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Ensayo de biolimpiezas bacterianas sobre material arqueolégico diverso:
ceramica, hueso y pintura mural

El presente articulo es una seleccion parcial del trabajo final efectuado durante el curso de adaptacion
a la nueva titulacién de conservador-restaurador en la especialidad de Conservacién y Restauracion de
Bienes Arqueoldgicos de la ESCRBCC. El trabajo, titulado Neteges raonades: experimentacié amb nous
tractaments de neteja aplicats sobre 6 peces de material arqueologic divers, tenia como objetivo esta-
blecer una metodologia de limpiezas enfocado a material arqueoldgico, efectuando un examen profundo
de las piezas que nos permitiera establecer un protocolo razonado, lo mds cientifico posible, en el que la
propuesta de limpieza surgiera de los resultados del examen analitico. Ademds, este protocolo pretendia
escoger siempre, de entre los sistemas de limpieza posibles, el mds adecuado, eficaz e inocuo, tanto para la
pieza como para el restaurador, de modo que los sistemas acuosos tamponados, gelificados y bacterianos
fueron algunos de los métodos sugeridos. Este articulo se centrard Gnicamente en la parte experimental
de las biolimpiezas bacterianas porque, de entre los temas estudiados en el trabajo final, es uno de los mds
innovadores y presenta un campo de estudio amplio todavia por explorar.
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INTRODUCCION Y METODOLOGIA

A menudo, los restauradores de materiales arqueoldgicos
nos encontramos ante objetos absolutamente destruidos,
susceptibles a cualquier intervencién y muy sensibles incluso
a la accién del agua, por el hecho de que el medio soterrado
en el que han permanecido durante siglos, ha activado al-
gunas reacciones quimicas como la hidrélisis y la solubilidad
de muchos de sus componentes. Asf pues, nos encontramos
con materiales que a menudo necesitarian un tratamiento
acuoso para eliminar residuos fangosos, terrosos o salinos,
pero que no se pueden mojar porque se ablandan, se des-
componen o incluso se pueden activar diversas reacciones
quimicas nocivas para las piezas, con facilidad. Ejemplo de
esto es el material ¢seo, el material fésil paleontoldgico, el
marfil, el cuero y los metales, entre otros. De esta manera, nos
planteamos examinar previamente y a conciencia las piezas,
para establecer un protocolo razonado en el que la propu-
esta de limpieza surja de los resultados de un examen lo mds
cientifico posible, a partir de los medios con los que puede
contar cualquier restaurador. De entre los sistemas de limpi-
eza posibles, siempre intentaremos utilizar el més adecuado,
el mds eficaz y el mds inocuo tanto para la pieza como para el
restaurador. Concretamente, en los casos que presentamos
en este articulo, los métodos escogidos fueron los bioldgicos
(limpieza con bacterias), por su eficacia de remocion, selecti-
vidad, respeto al soporte y nula toxicidad.

La metodologia empleada en esta investigacién comenzé
con una fase de estudio tanto de los materiales constituti-
vos de cada pieza, como de las capas de superficie suscep-
tibles de eliminar durante la limpieza. Este primer estudio
abarcaba la investigacion histérica, la revision de referen-
cias bibliogréficas y fichas de restauracion, la observacion
macroscoépica de las superficies con microscopio digital
de mano (50-200x), la herramienta informdtica de gran
detalle fotogramétrico 3D RTI' y la observacién de las su-
perficies con Iémpara de Wood, para descartar, detectar
o0 incluso reconocer materiales filmégenos en superficie a

partir de su reflexién caracterfstica. en cuestion.
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! Reflectance Transforma-
tion Imaging (RTI): método
fotogrdfico digital computa-
cional creado para capturar
la superficie de los objetos
facilitando, a través de un
software, una re-iluminacién
interactiva de las superficies
desde cualquier direccién. La
informacién de las imdgenes
respecto a su iluminacién se
sintetiza matemdticamente
para generar un modelo nu-
mérico de la superficie, lo que
permite examinar la imagen
generada en profundidad.
EI'RTI mejora, a partir de los
cdlculos matemdticos, la
visualizacién de la superficie
fotografiada, enfatizando el
colory el relieve de forma
evidente. EI RTI no sélo regis-
tra datos sobre el color de la
superficie en cada pixel sino
que también almacena infor-
macién sobre la tridimensi-
onalidad de la superficie al
tomar un valor para la Normal
en cada pixel. De esta manera,
el software calcula unos
valores teniendo en cuenta el

dngulo resultante entre la luz y el objeto en una serie de fotografias. Cabe destacar, que los cdlculos
del RTl aportan nueva informacién de gran detalle imposible de revelar a partir de un examen visual
fisico directo. A diferencia de una fotografia tipica, la informacién de reflectancia deriva de la forma
tridimensional del objeto, dando como resultado final un juego de luces y sombras que revela los
relieves e irregularidades de la superficie, generando una imagen 3D de gran detalle de la superficie
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2 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier.

3 A partir del tridngulo de TEAS v el test de disolventes
Wolbers-Cremonesi podemos conocer de manera apro-
ximada qué material filmégeno de superficie tenemos
sobre la superficie original.

4 A partir de un andlisis a la gota, calculamos el dngulo de
contacto entre la gota de agua y la superficie. El resultado
serd mds o menos hidréfilo y nos puede dar pistas en cuanto
ala constitucién del material, si se trata o no de un material
filmégeno, etc. Posteriormente observamos con microsco-
pio digital sila zona de la gota se hainflado o alterado para
estipular sila superficie es més 0 menos sensible al agua.

5 Con tiras indicadoras de pH. El sistema de limpieza
utilizado deberd tener un pH que esté en el rango de
seguridad de la pieza (cada material tiene un rango de pH
de seguridad caracteristico).

6 Se mide la conductividad de la superficie del objeto con
una pequeria plancha de agar-agar que posteriormente
se introduce en un conductimetro de sélidos. De esta ma-
nera no es necesario sumergir la pieza para poder medir
su conductividad. El sistema de limpieza utilizado deberd
tener una conductividad similar a la de la superficie a
tratar (solucién isoténica) para poder actuar eficazmente
y sin perjudicar el sustrato.

7 Las células vivas necesitan energia para sobrevivir, y

ésta es almacenada por las bacterias en un elemento
llamado ATP (adenosin trifosfato: una molécula energética
presente en todos los organismos vivos) que, gracias ala
bioluminiscencia, nos sirve de indicador de la presencia

de bacterias vivas sobre las superficies patrimoniales. La
bioluminiscencia es una tecnologia basada en la deteccién
del ATP a través de la enzima presente en las luciérnagas
(luciferasa) que, al combinarse con el ATP de las bacterias,
produce luz.

8 Ver BOSCH, M.P. Caracterizacién del biodeterioro y de-
sarrollo de nuevos tratamientos de limpieza aplicables a
los frescos restaurados de Antonio Palomino en la Iglesia
de los Santos Juanes de Valencia. Tesis Doctoral. Valencia:
Editorial Universitat Politecnica de Valencia, 2012, p. 9.

9 Ver BOSCH, M.P; REGIDOR, J.L; SORIANO, P; DOME -
NECH, M.T.; MONTES, R. “Ensayos de Biolimpieza con
bacterias en pinturas murales”. Arché, (2010),n° 4y 5, p.
117. Bacterias que no implican ningln riesgo ni para el res-
taurador ni para la obra, ya que al secarse mueren al no
ser capaces de producir formas de resistencia (esporas).
10 Ver MONTES, R. M. La Biologia y la Restauracién. Il Se-
minario Formativo: Biolimpieza de Obras de Arte. Apuntes
del curso del 31 de mayo al 1 de junio de 2013. Jaca: Museo
Diocesano de Jaca, 2013, p. 23y 33.

" Ver CIFERRI, O.; TIANO, P; MASTROMEI, G. Of Microbes
and Art: The role of microbial communities in the
degradation an d protection of cultural heritage. Nueva
York: Kluwer Academic, Plenum Publishers, 2000. ISBN:
0306463776, p. 235.

12 er GAURI, K.L; AHAD, N.; CHOWDHURG, N.;
KULSHRESHTHA, N.P; PUNURU, A R. “The Sulfactation

of marble and the treatment of gypsum crust”. Studies in
Conservation, 34,1989, p. 201-206.

13 Ver GAURI, L. K; PARKS, L; JAYNES, J;; ATLAS, R. “Removal
of sulphated-crust from marble using sulphate-reducing
bacteria”, en: ROBIN, G.M. (ed.). Stone cleaning and the
nature, soiling and decay mechanisms of stone. Procee-
dings of the International Conference, 14 to 16 April 1992.
Edimburgo: Donhead Publishing Ltd., 1992, p. 160-165.

Después de la primera fase de estudio, procedi-
mos a una fase analitica, efectuando desde senci-
llos test hasta técnicas analiticas instrumentales,
segln la necesidad. En algunos casos se utilizd
la técnica instrumental FT-IR? realizada en los
Centros Cientificos y Tecnolégicos de la UB, para
identificar materiales constitutivos y de super-
ficie y, en otros casos, sencillos test como el de
polaridad y solubilidad® para obtener un valor Fd
concreto de las capas de superficie. En todos los
casos, ademds, se efectuaron los test de hidrofili-
dad-hidrofobicidad,” de pH® v de conductividad.®
En conclusién, todas estas pruebas debfan servir
para conocer mejor qué teniamos y qué querfa-
mos eliminar de manera selectiva (sin afectar al
soporte original), los rangos de pH seguros para
las preparaciones acuosas tamponadas, la influ-
encia del pH sobre la accién de los quelantes en
las preparaciones, qué quelantes serfan los mds
apropiados, qué conductividad seria necesaria
para cada limpieza, y cémo utilizarfamos limpi-
ezas de base acuosa haciendo las preparaciones
suficientemente seguras para limpiar superficies
especialmente sensibles a este medio.

