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RESUMEN

En los ultimos afios, la biomineralizacion ha sido propuesta como una tecnologia compatible y respetuosa
con el medio ambiente para la conservacion de piedras ornamentales. En este trabajo se exponen los métodos
convencionales utilizados en la proteccion del Patrimonio en piedra, asi como los ensayos llevados a cabo
para la comprobacion de su validez e idoneidad, y se compara con dicha técnica basada en la precipitacion
bioldgica del carbonato de calcio como método alternativo, en base a la revision bibliografica de diferentes
ensayos in situ'y en laboratorio.






ABSTRACT

In recent years, biomineralization has been proposed as a compatible and environmentally friendly
technology for the conservation of ornamental stones. In this project, the conventional methods used in the
protection of heritage in stone are exposed, as well as the tests carried out to verify their validity and
suitability, and it is compared with this technique based on the biological precipitation of calcium carbonate
as an alternative method, based on the bibliographic review of different in situ and laboratory tests.
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1 INTRODUCCION

El deterioro en los materiales pétreos, ya sea piedra ornamental utilizada en edificios historicos o de nuestras
obras, o materiales utilizados en escultura, se ha visto acentuado en los ultimos tiempos debido a los factores
derivados de la contaminacion ambiental y lluvia 4cida. Este efecto es notable en especial en zonas urbanas
o industriales con alta exposicion a productos toxicos, derivados de combustibles, etc. Esto ha supuesto que
la conciencia sobre la importancia de este tipo de casos haya aumentado al producirse deterioros severos o
pérdidas en edificios y esculturas de gran valor historico-artistico (Gonzalez-Muiioz, 2008).

En su 17 reunion en Paris en 1972, la conferencia general de la UNESCO adopt6 la Convencion sobre la
proteccion del mundo y la naturaleza. El objetivo de este programa era catalogar y conservar lugares con un
patrimonio excepcional y belleza natural, ya fuera de interés cientifico, natural o cultural. En virtud de este
programa, muchos edificios historicos y sitios patrimoniales del mundo fueron identificados y listados como
patrimonio cultural que se encontraba en un estado de deterioro progresivo. Fue un punto de inflexion en la
gestion del patrimonio, ya que a partir de entonces se han iniciados muchos proyectos y programas para la
preservacion de edificios y bienes patrimoniales. Algunos paises, la mayoria de ellos pertenecientes a la
Unién Europea, han lanzado proyectos de investigacion para mejorar las técnicas convencionales,
estudiandose de este modo el papel de la biotecnologia como método de conservacion. (Dakal & Cameotra,
2012).

El objetivo de este trabajo es recabar informacion sobre las técnicas de conservacion del patrimonio
empleadas hoy en dia y los ensayos llevados a cabo para evaluar la eficacia de éstos, asi como la
investigacion bibliografica sobre el método basado en la precipitacion bioldgica del carbonato calcico para
regenerar la piedra. Se expondran ensayos reales cuyos resultados dan a conocer el comportamiento de esta
técnica de la que atn se desconocen datos, pero la cual ya se esta empleando en proyectos europeos, sobre
todo en Francia, Portugal y Espaiia.



2 TECNICAS DE INTERVENCION

2.1 CRITERIOS GENERALES DE INTERVENCION EN MATERIALES PETREOS

Los principios comunes que deben presidir la restauracion y conservacion de la piedra estan recogidos en la
Carta de Venecia o Carta Internacional para la Conservacion y Restauracion de Monumentos y Sitios (1964).
En ésta se recoge que todos los procedimientos empleados deberan conservar el aspecto original de la piedra
y mantener el mensaje artistico y estético que sus autores pretendieron transmitir. (Villegas, Baglioni, &
Samefio, Tipologia de Materiales para Tratamiento, 2003)

En la mayoria de los casos conlleva cierta complejidad llevar esta teoria a la practica desde el punto de visto
técnico debido a la agresion que sufre la piedra por parte del ambiente. Al intervenir, no solo se pretende
frenar el deterioro, si no también contribuir a la conservacion de la pieza haciendo que ésta aguante dichas
agresiones durante un tiempo.

De forma general, se sigue un criterio de prioridad de conservacion en el que en primer lugar se actiia sobre
las causas de deterioro para eliminarlas -o minimizarlas- y posteriormente se lleva a cabo la intervencion de
la piedra propiamente dicha. Cabe destacar que la piedra en un edificio es solo la capa externa y superficial,
pero estd en contacto con otros materiales (morteros, rellenos de muros, etc.) a los que pueden afectar los
tratamientos pétreos.

Los tratamientos existentes actualmente para la conservacion de la piedra cumplen, en general, las
prestaciones para las que han sido disefiados (consolidan, protegen, etc.) pero la mayoria de ellos estan
concebidos para ser aplicados a materiales homogéneos, con una composicion, textura y porosidad
uniformes. Un ejemplo de ello podria ser el hormigén. Sin embargo, la piedra es un material
extraordinariamente heterogéneo, con un grado de penetracion y distribucion de los productos de tratamiento
diferente en cada punto del seno de la piedra, lo que conlleva una diferente durabilidad.

