls al sec d’aquest
mural d’Empuries. Tampoc seria recomanable I'addicié de
quelants al buffer, ja que atacarien la técnica seca ionit-
zant I'aglutinant.

Durant les proves en els fragments d’os i ceramica hem
observat clarament com la neteja bacteriana ha aconse-
guit un nivell de remocid de nitrats bastant acceptable, en
contraposicié a I'assaig de neteja tradicional amb aigua
sola, que ha mostrat una major dificultat en eliminar una
crosta tan gruixuda de nitrats i, a més a més, ha generat
una migracié greu de sals cap a altres zones de les mos-
tres. Com que els fragments aguantaven I'accié de I'aigua,
hem pogut fer aquesta prova amb neteges bacterianes,
perd hem advertit que caldria fer diverses aplicacions, ja
que amb una sola aplicaciéd no ha estat suficient.” Des-
prés de la intervencio, el pH dels fragments ha quedat in-
tacte, pero la conductivitat era encara molt elevada. Les
peces presentaven sals internes que caldria eliminar amb
noves aplicacions bacterianes, fins i tot per mitja d'una
bioneteja per immersio.

Atall de conclusié final, cal dir que abans de plantejar-nos
una neteja bacteriana, cal tenir en compte:

- quin material conforma la peca a tractar i quin mate-
rial alie volem eliminar

- la seleccié del bacteri a aplicar

- la seleccié del mode d’aplicacié: sustentants, pH i
conductivitat de la solucié bacteriana, etc.

- rangs de seguretat per al'obra i per al restaurador

- el control de I'aplicacié i de les condicions ambientals
- la correcta eliminacié dels bacteris en finalitzar el
tractament

- el control de la correcta eliminacié dels bacteris amb
el pas del temps

- els bacteris necessiten un medi humit per desenvo-
lupar els seus processos metabolics, aixi que les obres
que tractem amb bacteris han de poder suportar un
tractament aquds, almenys puntuali, per aposit o gels,
durant unes hores.

Com a inconvenients n'hem trobat pocs. En el cas de la
ceramica, I'aplicacié de I'agar-agar va generar una lleu
agressié superficial sobre la ceramica. Cal dir que la peca
presentava certa descohesié en el seu estat inicial i que,
llavors, la lleugera adhesivitat del gel va generar una pe-
tita remocié de particules superficials. Aquest inconve-
nient, no obstant aixo, no és greu, ja que s’hauria evitat
facilment emprant un paper japones com a barrera. Un
altre inconvenient és que les superficies tractades han de
poder suportar I'aplicacié d’aigua, per tant, existiran ma-
terials que no podran netejar-se amb aquest mitja. Una
possible solucié seria comprovar si una aplicacié molt
controlada de I'aigua a través de gels permetria finalment
la seva aplicacié, no obstant aixo, caldria fer proves. El
darrer inconvenient és que, per poder realitzar les bio-
neteges, es requereix un laboratori de microbiologia i un
microbioleg en I'equip. Potser algun dia es comercialitzen
kits de creixement bacteria facils d’emprar per al restau-
rador, perd encara no és el cas.

Pel que fa alaresta, tot ens semblen avantatges: compa-
tibilitat material, coherencia, efectivitat, selectivitat, bai-
Xa toxicitat, innocuitat, no aportacié de residus, rapidesa
d'accid, valoracié econdmica no gaire més elevada que
les neteges tradicionals™“ i uns bonissims resultats en les
proves aquf presentades.

Com a millores a treballar en el futur, cal dir que aquest
estudi és només una primera aproximacié experimental
sobre alguns materials arqueologics pero, evidentment,
no tots i no suficientment representatius. Esperem, pro-
ximament, poder fer proves sobre nous suports, amb
diversos temps d’'aplicaci¢ dels bacteris, amb I'aplicacié
de nous gels encara molt desconequts al nostre pars,
amb I'aplicacié de barreres, etc., tot efectuant proves
sistematiques i multiples sobre aquests i altres materials
arqueologics per poder establir estadistiques i resultats
més concloents.
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