Al finalizar todas las pruebas de las fases 1y 2,
establecimos unas conclusiones que nos permi-
tieron escoger un sistema de limpieza coherente
con los resultados y que podia eliminar el mate-
rial ajeno respetando el material constitutivo de
cada pieza. Seguidamente, durante la fase expe-
rimental, hicimos varias pruebas de limpieza con
los sistemas escogidos y con diversos modos de
aplicacién para, finalmente, valorar la efectividad
de las limpiezas y las ventajas e inconvenientes
respecto a los sistemas de limpieza tradicionales:
compatibilidad material, coherencia, efectividad,
selectividad, aportacién de residuos bacterianos
y de los geles de aplicacion, toxicidad, inocuidad,
valoracién econémica, rapidez de accién, etc. La
valoracion final se hizo gracias a una segunda fase
analitica de comprobacién, en la que observamos
el sistema poroso y superficial de las piezas con
microscopio digital y [dmpara de Wood para com-
probar tanto la incidencia de los residuos aporta-
dos por los sistemas gelificados como el nivel de
limpieza conseguido. Por otro lado, se constatd
con un luminémetro medidor de ATP’ que no
quedaban bacterias vivas en las superficies lim-
piadas biolégicamente, y se volvié a medir el pH,
la conductividad vy la hidrofilidad para valorar los
cambios sufridos después de las limpiezas.

El instrumental utilizado para el estudio de este
articulo es el siguiente: conductimetro de soli-
dos Horiba CE B-711%, pH-metro EcoTestr pH2®,
tiras indicadoras de pH, luminémetro medidor de
ATP Hygiena System Sure Plus® con hisopos UI-
tra Snap®, balanza de precision, termémetro de
superficies Testo®, tiras indicadoras de presen-
cia de nitratos y nitritos Quantofix®, Idmpara de
Wood, l[dmpara de infrarrojos, cémara fotogrdéfi-
ca Nikon D-70¢ con objetivo macro, software RTI
Builder y microscopio Digital DinoLite Pro®.

BIOLIMPIEZAS BACTERIANAS: ESTADO DE

LA CUESTION

Las bacterias son seres vivos sencillos, mi-
croorganismos de 0,5-5,5 pum. de tamafo,

formados normalmente por una sola célula
procariota, que sélo es visible al microsco-
pio. Las bacterias no disponen de un ndcleo
celular diferenciado, sino que su ADN esté en
el mismo citoplasma y no en el interior de una
membrana. Pueden ser autétrofas (se nutren
de materia inorgdnica) o heterétrofas (se nu-
tren de materia orgdnica).

En relacién con el patrimonio, las bacterias
pueden ser responsables de alteraciones in-
deseables por biodeterioro cuando actian de
forma libre o, al contrario, pueden sernos de
gran ayuda en actuaciones de conservacion-
restauracion, si las usamos de forma dirigida.
Cuando utilizamos las bacterias de manera
controlada vy, con los medios necesarios, el
poder de desagregacién que tienen, por nu-
tricion y asimilaciéon durante sus procesos
metabdlicos, pueden sernos muy Utiles para
remover productos superficiales ajenos en
una pieza patrimonial, y por lo tanto, podemos
utilizarlas para limpiezas selectivas y comple-
jas. Siempre se trata de microorganismos no
patdégenos y no esporulantes’ que no tienen
ningun riesgo para el ser humano ni tampoco
pueden propagarse en la obra.

Las bacterias necesitan energia para sobrevivir,
y pueden consequirla por medio de la luz (fo-
totrofia) o por la oxidacién de diversos compu-
estos (quimiotrofia) tanto orgdnicos (glucosas,
acetatos, etc.) como inorgdnicos (H,, H,S, Fe,
NH,* etc.) que, combinados con el O, ambiental,
se oxidan y se transforman en agua y nutrientes
(fuentes de carbono vy electrones) que les dan
energia.® Como la composicién quimica de cada
bacteria indica cudles son los nutrientes requeri-
dos para su supervivencia, podemos escoger un
tipo de bacteria u otra, selectivamente, segun el
material que deseemos eliminar. Las bacterias
adecuadas podrdn procesar, asimilar o descom-
poner una sustancia concreta v, asf, ayudarnos
en su remocion, que puede ser completada con
accién mecdnica y un posterior lavado tras la
actividad bidtica.

Las biolimpiezas bacterianas, herederas de las
limpiezas enzimdticas, surgen en los afos 80,
cuando aparecen los primeros estudios sobre la
capacidad de las bacterias para reducir sulfatos
sobre obras patrimoniales. Los primeros estu-
dios son de Gauri y Gwinn,"" de 1983 y 1989,
en los que hicieron pruebas de laboratorio con
probetas de mdrmol expuestas a 10 ppm de SO,
al 100% de humedad y a 20 °C de temperatura,
para después intentar eliminar las costras ne-
gras con bacterias Desulfovibrio desulfuricans.
En efecto, consiguieron reducir las costras ne-
gras (el sulfato de calcio dihidratado: yeso) en
un 80% después de una inmersién de 60 horas.
Posteriormente, Gauri trasladarfa las pruebas a
una escultura real con costra negra, en 1992.%
Sumergid la pieza en un medio de cultivo con las
bacterias, durante 84 horas, obteniendo unos
resultados sélo analizados visualmente, sin po-
der estimar un porcentaje aproximado. En 1996,
Ranalli y Cappitelli tomarian el relevo de Gauri,
también tratando esculturas de mdrmol e incluso



la fachada de la catedral de Milén, con De-
sulfovibrio desulfuricans y Desulfovibrio vul-
garis, mediante aplicaciones que iban de 30 a
45 horas." Como novedades, estos autores
substituyeron la inmersiéon como medio de
aplicacién, por los apésitos de algoddn y se-
piolita,15 y, ya en 2006, de EarbogeI@.16 Con
aplicaciones mds puntuales y concentradas,
los tiempos de actuacién podian reducirse
favorablemente y, ademds, se evitaban los
inconvenientes de la inmersién' que, por un
lado, puede disolver muchos componentes
de las piezas que no querriamos disolver vy,
por otro, no todos los objetos pueden su-
mergirse debido a su tamafio. Asi pues, Ra-
nalli, en 1997" desarrollé la eliminacién de
los sulfatos presentes en una columna y en
una escultura con bacterias sulfato-reduc-
toras, pero mezclando las cepas Desulfovi-
brio desulfuricans y vulgaris y en cultivo puro
y mixto para mejorar el potencial sulfato-
reductor. También lo aplicé en condiciones
anaerébicas, y con sepiolita como soporte.
Los resultados, a partir de la cromatografia
de intercambio i6nico, fueron de 81% de re-
mocién después de 36 horas de aplicacion.
Como inconvenientes, el sulfuro de hidroge-
no reacciond con el hierro presente en el
sustrato de las piezas y formé precipitados
de sulfuro de hierro (manchas oscuras sobre
la piedra). Posteriormente, en 2006 llegarian
nuevas aportaciones y mejoras de la mano
de Coppitelli.‘9 El método se baso en el uso
de bacterias igualmente sulfato-reductoras,
pero esta vez aplicadas a partir de Carbogel®
y con un sistema que evitara la formacién de
sulfuros de hierro. Se trataba pues, de una
metodologia mejorada para eliminar costras
negras utilizando Desulfovibrio vulgaris ATCC
29579, que elimina el yeso de nueva forma-
cion (disocia el sulfato cdlcico eniones calcio
y sulfatos) en el que se habia transformado el
carbonato cdlcico en presencia de SO, (dci-
do sulfirico procedente de la contaminacion
ambiental) y, por otro lado, los iones calcio
reaccionan con el CO, ambiental generando
nueva calcita. De esta manera, las bacterias
utilizadas eliminan el yeso de las costras y, a
la vez, consolidan parcialmente el material.
Estas pruebas consiguieron eliminar el 98%
de los sulfatos en 45 horas de tratamiento
y el uso del Carbogel® demostré ser superior
tanto a la sepiolita como al Hydrobiogel-97¢
y el algoddn, ya que permitié que las bacte-
rias estuvieran en un medio siempre himedo,
manteniendo correctamente su actividad
hasta el final del tratamiento.

Después de esta primera experiencia, Cap-
pitelli quiso profundizar de una manera mds
comparativa y en 2007 efectud, sobre el
mismo soporte, un estudio que comparaba la
biolimpieza de un fragmento de mdrmol de la
catedral de Mildn con una limpieza tradicional
quimica de las costras negros.20 La limpieza
quimica se hizo mediante apdsitos de car-
bonato de amonio y EDTA, y la biolégica, del
mismo modo que en los estudios de 2006. En
contraste con el método de limpieza quimica,

el procedimiento biolégico dio un resultado
de eliminacién mds homogénea y no perju-
dicaba el sustrato bajo la costra. Ademds, el
tratamiento quimico formd sulfatos de sodio
como residuos indeseables.