Por ello, es necesario un estudio experimental, previo a la aplicacion de productos a una piedra, para
determinar el comportamiento del sistema piedra-tratamiento que se haya seleccionado. Los
comportamientos obtenidos al aplicar un tratamiento a un tipo de roca no pueden extrapolarse a otras
variedades, ya que se estarian cometiendo errores significativos.

Esta es la razon por la que, junto a la escasez de negocio que supone para la industria quimica los productos
de tratamientos de la piedra, el nimero de investigaciones realizadas en este campo es pequefio, suponiendo
una falta de conocimiento en el comportamiento de la piedra frente a ciertos tratamientos.

Debito a esto, resulta importante remarcar que es preferible no aplicar ningun tratamiento ante la falta de
elementos de juicio sobre el sistema piedra-tratamiento, o hacerlo solo cuando sea absolutamente
imprescindible. (Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003)



2.2 ETAPAS DE INTERVENCION

Los procesos de conservacion de la piedra se clasifican en los siguientes tres grupos principales:

- Limpieza
- Consolidacion

- Proteccion

Asi se decidi6 en la reunion del Grupo de Trabajo para el Tratamiento de la Piedra en Bolonia (Octubre

1971).

Debido a esto, el tratamiento de la piedra no se considera un proceso inico, si no una secuencia ordenada de
operaciones adecuadas a las necesidades: primero se identifica el mecanismo de deterioro, a continuacion,
se realiza un proceso de limpieza, seguida de una consolidacion y, por ltimo, si el ambiente agresivo no ha
cambiado, se protege la piedra para evitar un nuevo deterioro. (Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003)

Cabe destacar, ademas de las etapas principales mencionadas, las siguientes actuaciones:
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- Preconsolidacion: se suele llevar a cabo en piezas o partes de edificios que tengan un valor artistico
alto, como escudos, esculturas, paramentos con policromia,etc. Se aborda antes de la limpieza en
piedras que presentan un significativo grado de decohesion.

- Desalinizacion: las sales solubles en una piedra, en caso de detectarse, deben ser eliminadas
siempre de forma total ya que una incompleta eliminacion condicionaria la evolucion de los
tratamientos aplicados posteriormente. Se considera una fase de la limpieza.

- Eliminacién de organismos vivos (plantas superiores, insectos, hongos, liquenes, bacterias, etc.)
asi como de los productos de su metabolismo y su desarrollo sobre los edificios (nidos de aves o
insectos, guano de aves, etc.). Se puede llevar a cabo como una fase de la limpieza, aunque en la
mayoria de los casos se requiere de tratamientos biocidas especificos.

- Reintegracion de elementos con pérdidas, sustituyendo con el mismo material (en el caso de la
piedra, si se conoce la cantera original) o con materiales similares de aspecto y propiedades fisicas
y mecanicas

- Mantenimiento y conservacion preventiva: no estan incluidas, desde el punto de vista formal, en
lo que se consideran etapas de intervencion. Sin embargo, para que los tratamientos aplicados
consigan una durabilidad aceptable, es imprescindible abordar estas dos fases. (Esbert, Ordaz,
Alonso, & Montoro, 1997)

Limpieza

El objetivo de la limpieza es eliminar cualquier producto nocivo o suciedad que puedan encontrarse en la
superficie de la piedra que acelere su deterioro, ademas de mejorar su estética y acercarla a la que tuviera
originalmente.

Es necesario el planteamiento de las siguientes cuestiones, previamente al comienzo de la limpieza:

- Enrelacion con el valor artistico del objeto

- Enrelacion con la naturaleza de la piedra y de los productos a eliminar (Esbert, Ordaz, Alonso,
& Montoro, 1997)

La costra que cubre la piedra consiste, principalmente, en sales solubles, incrustaciones insolubles, restos de
antiguos tratamientos, particulas de combustibles inquemados, vegetacion, microorganismos y excrementos
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de p4jaros. El problema aparece al encontrarse estos productos, generalmente, formando una capa persistente
y regular sobre la piedra, por lo que es conveniente tomar muestras para determinar su naturaleza e
identificarlas con precision.

Otro inconveniente puede llegar a ser que la limpieza, al ser la primera de las etapas -en algunos casos, la
unica- que se lleva a cabo, se aborda en muchos edificios de valor historico-artistico como una limpieza
industrial, no teniendo en cuenta ninglin criterio de especialistas en restauracion.

Ademas, esta etapa condiciona al resto de etapas de intervencion posteriores, siendo necesario por este
motivo el uso de métodos y productos compatibles con dichas estapas. Para ello, se deben cumplir los
siguientes requisitos durante la limpieza:

- La accion limpiadora debe ser lenta en la medida en la que el responsable de dicha operacion sea
capaz de controlar los posibles efectos.

- El producto o el método empleado no debe generar ningin producto que pueda perjudicar el
proceso de conservacion.

- Este tampoco debe producir fuertes abrasiones, microfracturas o modificaciones del relieve
superficial de la piedra que faciliten su posterior deterioro.

