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TECNICAS NO DESTRUCTIVAS PARA LA MONITORIZACION CUANT ITATIVA
Y CUALITATIVA DE PROCESOS DE BIODETERIORO EN MATERIALES PETREOS

M. A. Rogerio-Candelera!, A. Z. Miller?, A. Dionisio?, M. E. Macedo® & C. Saiz-Jiménez!

Resumen

La colonizacion bioldgica de la piedra es uno de los principales problemas para la conservacion de edificios y monumentos. El biodeterioro
de la piedra ha sido estudiado empleando metodologias para la identificacion de los microorganismos y para el seguimiento de su accion
que, en su mayor parte necesitan de una gran inversion de tiempo y de un muestreo extensivo. Muchos de los procedimientos de muestreo
empleados pueden, incluso, convertir a los propios investigadores en agentes de deterioro. En este estudio se propone el uso de técnicas
para la deteccion temprana y monitorizacion de colonizaciones microbianas sin necesidad de contacto, como manera de contribuir al obje-
tivo de preservar el patrimonio cultural.
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Abstract

Biological stone colonisation is one of the main problems related to the conservation of monuments and buildings. Stone biodeteriora-
tion has been assessed by several authors using time-consuming and extensive sampling methodologies for microbial identification and
the follow-up of their action. However, most sampling procedures may convert the own researchers in deterioration agents. In this study
the use of non-contact techniques for early detection and monitoring of microbial colonisations is proposed, as a contribution to the goal of
the preservation of cultural heritage.
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1 - INTRODUCCION

Gran parte del patrimonio arquitectonico esta construido con calizas. Su conservacion, desafortunada-
mente, plantea problemas relacionados con su amplio rango de propiedades intrinsecas y variadas respuestas a
diferentes condiciones climaticas y ambientales. El estudio de los procesos de deterioro que se producen en su
superficie (MAURICIO et al., 2005) ha mostrado que la tasa de deterioro puede ser gradual y, dependiendo de
las condiciones climaticas, bastante predecible. No obstante, es mucho mas comun que se deterioren mediante
crisis episddicas y a veces catastroficas. Entre los procesos dinamicos complejos de deterioro relacionados
con estas rocas, el biodeterioro, especialmente para los bienes expuestos al ambiente exterior, es uno de los
problemas mas importantes que tienen que afrontar los conservadores.
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Entre los microorganismos colonizadores, las microalgas juegan un importante papel ecologico, como
pioneras en la colonizacion de las superficies pétreas, sobre las que desarrollan biopeliculas fototroficas
(ROESELERS et al., 2008). Su presencia atrae a los microorganismos heterotroficos, que contribuyen al desa-
rrollo de biopeliculas complejas y estratificadas. Las actividades vitales de los componentes de estas biopeli-
culas tienen un gran potencial biodeteriorante que va desde lo puramente estético a cambios quimicos y fisicos
que pueden llevar a la desagregacion total de la superficie.

En general, la biomasa algal puede estimarse utilizando técnicas de cuantificacion de la clorofila a.
La mayoria de estos métodos se basan en la extraccion de la clorofila de las células, por lo que son en general
lentos, necesitan gran cantidad de muestra y no permiten la medicion repetida de la misma unidad de mues-
treo. Recientemente, se ha introducido en el analisis de monumentos y edificios historicos la cuantificacion
de clorofila @ mediante la deteccion de su fluorescencia natural (TOMASELLI et al., 2002). Al no necesitarse
muestreo, resulta util para detectar microorganismos fototroficos y monitorizar tratamientos preventivos.
La cuantificacion y monitorizacion de biopeliculas superficiales puede también llevarse a cabo mediante
técnicas de analisis digital de imagenes (DIA), que se basan en el caracter matricial de las imagenes digitales.
Combinando estas técnicas con la fotorrestitucion digital es posible obtener valores cuantitativos referidos a
superficies.

En este trabajo se utilizan técnicas DIA para dos experiencias distintas: una de ellas, en combinacion con
Fluorescencia iz vivo de clorofila @ como método rapido y no invasivo para la deteccion y monitorizacion de
procesos de biodeterioro en diferentes tipos de calizas. La otra experiencia incide en la diferenciacion y cuan-
tificacion de diferentes colonizaciones microbianas en la cueva de Altamira (Santillana del Mar, Cantabria,
Espana).

2 - MATERIAL Y METODOS

Este trabajo presenta dos experiencias diferentes. La primera de ellas, llevada a cabo en condiciones de
laboratorio, se realizo con el apoyo de otra técnica experimental no destructiva. La segunda tuvo lugar in situ
para evaluar el comportamiento a lo largo del tiempo de colonizaciones bacterianas que afectan a un conjunto
de pinturas rupestres declaradas Patrimonio de la Humanidad.