Los dltimos avances en la materia de la
biolimpieza de costras negras han sido
publicados en 2013, de la mano de Fede-
rica Troiano.?’ En este estudio, aunque
se destaca la eficacia de las biolimpiezas
con bacterias reductoras de sulfatos, se
habla de los inconvenientes, como la lar-
ga duracién de los tratamientos cuando
las costras son gruesas, o la dificultad
de utilizar esta técnica en la realidad de
una restauracién compleja y de grandes
dimensiones (en la que no se pueda tra-
bajar en un laboratorio de microbiologfa
donde las condiciones son ideales, donde
el material se puede esterilizar, los trata-
mientos pueden mantenerse a tempera-
turas estables durante muchas horas vy las
tareas se pueden desarrollar en ambientes
anaerdbicos). Para hacer frente a estas
dificultades, experimentaron efectuando
un pre-tratamiento con tensioactivo no
i6nico y después aplicaron las bacterias
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris ATCC
29579. La combinacién de ambos tratami-
entos eliminé la costra sin afectar al mdr-
mol original, reduciendo un 70% el tiempo
de limpieza. El detergente sélo elimina al-
gunas capas superficiales, adheridas sobre
la costra negra, y permite después que las
bacterias actlien mejor y més rdpido sobre
las costras. También se ahorré en aplicaci-
ones bioldgicas, ya que se suelen cambiar
las bacterias cada 15 horas.??

No es hasta 1996, con Ranalli, cuando se
empieza a explorar la eliminacién de nitratos
y colas orgdnicas con biolimpiezas bacte-
rianas. En el afio 2000 publicé un articulo
en el que las inoculaciones se hicieron con
apdsitos de sepiolita. Para la remocion de
nitratos, utilizaron Pseudomonas stutzeri y
Pseudomonas aeruginosa. Después de 30
horas de actuacién, el 90% de los nitra-
tos habia desoporecido23 Para la materia
orgdnica (restos de cola animal de una an-
tigua restauracién sobre una pintura mu-
ral), usaron Pseudomonas stutzeri, durante
8 horas, consiguiendo eliminar el 100% de
los restos de coldgeno.z‘1 En 2005, Cappi-
telli aplicé estas técnicas que hasta ahora
no habian salido del laboratorio, sobre una
gran superficie como los muros de la cate-
dral de Matera (Italia), donde se eliminé el
90% de los nitratos mediante la aplicacion
de Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707
y Desulfovibrio vulgaris ATCC 29579. Se
aplicé la solucién bacteriana gelificada con
Carbogel®. Se emplearon las bacterias tanto

14 Ver MONTES, R. M. Primeras experiencias de Biolimpieza y
Bioconsolidacién de Bienes Culturales. Il Seminario Formativo:
Biolimpieza de Obras de Arte. Apuntes del curso del 31 de mayo al
1 de junio de 2013. Jaca: Museo Diocesano de Jaca, 2013, p. 21.

15 Ver RANALLI, G.; CHIAVARINI, M.; GUIDETTI, V.; MARSALA, F;
MATTEINI, M.; ZANARDINI, E.; SORLINI, C. “The use of microorga-
nisms for the removal of sulphates on artistic stoneworks.” Inter-
national Biodeterioration & Biodegradation, The Ill International
Symposium on Biodeterioration and Biodegradation. Volumen
40,1997, p. 255.

16 Ver CAPPITELLI, F; ZANARDINI, E.; RANALLI, G.; MELLO, E; DAF-
FONCHIO, D.; SORLINI, C. “Improved Methodology for Bioremoval
of Black Crusts on Historical Stone Artworks by Use of Sulfate-
Reducing Bacteria”. Applied and environmental microbiology. Vol.
72 (mayo de 2006),n° 5, p. 3.733.

7 Ver CAPPITELLI, F; ZANARDINI, E.; RANALLI, G.; MELLO, E; DAF-
FONCHIO, D.; SORLINI, C. “Improved Methodology for Bioremoval
of Black Crusts...”, p. 3.733.

18 Vier RANALLI, G.; CHIAVARINI, M.; GUIDETTI, V.; MARSALA, F.
MATTEINI, M.; ZANARDINI, E.; SORLINI, C. “The use of microorga-
nisms for the removal of sulphates..”, p. 255.

19 Ver CAPPITELLI, F; ZANARDINI, E.; RANALLI, G.; MELLO, E.; DAF-
FONCHIO, D.; SORLINI, C. “Improved Methodology for Bioremoval
of Black Crusts...” p. 3.733.

20 Vier CAPPITELLI, F; TONIOLO, L; SANSONETTLA; GULOTTA, D;;
RANALLI, G.; ZANARDINI, E;; SORLINI, C. “Advantages of Using
Microbial Technology over Traditional Chemical Technology

in Removal of Black Crusts from Stone Surfaces of Historical
Monuments”. Applied and environmental microbiology. Vol. 73
(septiembre de 2007), n°17, p. 5.671-5.675.

20 ver TROIANO, F.; GULOTTA, D.; BALLOI, A; POLO, A;; TONIOLO,
L., LOMBARDI, E.; DAFFONCHIO, D.; SORLINI, C;; CAPPITELLI, F.
“Successful combination of chemical and biological treatments
for the cleaning of stone artworks”. International Biodeterioration
& Biodegradation, Vol. 85, (noviembre de 2013), p. 294-304.
21Ver TROIANO, F.; GULOTTA, D.; BALLOI, A; POLO, A; TONIOLO,
L., LOMBARDI, E.; DAFFONCHIO, D; SORLINI, C.; CAPPITELLI, F.
“Successful combination of chemical and biological...”, p. 294.

22 \er TROIANO, F.; GULOTTA, D.; BALLOI, A; POLO, A; TONIOLO,
L., LOMBARDI, E.; DAFFONCHIO, D; SORLINI, C.; CAPPITELLI, F.
“Successful combination of chemical and biological...”, p. 294.

23 \ler RANALLI, G.; MATTEINI, M.; TOSINI, I; ZANARDINI, E. ;
SORLINI, C. “Bioremediation of Cultural Heritage: Removal of
Sulpahtes, Nitrates and Organic Substances”. En: CIFERRI, O;
TIANO, P; MASTROMEI, G. Of Microbes and Art: The role of micro-
bial communities in the degradation an d protection of cultural
heritage. Nueva York: Kluwer Academic, Plenum Publishers, 2000.
ISBN: 0306463776, p. 231.

24 Ver RANALLI, G.; MATTEINI, M.; TOSINI, I; ZANARDINI, E. ;
SORLINI, C. “Bioremediation of Cultural Heritage: Removal of
Sulpahtes...”, p. 232.

25 Ver ALFANO, G.; LUSTRATO, G.; BELLI, C; ZANARDINI, E.; CAP-
PITELLI, F; MELLO, E.; SORLINI, C; RANALLI, G. “The bioremoval

of nitrate and sulfate alterations on artistic stonework: The case-
study of Matera Cathedral after six years from the treatment”.
International Biodeterioration & Biodegradation. Vol. 65 (octubre
de 2011),n°7, p.1.004-1.011.

26 Ver ALFANO, G; LUSTRATO, G.; BELLI, C.; ZANARDINI, E.; CAPPI-
TELLI, F; MELLO, E.; SORLINI, C.; RANALLI, G. “The bioremoval of
nitrate and sulfate alterations...”, p. 1.004.

individualmente, como combinadas. En 24 horas, se habfan eliminado ya el
55% de los nitratos y el 85% de los sulfatos de los muros.>® Seis afios despu-
és, en 2011 se hizo un estudio de control de los efectos de la limpieza de los
muros de Matera, y las conclusiones fueron que no habia habido variaciones
de color apreciables, y que los efectos eran todavia satisfactorios.”®
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Antonioli®’, en 2005, eliminG con éxito restos de cola ani-
mal procedentes del arranque de unas pinturas murales de
Spinello Aretino en Pisa, mediante Pseudomonas stutzeri y
enzimas en aplicaciones de 2 a 17 horas. La principal dificul-
tad de este caso fue que la cola animal con la que se habfa
hecho el strappo, se habia mezclado con formaldehido como
antimicrobiano®® y, por lo tanto, las enzimas aplicadas para

27 Ver ANTONIOLI, P; ZAPPARQLI, G.; ABBRUCATO, P;
SORLINI, C; RANALLI, G.; RIGHETTI, P.G. “Art-Loving
Bugs: The resurrection of Spinello Aretino from Pisa’s
cemetery”. Proteomics (2005), n° 5, p. 2.453-2.459.
28 Ver ANTONIOLI, P; ZAPPAROLI, G.; ABBRUCATO, P;
SORLINI, C;; RANALLI, G.; RIGHETTI, P.G. “Art-Loving
Bugs: The resurrection of Spinello..”, p. 2.454.

29 Ver ANTONIOLI, P; ZAPPAROLI, G.; ABBRUCATO, P;
SORLINI, C;; RANALLI, G.; RIGHETTI, P.G. “Art-Loving
Bugs: The resurrection of Spinello..”, p. 2.456.

30 Vier SORLINI, C.; CAPPITELLI, F. “The application of
viable bacteria for the biocleaning of cultural heritage
surfaces”. Coalition, n®15 (enero de 2008), p. 18-20.
ISSN 1579-841018.

31 Ver BOSCH, M.P; REGIDOR, J.L; SORIANQ, P; DOME-
NECH, M.T.; MONTES, R. “Ensayos de Biolimpieza con
bacterias..”, n°4y 5, p. 117-124.