La eleccion del método de limpieza depende fundamentalmente de:
- Lanaturaleza de las sustancias a eliminar
- Las caracteristicas petrofisicas de la piedra y su estado de conservacion.

- Eltipo, grosor, extension y uniformidad de la capa de suciedad que se quiere eliminar (Esbert,
Ordaz, Alonso, & Montoro, 1997).

2211 Métodos basados en agua

Tienen como finalidad disolver los compuestos solubles, ablandando ademas los no solubles, para facilitar
su posterior eliminacion por medios mecanicos suaves. Para estos métodos se suele recurrir a agua corriente,
destilada o desmineralizada a través de resinas intercambiadoras de iones.

El agua, sea cual sea el método empleado, debe penetrar lo minimo posible para evitar deterioro causado
porque se lleguen a mojar elementos internos. No se debe aplicar en épocas del afio frias para evitar las
heladas y los efectos que éstas puedan inducir (Esbert, Ordaz, Alonso, & Montoro, 1997).

Chorro de agua a presion

Se somete la superficie de la piedra a un chorro de agua a presion durante un periodo de tiempo suficiente
hasta alcanzar un grado de ablandamiento que permita disolver la materia soluble y retirar la materia no
soluble mediante un cepillo. Por ello, resulta eficaz cuando la costra superficial estd compuesta por sales
solubles, pero poco efectivo si dicha capa es muy gruesa. Se debe evitar su uso en piedras con un alto grado
de decohesion (Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003).

Agua pulverizada
Se aplica agua en forma de rocio sobre la superficie hasta que la costra resulta reblandecida. Se repite la
aplicacion varias veces, se cepilla y se aclara retirando el material disuelto.

No es aconsejable ya que se necesita emplear mucha cantidad de agua, lo que puede conllevar a infiltraciones
hacia el interior de la piedra. Si el agua tiene sales solubles, éstas se depositan por evaporacion (Esbert,
Ordaz, Alonso, & Montoro, 1997).



Agua nebulizada

La nebulizacion (atomizacion) permite un efecto maximo con la minima cantidad de agua. Se convierte el
agua en gotas de niebla de 80-120 micras, con una alta superficie especifica, mediante nebulizadores. Se
consigue una gran cantidad de puntos de contacto piedra-agua debido a la gran cantidad de gotas y a la alta
superficie especifica de éstas, reduciendo en gran medida la necesidad de limpieza mecanica.

Ademas, es posible dirigir esta nube de gotas hacia zonas con dificil acceso o a zonas localizadas debido a
su capacidad de dispersion a través del aire. (Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003)

Vapor de agua
Se genera en una caldera vapor de 0,5 Kg/cm? y se aplica sobre la piedra a tratar. Pero para que este

tratamiento sea efectivo debe cumplirse dos condiciones: que la piedra sea capaz de resistir altas
temperaturas del vapor y que no retenga una alta cantidad de éste pudiendo provocar eflorescencia.

Se considera apropiada para superficies irregulares y en edificios de bajo valor artistico, ya que sus efectos
no pueden ser controlados y se puede dafiar la piedra debido a las altas temperaturas.

Agua aplicada con apdsitos

Se coloca sobre la superficie de la piedra unos apdsitos o compresas empapados en aguas. Estos pueden ser
tanto de materiales inorganicos (arcillas, filosilicatos hidratados de magnesio, silice micronizada...) como
organicos (por ejemplo, pasta de papel o de madera).

Se caracteriza por tener una gran superficie especifica que le permite absorber, en relacion a su peso, una
gran cantidad de liquido sin hincharse, ocupando el liquido los espacios vacios de la estructura del material
del que esté compuesto el aposito.

Se trata de un método eficaz para costras de poco espesor (max. 1 mm), por lo que suele emplearse en
estatuas o frescos localizados en interiores de edificios. Para costras gruesas seria tedioso y poco rentable,
ya que habria que repetir el proceso un nimero muy elevado de veces.

Es interesante destacar que, mediante apositos, si se sustituye el agua por el disolvente conveniente, es
posible eliminar diferentes tipos de suciedad como las grasas.

Este método presenta las siguientes ventajas:
e No es dafiino, lo que lo hace aconsejable para la limpieza de objetos delicados
e Barato
e De facil aplicacion
Pero también presenta ciertas desventajas:
e Lentitud del proceso
e No es controlable
e Baja eficacia para costras gruesas.
Ademas, existen diferentes propuestas que mejoran este método:

e Paquete biologico: mediante el cual los microorganismos formados durante la aplicacion
contribuyen en la eliminacion de la suciedad. Se realiza aplicando una mezcla con la siguiente
composicion (Istituto Centrale per il Restauro, Roma):

- 1 litro de agua
- 50 gramos de urea (NH,),CO



- 22 ml de glicerina (CH,OH),CHOH
- Arcilla hasta formar una pasta.
e Hempel propone una mezcla similar:
- 500 ml de agua
- 25 gramos de urea
- 100 ml de glicerol
- Cantidad suficiente de sepiolita para formar una pasta.