Para el experimento de colonizacion en laboratorio se utilizaron muestras de cinco litotipos diferentes:
Caliza de An¢a (CA); Caliza de Lioz (CL); Piedra de San Cristébal (SC); Piedra de Escizar (PF) y Piedra de
Lecce (PL), descritos en Miller ef al. (2010a). Las caracteristicas basicas del experimento también se describen
en este mismo trabajo. Para monitorizar el crecimiento de los microorganismos fototroficos sobre la superficie
de las muestras pétreas, triplicados de las mismas se fotografiaron con una camara digital Kodak EasyShare
P850 sobre papel milimetrado a los 0, 45 y 90 dias de incubacion. Las imagenes digitales generadas se homo-
geneizaron geométrica y radiométricamente para asegurar la solidez de la serie temporal y se descorrelacio-
naron sus ND mediante analisis de Componentes Principales (PCA). Las bandas escogidas se segmentaron
para seleccionar las areas colonizadas para su cuantificacion, tras ser escaladas. Estas operaciones se llevaron
a cabo utilizando los codigos informaticos HiperCube v. 9.5 (Army Goespatial Centre, Alexandria, Virginia,
USA) e Image] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Como técnica complementaria, se midio por triplicado la Fluorescencia iz vivo de clorofila @ en las mues-
tras tras 90 dias de incubacion, empleando un espectrofluorémetro SPEX Fluorolog-3 FL3-22 con fibra optica
(Horiba Jobin Yvon F-3000).
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Por otra parte, en el transcurso de los diferentes proyectos de investigacion llevados a cabo en la cueva de
Altamira para la conservacion de sus manifestaciones parietales se detectaron colonizaciones microbianas que
proliferaban en varias zonas, caracterizadas de visu por la presencia de manchas macroscopicas blancas, grises
y amarillas que corresponden con tipos diferentes de biopeliculas con poblaciones microbianas diferenciadas,
con cierta variabilidad en cuanto a morfologia, dimensiones y tonalidades de color (CUEZVA et al., 2009).
La metodologia de deteccion y cuantificacion se describe in extenso en Rogerio-Candelera (2010).

3 - RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 - Cuantificacion de dreas cubiertas mediante DIA

La binarizacion de las bandas obtenidas mediante analisis de Componentes Principales (Fig. 1) per-
mitio aislar las areas cubiertas por las biopeliculas verdes y cuantificar su extension a lo largo del tiempo
(Fig. 2). Con los datos obtenidos con esta técnica fue posible evaluar qué probetas mostraban las superficies mas
ampliamente colonizadas, o, en otras palabras, un crecimiento epilitico significativo. El cultivo fototrofico, distri-
buido aleatoriamente sobre las superficies pétreas, crecio en el curso de la incubacion. A pesar de las dificultades
encontradas para medir las biopeliculas fototroficas en la superficie de las muestras de PF y SC, muy enmasca-
radas por la gran macroporosidad de estos litotipos, podemos considerar que la utilizacion de las técnicas de DIA
constituyd un éxito. PL mostro el mayor incremento microbiano, seguido de las muestras de PE. En las muestras
de SC, el area total cubierta por la biopelicula no mostro incremento a lo largo del periodo de estudio. CL mostro
un incremento muy somero, y CA permanecio estable a lo largo de los ultimos tiempos de incubacion. Es de
destacar, en particular, el incremento significativo de la colonizacion registrado para PF, donde el area superficial
cubierta fue mayor que tras la inoculacion, observandose un incremento progresivo a lo largo del experimento.

LS

Fig. 1 - Imagenes binarias obtenidas con Image] para el litotipo CA: A) Tras la inoculacion;
B) Tras 45 dias de incubacion; C) Tras 90 dias de incubacion.
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Fig. 2 - Areas cubiertas por biopeliculas algales tras 0, 45 y 90 dias de incubacién, cuantificadas mediante andlisis digital de imédgenes.
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3.2 = Cuantificacion de biomasa fotosintética con Fluorescencia in vivo de Clorofila a

Los espectros de emision obtenidos a los 90 dias mostraron el tipico pico de fluorescencia de la clorofila a
a 684 nm (Fig. 3). Las mayores intensidades se obtuvieron para los litotipos PL y CA, que presentaban biopeli-
culas patentemente visibles en su superficie. Estos resultados se debieron probablemente a su textura de grano
fino y caracteristicas petrofisicas (MILLER et al., 2010a). Como también se verifica en la Fig. 3, las muestras de
SC, seguidas de CL mostraron las menores cantidades de clorofila a, y consecuentemente el menor desarrollo
algal en sus superficies. Estos datos corroboran los resultados obtenidos mediante DIA.
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Fig. 3 - Espectros de fluorescencia de clorofila a medidos tras 90 dias de incubacion (longitud de onda de excitacion: 430 nm).
El espectro de cada litotipo abarca la media de 15 espectros.