32 Ver BOSCH, M.P. Caracterizacién del biodeterioro y
desarrollo...

33 Ver BOSCH, M.P; REGIDOR, J.L.; SORIANG, P; DOME -
NECH, M.T.; MONTES, R. “Ensayos de Biolimpieza con
bacterias...”, n° 4y 5,p.118.

34 \ler BOSCH, M.P; REGIDOR, J.L.; SORIANO, P; DOME-
NECH, M.T.; MONTES, R. “Ensayos de Biolimpieza con
bacterias...”, n° 4y 5,p.118.

35 Formadas por deposicién de contaminantes
atmosféricos que con el agua producen dcidos que
reaccionan con el carbonato, produciendo sulfatos y
nitratos. Durante la cristalizacion del yeso (sulfato cdl-
cico), otros contaminantes del aire, como por ejemplo
las particulas carbonosas, se incrustan en la matriz
mineral generando el ennegrecimiento tipico de las
costras negras.

36 Formadas por deposicién de contaminantes at-
mosféricos o por filtracién-acumulacién de detritus.
37 Capas formadas por deposicién de particulas at-
mosféricas, por colonizacién de microrganismos o por
aportaciones de procesos de restauracion.

38 \ler BOSCH, M.P; REGIDOR, J.L.; SORIANO, P; DOME-
NECH, M.T.; MONTES, R. “Ensayos de Biolimpieza con
bacterias..”,n°4y 5, p. 117.

33 VVer BOSCH, M.P; REGIDOR, J.L.; SORIANO, P; DOME-
NECH, M.T.; MONTES, R. “Ensayos de Biolimpieza con
bacterias..”,n°4y 5, p. 118.

40 \er REGIDOR, J. L. Limpieza con bacterias. Un siste-
ma acuoso: metodologias de aplicacién. Il Seminario
Formativo: Biolimpieza de Obras de Arte. Apuntes del
curso del 31 de mayo al 1 de junio de 2013. Jaca: Museo
Diocesano de Jaca, 2013, p. 5.

41 Ver REGIDOR, J. L. Limpieza con bacterias. Un siste-
ma acuoso..., p. 11.

42 Ver RANALLI, G.; CHIAVARINI, M.; GUIDETTI, V.; MAR-
SALA, F; MATTEINI, M.; ZANARDINI, E.; SORLINI, C. “The
use of microorganisms for the removal...”, p. 255.

43 Ver CAPPITELLI, F; ZANARDINI, E.; RANALLI, G.;
MELLO, E.; DAFFONCHIO, D.; SORLINI, C. “Improved
Methodology for Bioremoval of Black Crusts...”, p.
3.734.

eliminar la cola no eran capaces de
actuar, pero lo hicieron las bacterias.
Las aplicaron con algodén como sus-
tentante, eliminando el 100% de los
restos de cola.?®

En 2008, Sorlini y Cappitelli30 realiza-
ron un estudio comparativo entre lim-
piezas biolégicas y quimicas, llegan-
do a la conclusién de que la limpieza
quimica no es homogénea, ataca la
superficie original de la piedra y forma
cristales de sulfato de sodio indesea-
bles. Al contrario, la limpieza biolégica
es muy homogénea, no ataca la pati-
na original y no genera subproductos
ajenos, tan sélo la calcita en algunos
casos que, ademds, sirve de consoli-
dante natural.

Cabe destacar que la Universidad
Politécnica de Valencia publicé en
2010 unos estudios’' que se llevaron
a término en el Instituto Universitario
de Restauracién del Patrimonio de la
Universidad Politécnica de Valencia,
para la tesis doctoral de Marfa del Pilar
Bosch, que se publicéd posteriormen-
te, en 2012.% Tanto en la tesis como
en los articulos, el equipo valencia-
no desarroll6 el uso de las bacterias
Pseudomonas stutzeri DSMZ 5190
para la biolimpieza de pinturas mu-
rales con restos de materia orgdnica
de arranque vy traspaso, asi como de
eflorescencias salinas de nitratos, que
ya habfan intentado eliminar median-
te técnicas fisicoquimicas sin obtener
buenos resultados, como las resinas
de intercambio iénico, por ejemplo.33
Como novedad, adoptaron los geles
rigidos de agar-agar como modo de
aplicacion de las bacterias, pero sélo
como soporte humectante de las mis-
mas. Las conclusiones de los estudi-
os son que las bacterias DSMZ 5190
eliminan muy eficientemente cola
orgdnica y eflorescencias de nitratos y
sulfatos sobre pinturas murales reales
en %czndiciones aerobicas reales e in
situ.

Como conclusién, podrfamos  decir
que las limpiezas bacterianas se han
utilizado hasta chora para eliminar
costras negras en material pétreo35
(sulfatos y nitratos mayoritariamen-
te), eflorescencias salinas®® (nitratos
principalmente) y materia orgémco37
(restos orgdnicos de deposicion y co-
las aportadas). Evidentemente, para
remover estas capas ajenas se deben

utilizar bacterias especificas segtn su capacidad metabdlica:
bacterias reductoras de sulfatos para eliminar costras negras
y sulfatos, bacterias reductoras de nitratos para eliminar eflo-
rescencias de detritus, y bacterias heterdtrofas para eliminar
materia orgdnica diversa.

LAS BIOLIMPIEZAS BACTERIANAS EN CONTRAPOSICION
A LAS LIMPIEZAS TRADICIONALES

Segun los estudios cientificos antes explicados, las limpiezas
bacterianas pueden solucionar con gran efectividad unos pro-
blemas de conservacién hasta ahora muy complejos. Las sales
y las colas animales polimerizadas y envejecidas son dos de los
grandes problemas de la restauracién, por su gran dificultad
de remocién. Hasta ahora, los sistemas tradicionales fisicoqu-
imicos lo han intentado con fuerza pero, o bien no remueven
con eficacia las substancias en cuestién, o bien aportan mds y
mayores problemas a corto y largo plazo sobre las piezas.

Tanto los apdsitos de carbonato de amonio y EDTA como
las resinas de intercambio iénico aportan mucha humedad
y sales ajenas a los soportes, que hay que aclarar muy bien,
aportando de nuevo mucha humedad y eliminando los sulfa-
tos sélo parcialmente. Ademds, son métodos poco selectivos,
agresivos, invasivos, toxicos para el restaurador y que pue-
den afectar también al soporte original. Contrariamente, los
tratamientos con bacterias son muy selectivos, muy eficaces,
no toxicos para el restaurador e inocuos para la obra patri-
monial.*® También, los microorganismos bacterianos presen-
tan ventajas sobre los tratamientos enzimdticos, ya que las
bacterias pueden metabolizar mejor substancias complejas e
incrustadas. Las enzimas son demasiado selectivas y débiles
para remover materias tan complejas como los sulfatos o los
nitratos. En cambio, las bacterias, gracias a los mecanismos
de induccién génica, se adaptan a diversos nutrientes, sinte-
tizando las enzimas necesarias para degradar un rango mas
amplio de sustancias.* Otra ventaja es el precio: las enzimas
son de 3 a 10 veces mds caras que las bacterias.

EL PROBLEMA DELAGUA Y LA ELECCION DE LOS
SOPORTES DE APLICACION

Como sabemos, el agua es un agente limpiador muy importan-
te, pero se deben controlar sus inconvenientes. Tiene un poder
de humectacién a menudo limitado a causa de su elevada ten-
sion superficial, mientras que manifiesta una elevada difusion
vertical por capilaridad en los materiales porosos. En el caso
de las biolimpiezas, normalmente necesitamos una difusion
mds limitada, para concentrar el poder de las bacterias en la
superficie de la obra patrimonial. Ademds, la difusion vertical
del agua, con la posterior evaporacién superficial, hace preci-
pitar las sales disueltas en el agua, recristalizéndolas y gene-
rando disrupcién mecdnica en superficie. Por otro lado, dado
su poder disolvente, el agua es incompatible con los soportes
artisticos mds hidréfilos, como temples magros, textiles y ma-
deras degradadas entre otros, ademds de que puede fomentar
el desarrollo de otros agentes de biodeterioro no controla-
dos, acelerando la degradacion de la obra.*® Aun as, el agua
es absolutamente necesaria en el proceso de la biolimpieza
ya que las bacterias deben permanecer en un medio acuoso
para mantenerse vivas, por lo tanto, habia que idear un método
para conseguir un ambiente himedo de larga duracién sobre
las obras, pero que permaneciera en superficie. La solucién
no es otra que utilizar medios gelificados, porque ademds de
localizar la accién y disminuir la evaporacion de la solucién
acuosa-bacteriana, el sistema gelificado reduce la penetra-
cién y mejora la accién del mojado superﬁciol.‘” Hasta ahora,
como hemos explicado en el apartado anterior, los apdsitos
habian sido de sepiolita o algodén, con Ranalli y Cappitelli*®
desde 1996, y de Carbogel® a partir de 2006, en los estudios
de Capppitelliy Zanardini.* Los geles aportaron mejoras sig-