El apdsito debe estar aplicado sobre la piedra alrededor de un mes, permitiendo al término de este tiempo la
eliminacion de la mayor parte de la costra con un simple lavado. Se desconoce el mecanismo de accion, pero
se cree que las bacterias aportan un efecto disolvente sobre los ligantes de las costras. Para eliminar
problemas con las bacterias en procesos posteriores, se recomienda trata la piedra con fungicidas. (Villegas,
Baglioni, & Samefio, 2003)

2.21.2 Métodos mecanicos

Se trata de métodos que limpian la costra de la piedra utilizando energia mecanica. Hay que tener en cuenta
que la accion mecanica no debe dafiar el material al limpiar, por lo que la separacion se debe producir justo
en la interfase entre la piedra y la suciedad.

Métodos mecanicos sencillos

Estos métodos sencillos deben llevarse a cabo siempre de forma controlable, ya sea manualmente (papel de
lija, bisturi, espatula, etc) o mediante instrumentos de pequefias dimensiones con accion eléctrica, por lo que
su eficacia depende de la sensibilidad y 1a habilidad de la que disponga el operario que maneje el instrumento.

Chorro de arena seca
Una suspension de algiin material abrasivo, arrastrado por un chorro de aire a presion, se hace impactar

contra la superficie de la piedra que se quiere tratar. Es importante que este abrasivo sea fino y con un tamafio
homogéneo. Pueden utilizarse silice, escorias metalicas, esferas de vidrio, etc.

Los efectos de esta accion mecanica dependen de varios factores:
e  Presion del chorro de aire
e Tiempo de aplicacion del abrasivo
e Distancia de la boquilla de salida del aire a presion a la superficie a tratar
e Forma de las particulas abrasivas
e Densidad y dureza de éstas
Ventajas de esta técnica:

e No provoca eflorescencias debido a que se trabaja sin agua (como en el chorro himedo explicado a
continuacion)

e Aplicable en cualquier estacion del afio sin peligro de congelacion



Inconvenientes:
o Dificil de controlar
e Puede eliminar sustrato ademas de la costra
e Mayor problema en pidras heterogéneas, ya que puede erosionar las partes menos resistentes

Chorro de arena himeda

Se trata de un chorro de agua, a una presion entre 0,5 y 3 Kg/cm?, que arrastra arena en su interior e impacta
con la piedra a tratar arrancando la costra.

No se produce tras su aplicacion polvo que pueda ser dafiino para el operador o el medio mabiente, pero se
crea una pelicula de barro en la superficie que debe ser eliminarda al eliminar la etapa mediante lavado. No
se recomienda, ademas, su uso en edificios de alto interes historico-artistico ya que puede depositar sales
solubles en el chorro de agua que cristalicen tras el secado y evaporacion de ésta.

Microchorro de arena

Es un proceso parecido al chorro de arena visto anteriormente, pero en este caso, el polvo abrasivo es mucho
mas fino (aproximadamente de unas 40 micras) y de menor dureza y la boquilla utilizada es de un diametro
muy pequeiio. Se suele usar esferas de vidrio o alimina como abrasivo.

Presenta las siguientes ventajas:

e Presion del chorro y cantidad de abrasivo regulable, lo que facilita su utilizacion en cualquier tipo
de piedra

e Efectivo para costras gruesas y delgadas, e incluso para costras negras (hollin, cenizas, carbon, gas-
oil, etc. (Garcia de Miguel, Sanchez Castillo, Gonzalez Aguado, & Puche Riart)) que cubren las
piedras con policromias, sin dafiar las patinas cromaticas originales que se encuentran debajo

Desventajas:
e  Aparatos, mantenimiento y abrasivos costosos
e  Me¢étodo lento

e Desprende una gran cantidad de polvo que es preciso eliminar

2.21.3 Métodos quimicos

Los métodos quimicos son aquellos en los que se ponen en contacto a la costra con un producto quimico,
soluble en agua, con el que reacciona dicha suciedad, facilitando su eliminacion posterior con agua y
métodos mecanicos (hay que asegurarse que se retira todo el limpiador). Para facilitar el contacto entre la
costra y el producto, este tltimo se suele aplicar junto una pasta absorbente que impide la evaporacion del
agua, lo que minimiza el consumo de agente limpiador. Deben evitarse productos muy acidos (pH menor
que 5), muy basicos (pH mayor que 8) y aquellos que puedan generar sales solubles.

Agentes acidos
Estos agentes acidos o sales acidas reaccionan con las costras disolviéndolas. Pero su accion resulta

altamente agresiva, dejando muestras de su tratamiento afos después de la aplicacion, por lo que no es
recomendable su uso.

Principalmente es peligroso el acido clorhidrico, ya que puede formar cloruros, posibles causantes de una

7



gran degradacion de la piedra. Este efecto puede tener consecuencias visuales en zonas donde puedan
encontrarse impurezas de hierro. Estas migran hacia la superficie al ser atacadas por el clorhidrico, dotando
de un color amarillento a la piedra.

Otras sustancias a considerar son el bifloruro de amonio y el 4cido fluorhidrico, las cuales transforman el
carbonato célcico en fluoruro de calcio, el cual tiene un tamafio mucho menos que el primero, creando grietas
en la superficie de la piedra que facilitan la entrada a contaminantes.