De acuerdo con ambos enfoques, las muestras de PL mostraron superficies colonizadas extensivamente,
con un crecimiento epilitico significativo, seguidas por el litotipo PE. Por el contrario, SC mostré la menor
biomasa. De acuerdo con los datos publicados por Miller ef al. (2010b), que combinaba la técnica de cuantifi-
cacion de clorofila @ in vitro con fluorescencia in vivo de clorofila @ para analizar los cinco litotipos, SC y PF
eran los substratos mas colonizados, concluyéndose que en estos dos litotipos se dio crecimiento endolitico,
comprobado con microscopia optica y electronica de cortes transversales de las muestras (MILLER et al.,
2010a), lo que explica la discordancia con los resultados obtenidos con las técnicas de analisis de superficie
empleadas en este trabajo.

3.3 = Cuantificacion de crecimientos microbianos en la cueva de Altamira

Los resultados alcanzados en la cuantificacion de superficies cubiertas por biopeliculas microbianas en
diferentes puntos de control pueden resumirse en la Fig. 4 y la Tabla 1. Mediante PCA pudo detectarse que
las bandas correspondientes a la segunda Componente Principal eran las mas adecuadas para representar las
manchas amarillas, mientras que las correspondientes a la tercera Componente Principal permitian definir
mejor la categoria artificial blancas/grises. Los valores cuantitativos obtenidos apuntan a que, en general, la
contaminacion microbiana presenta una tendencia hacia un estado estacionario (SAIZ-J IMENEZ et al., 2011),
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que debe atribuirse a la estabilizacion de las condiciones ambientales imperantes en la cueva tras el cierre
producido en 2002.

Hay que tener en cuenta, no obstante, que la medicion de superficies colonizadas in situ esta sujeta a
numerosos factores de error dificilmente cuantificables (ROGERIO-CANDELERA, 2011), por lo que deben
matizarse estos resultados.

Fig. 4 - Correcciones geométricas en los fotogramas del punto de control 3 de la cueva de Altamira. A) imagen correspondiente a 2007,
B) imagen tomada en 2009; C) imagen correspondiente a la tercera Componente Principal mostrando las colonizaciones blancas/grises de
2007; D) imagen correspondiente a la tercera Componente Principal mostrando las colonizaciones blancas/grises de 2009; E) imagen binari-
zada que muestra las areas seleccionadas para su cuantificacion. Estado correspondiente a 2007; F) imagen binarizada que muestra las areas
seleccionadas para su cuantificacion. Estado correspondiente a 2009.
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Tabla 1 - Superficie ocupada por las diferentes colonizaciones microbianas en las areas de muestreo
delimitadas en los diferentes fotogramas.

Punto . S Areaocupada |
de Control Fotograma Tipo colonizacion (cm?) % Area total
1 2007 33.720 217
—_— Amarillas
2009 64.076 4.13
2007 44.900 2.89
s — Blancas/grises
2009 25.570 1.65
3 2007 40.092 1.63
—_— Amarillas
2009 46.241 1.88
2007 89.443 3.63
— Blancas/grises
2009 99.483 4.04
5 2007 14.065 1.40
e Blancas/grises
2009 17.200 1.70
6 2007 57.277 4.65
_— Blancas/grises
2009 59.947 4.87

4 - CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran la utilidad de los métodos no destructivos basados en el analisis digital
de imagenes para monitorizar el desarrollo de colonizaciones microbianas, tanto fototroficas como heterotro-
ficas, sobre superficies pétreas. El experimento llevado a cabo en condiciones de laboratorio y evaluado con
otra técnica independiente permite asegurar que los resultados son lo suficientemente fiables para extrapolar
la técnica a la monitorizacion in situ de procesos de colonizacion biologica, en los que las condiciones de
medicion son bastante mas complicadas, sobre todo en sistemas dificiles de referenciar como son las cuevas.

Una de las mayores ventajas del uso de estas técnicas es su no invasividad, que permite la obtencion de
datos tanto cualitativos como cuantitativos, de interés para la modelizacion del comportamiento de coloniza-
ciones microbianas, y por tanto para establecer estrategias de conservacion de bienes culturales, sin nece-
sidad de toma de muestras. Las técnicas empleadas permiten por otra parte la deteccion temprana de estas
colonizaciones, incluso cuando son dificilmente apreciables a simple vista. En el caso del trabajo en sistemas
especialmente fragiles, como las cuevas, el uso de estas técnicas permite que la posible afeccion causada por
la presencia de los investigadores se minimice, ya que el tiempo de permanencia en las mismas se reduce
drasticamente.
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