nificativas, permitiendo a las bacterias permanecer vivas y més
activas durante muchas mds horas. Las bacterias atrapadas en
el gel actlian de manera mds gradual y prolongada en el tiem-
po, y con una penetracion vertical del agua, muy inferior a los
apositos. El algodon y la sepiolita, por contra, generan ciclos
de absorcién y desorcién periddicos, que hacen circular dentro
del sistema poroso tanto las capas que desedbamos eliminar,
como las sales presentes en el sustrato. Ademds, el secado del
ap6sito es mdés rdpido y las bacterias comienzan a morir en un
tiempo bastante acelerado. Los geles, no obstante, tienen el
problema de la remocién vy los residuos, ya que seguin qué tipo
de gelificante se trate, es mds o menos adhesivo y, por lo tanto,
mds o menos dificil de remover. Los residuos sélidos del ma-
terial gelificante no evaporan ni se subliman, sino que pueden
permanecer para siempre en el sistema poroso de la superficie
tratada. Por un lado, los gelificantes (colas, celulosas o gomas)
son solubles en agua, por lo tanto, se deberian de poder eli-
minar completamente mediante aclarados. No obstante, un
aclarado repetido e insistente no siempre es compatible con
las superficies tratadas, donde precisamente hemos utilizado
un sistema gelificado para limitar la accién humectante del
tratamiento escogido. El restaurador ha de procurar reducir
al mdximo los residuos sobre la obra, asf que hay que evitar el
uso de geles fluidos en superficies muy porosas, texturadas o
con grietas, porque la remocion de los residuos se haria mucho
mds compleja en estos casos. Por otro lado, se pueden tomar
otras precauciones, como interponer un papel japonés como
barrera. Aun asf, si el gel es muy denso, las bacterias no pueden
moverse con libertad y pueden permanecer practicamente en-
capsuladas dentro, por ejemplo, de un gel rigido de agar-agar,
sin poder efectuar correctamente su funcién. Ademds, en un
gel de agar-agar las bacterias que no quedaran en la zona de
contacto directo con la superficie patrimonial, no serfan Utiles,
porque no podrian llegar a la superficie a tratar. Por otro lado,
los geles fluidos, afiaden el gran problema de la remocién y
de los residuos, asi que la solucién més adecuada ha sido en-
contrada por el equipo de la upv:* aplicar a pincel la solucién
bacteriana sobre el soporte e inmediatamente aplicar encima
un gel rigido de agar-agar que sélo contiene agua. El gel man-
tiene humectadas las bacterias y, al mismo tiempo, controla su
penetracién y actuacion, ya que tiene un alto poder de absor-
cién de agua, reteniéndola y liberdndola de manera progresiva
y uniforme, en pequenos ciclos.

Paralelamente al estudio bibliogréfico sobre geles, efectua-
mos pruebas de humectacién y remocién con diversos geles
y sustentantes™ como agar-agar al 2%, agar-agar al 4%,
Carbogel® al 1,5%, Klucel G® al 4%, Carboximetilcelulosa al 4%
y el sustentante de pulpa de papel Arbocel®, llegando a las
mismas conclusiones que la UPV.

FASE EXPERIMENTAL: ELECCION DE LA BACTERIA
Iniciamos las pruebas sobre cuatro piezas escogidas por el
material constitutivo. Se trata de cuatro piezas provenientes
de excavacion: un fragmento cerédmico, un hueso de bévido
dos fragmentos pertenecientes a una misma pintura mural.”

Como ya hemos comentado anteriormente, antes de iniciar
una limpieza hemos de conocer al méximo la técnica y los
materiales de la obra patrimonial que trataremos. Ademds
de la informacién histérica y técnica, que ya nos da muchas
pistas, hay que sumar la experiencia del restaurador y sobre
todo, y siempre que sea posible, informacién contrastada por
medio de andlisis instrumentales que nos ayuden no sélo a
comprender las técnicas y las capas de superficie, sino tambi-
én las proporciones y presencia de cada sustancia estudiada,
asi como el estado de degradacién de las mismas.”” En los
casos presentados, por sus caracteristicas, hicimos observa-
cién macroscépica con microscopio digital, fotografia UV con

ldmpara de Wood y test de pH, conductividad e hidrofilidad.*®
Finalmente, como no pudimos conseguir para el trabajo mu-
estras reales con restos destacables de colas orgdnicas y
nitratos (los elementos con los que querfamos testar las bi-
olimpiezas), hicimos probetas con fragmentos descontextu-
alizados,® induciendo cola y nitratos sobre los fragmentos,
simulando ataques graves de sales en el caso de la cerdmica
y el hueso, y una intervencién de traspaso inadecuado con
cola de conejo en el caso de los fragmentos de pintura mural.

Una vez conocidas las sustancias que queriamos remover,
habia que escoger la bacteria para eliminarlas. En nuestro
€aso, queriamos eliminar tanto nitratos como cola animal.
Como ya hemos visto antes, segun la bibliograffa, en biolimpi-
ezas se hanusado bacterias desnitrificantes como la Pseudo-
monas aeruginosa (descartada por ser patdégena), la Pseudo-
monas stutzeri o la Pseudomonas desnitrificans, sobre muros
y material pétreo.50 En cambio, en relacién al uso de bacte-
rias para eliminar cola animal, hemos encontrado menos bi-
bliografia, pero concretamente aplicada a pintura mural.” La
bacteria empleada con éxito para eliminar colas animales es
la Pseudomonas stutzeri que, como acabamos de comentar,
también es desnitrificante, por ello, con una sola cepa de bac-
teria podriamos hacer las dos pruebas de este trabajo y, por lo
tanto, fue la bacteria escogida.

Las bacterias se compraron en cultivo liofilizado en la coleccién
alemana de cultivos tipo Deutsche Sammlung von Microorga-
nismen und Zellkulturen y se escogié la cepa DMSZ 5190 por
los buenos resultados obtenidos durante las pruebas de la UPV
para lainvestigacion de Doctorado de Marfa del Pilar Bosch.”La
Pseudomonas stutzeri DMSZ 5190 se desarrollé bien entre 25y
30 °Cy en ambiente tanto aerébico como anaerdbico. También
se desarrollé bien en medios de cultivo con nitratos y con colas,
y eliminé favorablemente ambas sustancias. Como no dispone-
mos de un laboratorio de microbiologia, desde la Universidad
Politécnica de Valencia, nos permitieron muy amablemente ha-
cer las pruebas en sus laboratorios, con el doctor y profesor José
Luis Regidor y la postdoctoranda Pilar Bosch. Las bacterias es-
cogidas se prepararon antes de iniciar los procesos de limpieza,
haciéndolas crecer durante cinco dias en dos medios de cultivo:
por unlado, en medio M9 diluido al 50% (3 gramos de Na,HPG,,
1,5 gramos de KH2PQO4, 0,5 gramos de NH4CL y 0,25 gramos de
NaClen1litro de agua destilada) con un 1% de cola animal, y por
otro lado, en medio nitrato. Después de cinco dias de cultivo y
crecimiento, las bacterias se plantaron en matraces en agitacion
028 °C, 24 horas para obtener el punto maximo de crecimiento
exponencial. Finalmente se lavaron y centrifugaron en tres ciclos
de 10 minutos a 4.200 rpm para finalmente suspenderlos en
agua destilada estéril. De esta manera, no se aplica sobre la obra
ninguin elemento que no sean bacterias y agua estéril.

FASE EXPERIMENTAL: REMOCION DE COLA ANIMAL
CON PSEUDOMONAS STUTZERI

Para las pruebas de remocién de cola animal, prepara-
mos dos probetas a partir de material real arqueoldgico.
El MAC Empdries y la ES-
CRBCC nos cedieron tem-

poralmente para el ensayo ISBN: 0306463776,

44 Ver BOSCH, M.P; REGIDOR,
J.L; SORIANO, P; DOMENECH,
M.T; MONTES, R. “Ensayos de
Biolimpieza con bacterias...”,
p. 117-124.

43 Efectuamos pruebas de
humectacién y remocion,
ademds de pruebas de
envejecimiento dentro de

un armario estufa a 28 °C
simulando el incubado de las
bacterias.

46 En el trabajo completo se
trataron siete piezas escogidas
tanto por su material constitu-
tivo como por su problemdtica
y capas de superficie: por un
lado, piezas musealizadas
desde hace muchos anos, que
combinaban la problemdtica
propiamente arqueoldgica con
actuaciones de restauracion
sucesivas; por otro lado, piezas
provenientes directamente

de excavacion. Las piezas: un
socarrat medieval, una pieza
de marfil del siglo XVIII, un
hueso de bévido tardoantiguo,
dos fragmentos de pintura
mural romana, un fragmento
de cerémica tardoantiguay un
sello de cera romdnico.

47 \ler WOLBERS, R. Le net-
toyage des surfaces peintes.
Méthodes aqueuses. Parfs:
Institut National du Patrimoi-
ne, Eyrolles, 2013, p. 172.

48 En otros casos del trabajo
se incluyeron técnicas instru-
mentales como el FT-IR.

49 Bl resto de piezas estudia-
das durante el trabajo fueron
piezas reales con problemdti-
cas reales.

50 Ver RANALLI, G.; MATTEINI,
M.; TOSINI, I; ZANARDINI, E. ;
SORLINI, C. “Bioremediation
of Cultural Heritage: Removal
of Sulpahtes, Nitrates and Or-
ganic Substances”. En: CIFER-
RI, O.; TIANO, P; MASTROMEI,
G. Of Microbes and Art: The
role of microbial communities

in the degradation an d protection of cultural heritage. Nueva
York: Kluwer Academic, Plenum Publishers, 2000, p. 231-245.

dos pequefos fragmen-
tos  descontextualizados
de pintura mural romana,
provenientes de la unidad
estratigrdfica 2209 del
yacimiento arqueolégico
de Ampurias, y datados
entre los siglos | a.C.-
I d.C>® Los fragmentos
estdn conformados por

STVer ANTONIOLI, P; ZAPPAROLI, G.; ABBRUCATO, P; SORLINI, C.;
RANALLI, G.; RIGHETTI, P.G. “Art-Loving Bugs: The resurrection of
Spinello Aretino from Pisa’s cemetery”. Proteomics (2005), n°® 5,
p.2453-2459.