Sin embargo, hay casos particulares en los que si puede ser apropiado el uso de agentes acidos, como en la
limpieza de herrumbre en el marmol medianta acido fosférico (aunque necesita ser neutralizado
posteriormente con amoniaco).

Agentes basicos
Se ponen en contacto la suciedad con agentes con un alto pH, junto con aditivos que permiten controlar la
actividad superficialy aumentar su efectividad. Los agentes mas usados son la sosa caustica y las mezclas

basadas en amoniaco, teniendo un gran uso efectivo sobre marmoles, calizas y morteros si se quiere eliminar
las costras de yeso.

Villegas, Baglioni, y Samefio (2003) indican, al respecto de las mezclas con amoniaco, que:

Entre ellos se encuentra una mezcla de metafosfato de sodio con formiato de amonio, un agente
humidificante y etanolamina, a un pH de 9, la cual tiene la propiedad de disolver el yeso sin atacar
a la calcita.

Una férmula puesta a punto por técnicos del Istituto Centrale del Restauro es la siguiente:
- 1.000 cc de agua

- 30 g de bicarbonato de amonio

- 50 g de bicarbonato de sodio

- 25 g de EDTA (sal bisodica)

- 10 cc de desogen

- 60 g de carboximetil celulosa

Dicha mezcla se identifica con la sigla AB57. Es importante que el pH no sea superior a 8 para
evitar la corrosion de las calizas y la formacion de subproductos dafiinos. Una vez aplicada se
eliminan los residuos de la pasta con varios lavados y cepillados; de este modo, se eliminan las sales
basicas nocivas que podrian permanecer en las piedras. (p.173)

Este método no es recomendable para marmoles, donde podria provocar decohesion de los granos de calcita,
ni para calizas muy porosas, ya que pueden desprenderse restos del material al retirar el aposito.

Por el contrario, si resulta apropiado para eliminar sedimentos calcareos de poco espesor y cierta dureza.
Presenta las siguientes ventajas:

e Rapido

e De facil aplicacion

e Bajo coste

2214  Aplicacion de radiacion laser

Se trata de un proceso fisico en el que se produce la fotoablacion, es decir, la vaporizacion de los materiales
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que conforman la costra gracias a la absorcion de pulsos de luz coherente (todos los fotones del haz estan en
fase y presentan la misma longitud de onda) por parte de ésta.

Al desaparecer la costra, se produce un cambio de color (ya que normalmente las costras son mas oscuras
que la piedra subyacente), minimizando la absorcion de energia en la superficie, lo que hace que el proceso
se pare.

Las caracteristicas de este método son las siguientes:

- Radiacion monocromatica: esto permite elegir una determinada longitud de onda para eliminar
una capa concreta sin dafiar al sustrato.

- Radiacion en pulsos: los cuales tienen una duracion muy corta, de unos 10 ns, lo que garantiza
que, a pesar de utilizar altas potencias, no se produciran alteraciones en la piedra por altas
temperatura.

- El haz que se aplica sobre la piedra es regulable, lo que permite expandirlo para abarcar mas
superficie o reducirlo para concentrar en zonas de pequefio tamafio toda la energia.

Las caracteristicas con las que se indica el tipo de laser requerido son:
e Medio activo que emplea
e  Duracion del pulso
e Potencia maxima de salida o energia total por pulso

Con este método es posible limpiar capas de distintos espesores ya que permite variar la intensidad de la luz,
llegando a emplearse energias de mas de 10 megavatios/m? para las costras mas gruesas. La velocidad de
trabajo se mueve en nimeros cercanos a los 100 cm*/min para superficies lisas pero puede variar en caso de
que el relive sea diferente o dependiendo de la intensidad aplicada.

En cuanto al efecto sobre recubrimientos cromaticos que pueda tener la superficie de la piedra, el rayo laser
no se muestra danino si se aplica con la intensidad adecuada a la situacion, aunque en el caso de haber colores
rojizos en esa capa podrian llegar a surgir algunas complicaciones.

Las ventajas mas importantes de la limpieza con laser, a modo se recopilacion, son:
e Agresividad fisica practicamente nula, lo que permite no preconsolidar.
e Elevada selectividad.
e Ausencia de contacto directo con la piedra.

e Inexistencia de dafios causados por la humedad o abrasion debido a que no necesita el uso de agua
0 abrasivos.

2.21.5 Aplicacion de ultrasonidos

Se trata de la transmision de vibraciones desde un emisor hasta la costra a eliminar, mediante una pelicula
de agua. La costra se despega de la superficie y posteriormente se elimina por lavado.

Este método no produce ningun dafio a la piedra, es muy preciso y resulta de gran utilidad principalmente
en piezas policromadas, pero debido a que es un proceso lento, resulta aconsejable su aplicacion en objetos
de pequefio tamaio.



2.2.1.6  Aplicacion disolventes organicos

Se tratan de disolventes empleados normalmente para eliminar componentes grasos de la superficie, que con
frecuencia provienen de productos de tratamientos anteriores, los cuales son muy sensibles a la oxidacion.
Esta oxidacion podria dar lugar a una indeseable variacion de color con respecto al original.

Para mantener a estos disolventes actuando mas tiempo sobre la superficie se suelen aplicar de dos formas:
mediante apositos de pulpa de papel (cubriéndolos después con polietileno) o en forma de preparado gel
(usando de base, por ejemplo, la bentonita)

Algunos de los mas utilizados son el tricloroetano y los hidrocarburos alifaticos o aromaticos.

2.21.7 Métodos mixtos

Los métodos anteriormente descritos pueden usarse junto a otro método, ya sea de forma sucesiva o
simultaneamente en diferentes zonas. Las combinaciones mas frecuentes son agua mas accion mecanica,
agua mas vapor y agua mas productos quimicos. (Esbert, Ordaz, Alonso, & Montoro, 1997)

2.21.8 Extraccion de sales solubles

Las sales solubles son uno de los principales problemas para la piedra si no se eliminan o se hace de forma
incompleta. Las sucesivas fases de cristalizacion-disolucion que sufren dichas sales al cambiar el contenido
de agua del material provocan que los cristales alojados en los poros del material pétreo produzcan
microfisuras que acaban dando lugar a disgregaciones y a una mala evolucion de los tratamientos posteriores.
De hecho, es conveniente no solo su eliminacion, si no actuar para prevenir la posible formacion futura de
nuevas sales que puedan aparecer como consecuencia del agua de lluvia, la contaminacion ambiental, los
morteros, etc.

A pesar de ello, no resulta sencillo el proceso de eliminacion de dichas sales. Normalmente se suele proceder
de la siguiente forma:

e Se aplica sobre la piedra un material absorbente empapado en agua destilada. Se mantiene en
contacto con la piedra hasta solubilizar las sales, cubierta por polietileno.

e Alacabar el paso anterior, se deja secar y se retira el ap6sito una vez seco.

e La pasta retirada se diluye en agua destilada para determinar la concentracion de sales con un
conductimetro.

e Se repite todo el proceso las veces necesarias hasta que la solucion no conduzca la electricidad, es
decir, hasta que no queden sales en la piedra.

Recientemente se han propuesto métodos basados en el uso de bacterias sulforreductoras, vacio,
microondas. .. pero sus resultados son menos contrastados que el método indicado anteriormente. También
se han desarrollado proyectos que estudian el uso de la cristalizacion, es decir, sustancias que impiden que
las sales cristalicen aunque se produzca la saturacion de las disoluciones existentes en el interior de los poros
de la piedra.
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2.2.2 Métodos de prevencion y control biolégico

Uno de los pasos mas importante dentro de la conservacion del patrimonio es el control de agentes biologicos
que puedan producir el biodeterioro de una pieza. No solo se debe intervenir sobre aquellos agentes que se
encuentren en la piedra en el momento del tratamiento, si no también prevenir las apariciones futuras, que
serdn mas probable conforme sean mdas favorables las condiciones ambientales. Existen los siguientes
métodos de control bioldgico:

2.2.21 Meétodos indirectos

Son métodos en los que el control del crecimiento de las poblaciones de agentes biologicos se lleva a cabo
mediante la alteracion de las condiciones ambientales (temperatura, humedad, etc.) o de la cantidad de
nutrientes a las que dichas poblaciones puedan acceder. No resulta facil su aplicacion ya que manipular las
condiciones ambientales por parte del operario es una tarea factible en pocas ocasiones, ademas de que
necesitaria un control muy exhaustivo.

2.2.2.2 Meétodos directos

Actuan directamente sobre los agentes biologicos, eliminandolos de la piedra o estabilizandolos. Pero estos
efectos solo seran efectivos durante un periodo de tiempo tras la aplicacion. Nuevas colonias de organismos
apareceran en la piedra. Para evitarlo, es necesario realizar un mantenimiento estricto continuo.

Métodos mecanicos

Se trata del método mas comun por su simplicidad. Consiste en la eliminacion de los organismos de forma
fisica, con instrumentos manuales (cepillo, bisturi, espatula, etc.). Por el contrario, como es dificil mediante
este método obtener una eliminacion completa de los agentes, no proporciona resultados a largo plazo. Por
ello, normalmente se aplican junto con métodos quimicos.

Métodos fisicos
Son métodos basados en la aplicacion de radiaciones electromagnéticas y eléctricas que conllevan un
resultado nocivo para los organismos. Se emplean los siguientes tipos de radiaciones:

e Radiacion ultravioleta: con gran capacidad para la eliminacion de gérmenes, se emplea para
esterilizar objetos o superficies.

e Rayos 7:tienen una mayor actividad biocida que los anteriores, ya que esta radiacion
electromagnética es de mayor frecuencia. Se aplica solamente a materiales organicos como madera,
papel, etc.

e Temperatura: tanto altas como bajas temperaturas son Utiles, también, para materiales organicos.

e Ultrasonidos: ademas de emplearse para la limpieza, puede tener efectos biocidas.
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Métodos bioldgicos

Se basa en el empleo de otros organismos para frenar el crecimiento de aquellos que dafan la piedra. Esta
altamente enfocado en combatir la presencia de animales o plantas con especies parasitas o que compitan
con ellas. Para combatir la flora, por ejemplo, se podria emplear insectos fitofagos. Sin embargo, conlleva
muchas complicaciones y contraindicaciones en la practica. En el caso de los animales, se emplean
antagonistas que reduzcan la poblacion de la especie perjudicial (por ejemplo, depredadores de crias, sobre
todo en las aves).