52 \ler BOSCH, M.P. Caracterizacién del biodeterioro y desarro-
llo..., p.198.

53 Dos fragmentos descontextualizados (sin punto de unién con
el resto de fragmentos) de pintura mural correspondientes a un
conjunto de 162 fragmentos, recuperados durante la excavacion
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(ya estaban desprendidos del
muro). La pintura correspon-

de al tercer estilo pompeyano,

que destaca por los fondos de
colores planos con pequenas
decoraciones en miniaturay
guirnaldas. Destacan en este
caso los colores rojo, verde,
amarillo, malva y blanco. La
pintura ha sido realizada al
fresco con detalles al seco.
EIMAC Empdries efectu6

una limpieza superficial y un
montaje previo a la adhesion.
Actualmente se estd restau-
rando en la ESCRBCC.

54 Existen limites en las téc-
nicas analiticas que pueden
no reconocer elementos
complejos como, por ejemplo,
aglutinantes alterados. No
obstante, hay sospechas, por
tradicion y andlisis, de que se
pueda tratar de un temple de
huevo.

55 Ver BOSCH, M.P. Carac-
terizacion del biodeterioro

y desarrollo.., p. 200. La
temperatura idénea para
este tipo de bacteria es de
25030 °C, preferiblemente
28 °C. Para poder consequir
esta temperatura, tanto en

la superficie pictérica como
en la solucién bacteriana,
usamos una lémpara de luz
infrarroja'y un termémetro de
superficie.

%6 Unidades Relativas de Luz.
57 Los pequefios restos de
bacterias acaban siendo cero
una vez se seca la superficie
completamente.

58 Anfora bética ALT'07 UE
400. Posiblemente se trata de
un énfora bética Dressel 23,
que contenia aceite para su
trasporte y comercializacion.

mortero natural de cal, pigmentos aplicados al fresco y
detalles al seco (temple). Il [pdg. 64]

Antes de tratar las piezas hicimos el estudio analitico pre-
vio para saber si podiamos aplicar la limpieza bacteriana sin
ocasionar problemas a los fragmentos. La pintura presenta
unos detalles al seco que, seguin los estudios realizados hasta
ahora, parecen ser un temple del que se desconoce el aglu-
tinante.>* Si se tratara de un temple al huevo serfa bastante
inalterable y, si fuera de cola, podria ser alterado por la biolim-
pieza, pero sila cola estd muy polimerizada (ya que ha llegado
a nuestros dias en buen estado de conservacion), serd muy
dificil que la bacteria pueda atacarlo, y en todo caso, realiza-
riamos pruebas para comprobarlo. Por otro lado, a partir de la
observacion de una microgota de agua aplicada sobre la su-
perficie con un tubo capilar, constatamos cémo la superficie
absorbe el agua absolutamente, es decir, que se trata de una
superficie muy hidrdfila. Posteriormente, con microscopio di-
gital, observamos que los pigmentos no se habian movido ni
alterado con la accién del agua. Seguidamente, realizamos
unas pruebas de limpieza acuosa en estado libre vy, al efec-
tuar la friccion tipica de una limpieza moderada con torunda
de algoddn (la accién mecdnica de una limpieza acuosa libre
ordinaria), se aprecié una cierta liberacién de particulas de
pigmento. Asf pues, después de estas primeras pruebas, ob-
servamos que las muestras soportan la accién del agua en
cantidades moderadas y creemos que la limpieza efectuada
podrd contener un medio bacteriano-acuoso pero gelificado
y que no necesite pasadas o aclarados sucesivos ni una ac-
cién mecdnica destacable.

Con la medida del pH obtuvimos un pH de 8 en ambas super-
ficies y, por lo tanto, la solucién bacteriana, que tiene un pH 7,
es suficientemente coherente con el soporte que queriamos
tratar.

Finalmente, procedimos a medir la conductividad de los res-
tos murales. A partir de la aplicacién de un gel rigido de agar-
agar sobre la superficie de la pieza, y dejdndolo actuar du-
rante 20 minutos, podemos conocer la conductividad de su
superficie. Una vez pasados los 20 minutos, nos da un resul-
tado final de 940 pS el fragmento rojo, y 920 pS el fragmento
blanco. Bl [pdg. 65]

Preparamos las probetas: aplicamos cola de conejo en pro-
porcién 1:3 a pincel sobre los fragmentos de pintura mural
para simular restos de una antigua intervencién. [Hl [pdg. 65]
Se inici6 el cultivo de las bacterias una semana antes de co-
menzar la remocion de la cola. Como ya hemos explicado en
la primera parte del artfculo, la Pseudomonas stutzeri DMSZ
5190 se hace crecer durante 5 dias en un medio de cultivo al
que se le afladen un 1% de cola y nitratos. Después, las bac-
terias se plantan en matraces en agitacion a 28 °C, 24 horas
para obtener el punto méximo de crecimiento exponencial.
Finalmente se lavany centrifugan en tres ciclos de 10 minutos
04200 rpm para suspenderlas en agua destilada estéril. El dia
de la inoculacién se calentaron las bacterias vy las superficies
de la pintura mural entre 28 y 30 °C con la ayuda de una ldm-
para de infrarrojos y un termémetro de superﬁcwe.SS [pdag.
65] Mantuvimos la temperatura estable durante las pruebas.
Justo antes de aplicar las bacterias comprobamos que éstas
se hallan vivas y en concentracion suficiente. Con la ayuda
del luminémetro medidor de ATP, obtuvimos una medicién de
7.517 URL*® en 10 pl de solucion.

Aplicamos las bacterias a pincel [pdg. 65]y, justo enci-
ma, afiadimos una plancha de gel rigido de agar-agar al 2%
capaz de aportar una humedad constante para mantener vi-
vas las bacterias, pero controlada en cuanto a la penetracion

por capilaridad en el soporte. A la vez, efectuamos controles
comparativos de agua gelificada con agar-agar, para esta-
blecer un control de limpieza sin bacterias. ﬂg[pdg. 66] De-
jamos actuar tanto el control como la solucién de bacterias
durante dos periodos diferentes de 2 h 15 min'y 3 horas.

El primer aclarado se hizo con esponja précticamente seca
para remover el méximo de cola y bacterias. Posteriormente,
se aclaré con agua desionizada a esponja, limitando la hume-
dad. lll [pdg. 66]

Después de esta primera aplicacién de 2 h 15 min, obser-
vamos los resultados, que fueron muy similares en ambos
fragmentos. Sélo a simple vista ya se observaba que la parte
limpiada con bacterias ha removido mucho mejor la cola.
[pdg. 66]

Alas 3 horas procedimos a remover las bacterias que queda-
ban y los resultados fueron todavia mejores, vl pac.
67] aunque se podric ampliar el tiempo de actuacion perfec-
tamente hasta 4 horas para conseguir una remocién de la
cola mds completa. En seguida advertimos que la remocion
de la cola es mucho més sencilla en la zona tratada con bac-
terias. Sobre los retoques al seco, hicimos las mismas pruebas
e incluso insistimos con cierta accién mecdnica, obteniendo
unos resultados igual de buenos y sin advertir ningin cambio,
remocion ni alteracion en la policromia.

Para acabar, medimos el ATP sobre las superficies tratadas
para comprobar que habiamos aclarado correctamente y que
no quedaban bacterias vivas en la superficie patrimonial: de
7.517 URL que habia en 10 pl de solucion bacteriana al inocu-
lar las muestras de pintura, una vez acabado el tratamiento,
s6lo quedaban 32 URL que es una cantidad no opreciab\e.57

También volvimos a tomar las mediciones de conductividad y
pH, que fueron, en el caso de la pintura roja, 300 uS y un pH
de 7,5y, en el caso de la pintura blanca, 250 y un pH de 7,5.
Observamos que los niveles de pH habfan variado muy poco
porque, ademds de las colas, la limpieza habfa rebajado de
forma destacada la presencia de iones libres, posiblemente a
causa de que las bacterias habian procesado algunas sales, o
posiblemente por la accién solvente del agua.