A la hora de combatir insectos, resulta complicado el método, ya que no se dispone de suficiente
conocimiento acerca del comportamiento de éstos, y ademas es dificil asegurar la erradicacion completa de
la plaga. Sin embargo, dentro del campo de la investigacion, se cree que las feromonas puede ser un buen
método para controlarlos (siendo ademas un método no toxico), ya que pueden atraerlos reproduciendo la
feromona del sexo contrario, y eliminarlos posteriormente con insecticida.

Métodos quimicos: Pesticidas y desinfectantes

a) Definicidn y clasificacion de los productos

Un pesticida es aquella sustancia quimica capaz de eliminar especies biologicas perjudiciales para la piedra,
ya sea actuando contra microorganismos, en cuyo caso la accion recibe el nombre de desinfeccion, o contra
organismos macroscopicos, en cuyo caso recibe el nombre de desinfestacion.

Se clasifican dependiendo de:
e Sunaturaleza quimica (organicos o inorganicos)

e Los organismos objetivos (bactericidas, fungicidas, alguicidas, herbicidas e insecticidas, en el caso
de la conservacion del patrimonio)

e Tipo de accion
e Meétodo de uso

Comercialmente, el producto suele llevar un principio activo, encargado de la actividad biocida, y aditivos,
encargados de mejorar su eficiencia.

b) Requisitos de los productos

Para el empleo de pesticidas en obras de arte es necesario el cumplimiento de requisitos tanto técnicos como
sanitarios:

o Elevada eficiencia de accion contra los agentes encargados del biodeteriodo
o Inexistencia de efectos sobre los materiales constitutivos de la obra
e Baja toxicidad para la salud
e Bajo riesgo de contaminacion ambiental
La actividad biocida de un producto la determina su eficacia, que viene definida por:
e Dosis necesaria: es decir, la cantidad de pesticida necesario por volumen de aire o superficie
e Espectro de accion: que determina la amplitud de variedad de organismos contra los que es ttil la
accion

e Persistencia: o lo que es lo mismo, la capacidad para permanecer en el tiempo
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Este producto comercial debe ser neutro, estable e incoloro para minimizar la interferencia con el sustrato.
Sin embargo, esta interferencia puede verse afectada, no solo por las caracteristicas quimicas del principio
activo, sino también por factores como la porosidad o composicion del sustrato, el tiempo de contacto, la
concentracion de producto empleada, etc.

Otro factor a tener en cuenta en un pesticida comercial es su toxicidad (capacidad del producto de producir
la muerte o lesiones de los agentes de biodeterioro). Esta caracteristica viene definida un indice que expresa
la cantidad de principio activo que es capaz de eliminar al 50% de la poblacion. Este indice recibe el nombre
DLso (DL=Dosis Letal), medida en mg de producto por Kg de peso del agente.

Cualquier sustancia con actividad biocida deben estar contenida en un registro donde se indican la clase
toxicologica, asi como las medidas de precaucion a tener en cuenta a la hora de manipularla.

Con respecto al riesgo de contaminacion ambiental, es necesario es necesario prestar atencion al uso de estos
productos, ya que una dosis elevada de producto puede provocar que se disperse por el ambiente durante o
tras su aplicacion.

¢) Modalidad de aplicacion

La aplicacién de un biocida depende del organismo a eliminar, el material de la obra y su estado y del
producto elegido.

Los pesticidas vienen dados como liquidos o como sélidos, que posteriormente se disolveran en agua o en
un disolvente organico, y se pueden aplicar de formas diferentes (fumigacion, compresas, inyeccion, etc.).

Los métodos mas empleados son pulverizacion y pincel, siendo la primera la opcion mas adecuada en caso
de que la piedra presente un estrato superficial muy deteriorado. Sin embargo, la aplicacion de compresas
resulta muy util cuando el agente tiene un contacto muy fuerte con el sustrato y es necesario ampliar el
tiempo de contacto para la accion biocida. Por otra parte, la inyeccion se suele usar para eliminar insectos
que dafian la madera, utilizando los orificios que ellos mismo crean. Para materiales organicos se emplea la
fumigacion, que presenta una alta eficacia y penetracion, aunque debe aplicarse en ambientes preparados y
sellados, llamados camaras de fumigacion, debido a su alta toxicidad.

Atmosferas controladas. Gases inertes

Debido a los grandes problemas que puede suponer la fumigacion de productos biocidas con altos niveles
de toxicidad, es necesario disponer de un método alternativo. Este método alternativo se basa en la utilizacion
de gases inertes (argon o nitrogeno) en sistemas cerrados herméticamente donde se deposita y manipula el
objeto a tratar. Para ello, es necesario controlar factores ambientales como la humedad o la temperatura.