FASE EXPERIMENTAL: REMOCION DE NITRATOS CON
PSEUDOMONAS STUTZERI

Para iniciar las pruebas de remocién de nitratos, preparamos
dos probetas a partir de material real arqueolégico. El Labo-
ratorio de Arqueologia Medieval de la UB nos cedié materi-
al de las excavaciones de Sant Martf de les Tombetes y Els
Altimiris (ambas en el Pallars Jussd, Lérida). Se trata de un
fragmento de hueso largo de bévido del siglo VII, con unas
dimensiones de 9,8 x 4,1 cm y de un fragmento de anfora®®
bética Dressel 23 del siglo V, con unas dimensiones de 11,8 x
91 cm. By B pdo. 67)

Comenzamos por hacer el control previo de las piezas antes
de anadir los nitratos. El estudio previo es clave para saber
si podemos aplicar la limpieza bacteriana sin ocasionar pro-
blemas a los fragmentos. Como en el caso anterior, a partir
de la observacién de una microgota de agua aplicada sobre
la superficie, podemos constatar que ambas superficies son
muy hidréfilas. Posteriormente, con microscopio digital, ob-
servamos que la superficie no se ha alterado con la accién del
aqgua. Seguidamente hacemos unas pruebas de limpieza acu-
osa en estado libre y, al efectuar la friccién tipica de una lim-
pieza moderada con hisopo, se aprecia una cierta liberacién
de particulas en el caso de la cerdmica. Asi pues, después de
estas primeras pruebas, observamos que las muestras sopor-



tan la accién del agua en cantidades moderadas y creemos
que la limpieza podrd contener un medio bacteriano-acuoso,
pero gelificado, y que no necesite aclarados sucesivos ni
una accién mecdnica destacable, sobre todo en el caso de
la cerdmica. El tema de la eliminacién de sales en materiales
porosos es un problema muy usual con el que el restaurador
especialista ha de enfrentarse con muchas dificultades. La
migracion y cristalizacion de las sales es un problema muy
grave para el patrimonio, y a menudo, en el desalado tradici-
onal con apdsitos, se arrastran las sales interiores hacia la su-
perficie para solubilizarlas y absorberlas, generando a veces
mds dafios en el sistema poroso vy favoreciendo la aparicién
de una mayor cantidad de sales en superficie. Contrariamen-
te, con las limpiezas bacterianas gelificadas, el flujo de agua
puede limitarse mucho mds que con los apdsitos absorbentes
y, como no se trata de solubilizar las sales sino de procesar-
las y transformarlas, la eliminacion de las sales puede ser més
répida y eficaz, y menos contraproducente, ya que no las
hace migrar. De la misma manera, les biolimpiezas, al tener un
indice de humedad mds controlado y poderse aplicar super-
ficialmente, permiten desalar piezas que por su naturaleza no
podrian tratarse por inmersién. Cuando procedemos a medir
el pH, obtenemos como resultado un pH de 8 en el hueso y un
pH de 7 en el énfora.

Finalmente, medimos la conductividad a partir de la aplica-
cion de un gel rigido de agar-agar sobre la superficie de los
artefactos. Dejandolo actuar durante 20 minutos, podemos
conocer la conductividad de las superficies. Una vez pasados
los 20 minutos, nos da un resultado final de 480 pS el frag-
mento cerdmico, y 550 pS el hueso. Con la observacion en la
Iédmpara UV no se observa ninguna capa de proteccion, sélo
una pequena franja de Paraloid® correspondiente al siglado
de la cerdmica.

Preparacién de las probetas: en este caso, afiadimos nitrato
potdsico al hueso y a la cerdmica para simular una conside-
rable capa de nitratos como la que podriamos encontrar en
piezas procedentes de un yacimiento rico en nitratos. Pre-
paramos una solucién saturada de nitrato potdsico en agua
desmineralizada, hasta saturar la solucién. Efectuamos un
bafio porinmersién total de las piezas, durante dos horas, con
su posterior secado en un armario estufa, a 50 °C. Una vez
secas las piezas, repetimos la operacion hasta haber efectu-
ado cuatro bafios y cuatro secados. De este modo consegui-
mos una costra de sales en la superficie de ambos artefactos.

Seinicia el cultivo de las bacterias una semana antes, del mis-
mo modo que en el caso anterior. El dia de la inoculacién ca-
lentamos las bacterias y las superficies a tratar entre 28'y 30
°C con la ayuda de una lémpara de infrarrojos y de un termo-
metro de superficie. Mantendremos la temperatura estable
durante las pruebas. Justo antes de aplicar las bacterias com-
probamos que éstas se encuentran vivas y en concentracion
suficiente. Con la ayuda del luminémetro medidor de ATP
obtenemos una medicién de 7.517 URL en 10 ul de solucién.

Aplicamos las bacterias a pincel y, encima, anadimos el gel
de agar-agar para mantener una humedad constante pero
controlada, ya que no queremos generar migraciones inter-
nas de sales. El agar-agar se aplica esta vez en caliente (justo
antes de que solidifique, sobre los 40 °C) porque, al no tratar-
se, el hueso y la cerdmica (de superficies lisas), las planchas
de agar-agar no harian buen contacto. A la vez, hacemos
la comparacién con una aplicaciéon de agua gelificada con
agar-agar, para efectuar un control de limpieza sin bacterias.
Realizamos tres pruebas con diferentes tiempos de aplica-
cién: 2 h 15 min, 3 horas y 4 horas y los respectivos controles
con agua sin bacterias. Iy B [pag. 68

El primer aclarado se hace con esponja précticamente seca
para remover el mdximo de nitratos y bacterias. Posterior-
mente, se aclara con agua desionizada y esponja, limitando la
humedad. Sélo a simple vista ya se observa que la parte tra-
tada con bacterias ha removido mucho mejor las sales que la
parte tratada con control de agua. A las 2 h 15 min se aprecia
una buenaremocion de las sales, pero se observan resultados
mds satisfactorios después de 3y 4 horas de aplicacion lis y
[pdg. 691.

Finalmente volvemos a tomar los datos iniciales de con-
ductividad y pH, y hacemos una observacién macroscépica
para valorar el nivel de limpieza. Tomamos la conductividad
en las cuatro zonas de las pruebas. Hemos reservado una
zona sin tratar vy, el resto, han sido tratadas con control o
bacterias, y con diversos tiempos de aplicacién. Ademds,
hacemos una medicién de nitratos y nitritos,** ya que las
bacterias han eliminado nitratos pero, en cambio, generan
algunos nitritos. Como podemos observar en las imdgenes
ﬁy [pdg. 691, la zona de 2 h 15 min presenta mds nitra-
tos (cuadrado rosa oscuro), que la de 4 horas, pero no mds
que las de control con agua y reserva sin limpiar. Ademds,
el buen efecto de las bacterias queda en evidencia cuan-
do observamos el segundo cuadrado de la tira indicadora:
en las zonas donde se han eliminado mds nitratos también
aparece una cierta presencia de nitritos.

En relacién a la conductividad, la zona de la cerémica en
la que hemos aplicado las bacterias durante 2 h 15 min,
tiene una conductividad de 630 pS, cuando la cerdmica
en origen tenia 480 pS. Las bacterias han eliminado muc-
has sales, ya que la concentracion de iones en la zona sin
tratar da error en el conductimetro (supera los limites de
lectura del aparato). En el control con agua de 2 h 15 min
tenemos una conductividad menor, pero las sales han mi-
grado a la parte posterior de la cerdmica, no siendo éste
el efecto deseado para ninguna restauracién patrimonial.
La conductividad de la superficie en esta zona es de 450
uS. La zona tratada con bacterias durante 4 horas da una
conductividad de 610 pS, asi que podemos pensar que las
bacterias todavia continuaban removiendo sales y que se
necesitarfa mds tiempo de aplicacién para estas cantida-
des tan elevadas de nitratos.

En referencia al hueso, el control de nitratos es similar al
caso anterior: quedan menos nitratos en las zonas trata-
das con bacterias y aparecen sutilmente nitritos. Respec-
to ala conductividad de las cuatro zonas del hueso, es de
3230 pS en la zona tratada durante 2 h 15 min, de 2830
uS en el control de agua de 2 h 15 min, de 2730 pS en la
zona tratada durante 3 horas, y de 2530 pS en el control de
agua de 3 horas. Como en el caso anterior, el agua sola ha
hecho migrar mds sales hacia la parte posterior del hueso,
y todavia queda mucha concentracién iénica, en general,
sobre la superficie del hueso.

El pH tanto del hueso como de la cerdmica se mantiene idén-
tico al inicial: cerdmica pH 7 y hueso pH 8.

Finalmente, y con intencién de comprobar que hemos acla-
rado suficientemente las bacterias de la superficie de los
artefactos, medimos el ATP tanto del hueso como de la
cerdmica. De 7.517 URL iniciales en 10 pl de solucién bacte-
riana, una vez terminado el tratamiento, la cerdmica queda
totalmente libre de bacterias: 0 URL, y el hueso presenta
una pequefia cantidad no apreciable: 184 URL. Podemos
volver a aclarar el hueso si lo creemos necesario aunque,
una vez completamente seco, no deberfa quedar ninguna
Pseudomona stutzeriviva.

59 Tiras indicadoras de
presencia de nitratos y nitritos
Quantofix®.
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60 \er CREMONES], P. “Rigid
gels and Enzym cleaning”.
Cleaning 2010. New insights in
the cleaning of paintings. Va-
lencia: Universidad Politécnica
de Valencia, Smithsonian Mu-
seum Conservation Institute,
2010 (b), p. 16.

51 Cabe decir que, para hacer
los ensayos, la concentra-
cién de nitratos inducida era
masiva.

62 Evidentemente, incluir
gelificantes y bacterias en
nuestro laboratorio es mds
caro que trabajar sélo con
disolventes, pero no es tanta
la diferencia real si tenemos
en cuenta que son productos
que se utilizan en infimas
cantidades.

Con microscopio digital comprobamos cémo en las zonas en las
que se ha aplicado la limpieza bacteriana, se ha conseguido una
limpieza mucho mds profunda que en la zona en la que hemos
hecho una limpieza tradicional de control con agua, y que no se
aprecian residuos de gel.y [pdg. 70]

CONCLUSIONES

Durante las pruebas en los fragmentos de pintura mural,
hemos observado claramente que la limpieza bacteriana ha
conseguido un nivel de remocion de la cola muy profunda,
en contraposicién al ensayo de limpieza tradicional con agua
sola, que ha mostrado mucha dificultad en eliminar una capa
tan gruesa de cola. Hay que tener en cuenta que las mues-
tras aguantaban la accién del agua, si no se trataba de una
humectacién masiva e insistente, pero en ninglin caso sopor-
taban la accién mecdnica ni el agua caliente, que es como se
harfa una limpieza tradicional de cola sobre un antiguo tras-
paso mural. Ademds, las bacterias acttian mds rdpidamente
que los ap6sitos de agua, y no necesitan repeticiones sucesi-
vas, como acostumbra a pasar en el tratamiento tradicional.

A causa de que los fragmentos soportaban la accién del agua
necesaria para la limpieza bacteriana, la Unica preocupacion
que teniamos era si las bacterias respetarian el aglutinante
que compone el temple de los detalles al seco. Durante las
pruebas el temple no ha sufrido ningtn dafio y la limpieza ha
sido muy correcta, hecho que nos hace pensar que se pueda
tratar de un temple al huevo.

En relaciéon a la aportacién de residuos, el gel de agar-agar
no deja residuos detectables, ni siquiera por cromatografia de
gases, a causa de su bajisima adhesividad, asi que no hay que
preocuparse por ellos. Por otro lado, los residuos bacterianos
podrian ser un problema si quedasen en superficie y prolife-
rasen generando un ataque biolégico severo, pero esto no
puede pasar porque hemos realizado un correcto aclarado,
las bacterias utilizadas no son esporulantes y, ademds, hemos
llevado a cabo un control final de células ATP que ha confir-
mado que no quedaban précticamente bacterias vivas en las
superficies tratadas.

Otro sistema que se podria haber utilizado para eliminar la
cola, si no hubiéramos decidido usar bacterias, podria ha-
ber sido un buffer de pH 9-9,5, que no atacaria el sustrato
calcdreo ni los pigmentos vy, en cambio solubilizaria la cola
proteica por encontrarse fuera de su rango de seguridad. No
obstante, nos decidimos por las bacterias porque un pH tan
alcalino habria atacado los detalles al seco de este mural de
Ampurias. Tampoco serfa recomendable la adicién de que-
lantes al buffer, ya que atacarfan la técnica seca ionizando
el Gglu‘[imm‘[e.60

Durante las pruebas en los fragmentos de hueso y cerdmica
hemos observado claramente cémo la limpieza bacteriana ha
conseguido un nivel de remocién de nitratos bastante acep-
table, en contraposicion al ensayo de limpieza tradicional con
agua sola, que ha mostrado una mayor dificultad en eliminar
una costra tan gruesa de nitratos y, ademds, ha generado una
migracién grave de sales hacia otras zonas de las muestras.
Como los fragmentos aguantaban la accién del agua, hemos
podido hacer esta prueba con limpiezas bacterianas, pero
hemos advertido que se deberfan hacer varias aplicaciones,
ya gue con una sola aplicacién no ha sido suficiente.®’ Des-
pués de la intervencién, el pH de los fragmentos ha quedado
intacto, pero la conductividad era todavia muy elevada. Las
piezas presentaban sales internas que se deberian eliminar
con nuevas aplicaciones bacterianas, incluso por medio de
una biolimpieza por inmersion.

Como conclusién final, hay que decir que antes de plantear-
nos una limpieza bacteriana, se debe tener en cuenta:

- qué material conforma la pieza a tratar y qué material
ajeno queremos eliminar

- la seleccién de la bacteria a aplicar

- la seleccion del modo de aplicacién: sustentantes, pH 'y
conductividad de la solucién bacteriana, etc.

- rangos de sequridad para la obra y para el restaurador

- el control de la aplicacién y de las condiciones ambientales
- la correcta eliminacién de las bacterias al finalizar el tra-
tamiento

- el control de la correcta eliminacion de las bacterias con
el paso del tiempo

- las bacterias necesitan un medio hdmedo para desarro-
llar sus procesos metabélicos, asi que las obras que trate-
mos con bacterias han de poder soportar un tratamiento
acuoso, al menos puntual y, por apésito o geles, durante
unas horas.

Como inconvenientes hemos encontrado pocos. En el
caso de la cerdmica, la aplicacién del agar-agar gene-
ré una leve agresion superficial sobre la cerdmica. Cabe
decir que la pieza presentaba cierta descohesiéon en su
estado inicial y que, entonces, la ligera adhesividad del
gel generd una pequefa remocién de particulas superfici-
ales. Este inconveniente, no obstante, no es grave, ya que
se habrfa evitado fécilmente utilizando un papel japonés
como barrera. Otro inconveniente es que las superficies
tratadas deben poder soportar la aplicacién de agua, por
lo tanto, existirdn materiales que no podrdn tratarse con
este medio. Una posible solucién seria comprobar si una
aplicacién muy controlada del agua a través de geles
permitirfa finalmente su aplicacién, no obstante, habria
que hacer pruebas. El Ultimo inconveniente es que, para
poder realizar las biolimpiezas, se requiere un laboratorio
de microbiologia y un microbiélogo en el equipo. Quizd
alglin dia se comercialicen kits de crecimiento bacteriano
fdciles de usar para el restaurador, pero todavia ése no
es el caso.

Por lo demds, todo nos parecen ventajas: compatibilidad
material, coherencia, efectividad, selectividad, baja toxicidad,
inocuidad, no aportacion de residuos, rapidez de accioén, va-
loracién econémica no mucho mds elevada que las limpiezas
tradicionales®? y unos buenisimos resultados en las pruebas
aqui presentadas.

Como mejoras a trabajar en el futuro, hay que decir que este
estudio es sélo una primera aproximacién experimental so-
bre algunos materiales arqueoldgicos pero, evidentemente,
no todos y no suficientemente representativos. Esperamos,
proximamente, poder hacer pruebas sobre nuevos sopor-
tes, con varios tiempos de aplicacién de las bacterias, con
la aplicacién de nuevos geles todavia muy desconocidos en
nuestro pais, con la aplicacion de barreras, etc., efectuando
pruebas sistemdticas y multiples sobre éstos y otros materia-
les arqueoldgicos para poder establecer estadisticas y resul-
tados mds concluyentes.
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FOTOGRAFIAS
Muestras de pintura mural antes de la intervencién (Foto-
grafia: Silvia Marin).

Medicion de conductividad superficial con gel rigido de
agar-agar (Fotografia: Silvia Marin).

Elaboracién de las probetas a partir de la aplicacion de
cola de conejo sobre las muestras (Fotograffa: Silvia Marin).

Calentamiento de las muestras a 28 °C para generar un
ambiente ideal para las bacterias. Departamento de pintura
mural de la UPV (Fotografia: Silvia Marin).

Aplicacion de la soluciéon bacteriana sobre los fragmentos
de pintura mural. Departamento de pintura mural de la UPV
(Fotografia: Pilar Bosch).

Imagen en la que se aprecia el control de agua y la limpi-
eza bacteriana sobre una de las muestras de pintura mural.
Departamento de pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia
Marin).

n Aclarado de las bacterias alas 2 h 15 min. Departamento
de pintura mural de la UPV (Fotografia: Pilar Bosch).

Imagen comparativa una vez retiradas las aplicaciones
que han actuado durante 2 h 15 min. Departamento de pin-
tura mural de la UPV (Fotograffa: Silvia Marin).

Estado final de una de las muestras. La mitad derecha,
tratada con bacterias, presenta una remocion prdcticamente
completa, mientras que la mitad izquierda, tratada sélo con
aqgua, presenta todavia muchos restos de cola. Departamen-
to de pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia Marin).

Imdgenes de microscopio DinoLite (60x): comparativa en-
tre zonas limpiadas con agua (izquierda) que todavia presen-
tan restos de cola y zonas limpiadas con bacterias (derecha)
(Fotografia: Silvia Marin).

Imdgenes de microscopio DinoLite (60x): comparativa en-
tre zonas limpiadas con agua (izquierda) que todavia presen-
tan restos de cola y zonas limpiadas con bacterias (derecha)
(Fotografia: Silvia Marin).

Muestra de hueso antes de la intervencién (Fotografia:
Silvia Marin).

Muestra cerdmica antes de la intervencion (Fotografia:
Silvia Marin).

Controles y limpiezas bacterianas sobre la cerdmica. De-
partamento de pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia
Marin).

Controles y limpiezas bacterianas sobre el hueso. Depar-
tamento de pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia Marin).

Estado final de la cerémica. Se indican las zonas limpiadas
con bacterias y las zonas limpiadas con agua. La biolimpieza
ha eliminado con mds profundidad las sales. Departamento
de pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia Marin).

Estado final del hueso. Se indican las zonas limpiadas con
bacterias y las zonas limpiadas con agua. La biolimpieza ha
eliminado con més profundidad las sales. Departamento de
pintura mural de la UPV (Fotografia: Silvia Marin).

Control de nitratos v nitritos en la cerdmica, después del
tratamiento. Departamento de pintura mural de la UPV (Fo-
tografia: Silvia Marfn).

Control de nitratos y nitritos en el hueso, después del tra-
tamiento. Departamento de pintura mural de la UPV (Foto-
grafia: Silvia Marin).

Imdgenes de microscopio DinolLite (60x). Cerdmica: zona
tratada con agua (izquierda) en contraposicién ala zona tra-
tada con bacterias (derecha). La zona tratada con bacterias
no tiene sales visibles a microscopio (Fotografia: Silvia Marin).

Imdgenes de microscopio Dinolite (60x). Hueso: zona
tratada con agua (izquierda) en contraposicién ala zona tra-
tada con bacterias (derecha). La zona tratada con bacterias
presenta menos cantidad de sales visibles a microscopio (Fo-
tografia: Silvia Marfn).
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