Estudios en laboratorio indican que la aplicacion de una atmosfera de gas inerte a baja concentracion de
oxigeno produce anoxia total en cualquier fase del ciclo biologico de los insectos que suponen problemas
para la restauracion.

Ventajas de los gases inertes:
e No es toxico
e Esestable, por lo que no conlleva alteraciones fisico-quimicas en las piezas tratadas

e Bajo coste
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2.2.2.3 Ensayos con biocidas

Es necesario realizar un estudio previo para determinar los agentes bioldgicos que aparecen en una piedra,
para posteriormente aplicar los tratamientos mas adecuados.

Determinacién de la eficacia

Primero se realizan pruebas in sifu de tratamientos biocidas, y después se llevan a cabo ensayos en
laboratorio que consisten en la aplicacion del producto y la observacion de las consecuencias que tienen
lugar en la interfase entre al agente y el sustrato. Estas observaciones se efectiian en determinados intervalos
de tiempo, haciendo uso de microscopios (dptico y electronico de barrido).

Determinacion de la interaccion biocida-piedra

Esta determinacion trata de comprobar cuales son los efectos de los biocidas sobre la piedra a tratar,
midiendo, antes y después de aplicar el tratamiento, las caracteristicas de ésta. Los biocidas utilizados en la
prueba han sido preparados previamente en dosis concretas para cada tipo de tratamiento.

Se pueden estudiar diferentes propiedades cuya variacion indicaria un efecto negativo, como serian:
- Absorcion de agua por capilaridad
- Alteracion cromatica
- Ensayos de alteracion acelerada para evaluar la resistencia a los factores de deterioro

- Observacion al microscopio electronico de barrido para estudiar posibles reacciones
superficiales

2.2.3 Consolidacion

“Por consolidacion se entiende la aplicacion de un material que, al penetrar en profundidad en la piedra,
mejora su cohesion, sus caracteristicas mecanicas y la adhesion de las capas alteradas al sustrato sano”
(Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003, p.180).

Solo es necesaria la aplicacion de un consolidante cuando se ha producido una pérdida de cohesion entre los
granos que forman la piedra, volviendo a unir dicho consolidante los granos sueltos al sustrato sano.

Saber de antemano qué proceso de consolidacion es el mejor a largo plazo para una pieza o edificio es
complicado, ya que el deterioro se produce a un ritmo tan bajo que, a pesar de haber mucha informacion
sobre los productos a emplear, acaba siendo necesario realizar ensayos acelerados de laboratorio para
representar el comportamiento que tendra la piedra con un tratamiento concreto frente a los agentes de
deterioro.

Hay tres procesos fundamentales que rigen los principales métodos de consolidacion:

1) Cambiar los componentes de la piedra mas delicados ante situaciones atmosféricas adversas por
materiales quimicamente resistentes que se introducen en los poros y favorecen la cohesion de
los granos mas sueltos.

2) Depositar silice en los poros con la finalidad de proporcionar cohesion entre los granos sueltos
y las partes sanas de la piedra.
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3) Cementar los granos e impermeabilizar la piedra impregnandola con productos organicos que
rodean dichos granos sin rellenar totalmente los poros, formando una red polimérica orgénica.

En cuanto a qué tipo de consolidante (organico o inorganico) es mejor, resulta dificil dar una respuesta. Los
consolidantes inorganicos tienen a su favor su parecido a la piedra en cuanto a composicion y su resistencia
a los ataques ambientales. Sin embargo, sus caracteristicas mecanicas son inferiores a las de los organicos,
ademas de suponer una dificultad afiadida a la hora de hacer que el consolidante penetre. Los polimeros
organicos, por su parte, presentan caracteristicas demasiado diferente a la de la piedra, como puede ser los
coeficientes de expansion térmica, mayores en los polimeros, lo que ocasiona tensiones.

2.2.3.1 Caracteristicas de los consolidantes

Las caracteristicas exigidas a los consolidantes se pueden dividir en dos categorias. Las caracteristicas
primarias son las que el consolidante debe cumplir independientemente de su aplicacion especifica. Las
caracteristicas secundarias son aquellas a tomar en consideracion en cada tratamiento particular. En la Tabla
1 se resumen estas caracteristicas:

Caracteristicas de los consolidantes

PRIMARIAS

-Valor consolidante

-Alterabilidad de la piedra consolidada

-Profundidad de penetracién

‘Modificacién de la porosidad

-Capacidad de transferencia de humedad

-Compatibilidad con la piedra

-Efecto en el aspecto de la piedra

SECUNDARIAS

Producto

-Facilidad y velocidad de curado

-Viscosidad

-Inflamabilidad

-Toxicidad

-Presién de vapor

-Miscibilidad con el agua

- Sensibilidad al contenido de agua de la piedra y a su estado de
limpieza

Sustrato

-Presencia de fisuras

-Estado de alteracion

-Presencia de microorganismos
Ambiente

-Posibilidad de aparicién de hielo
-Presencia de agentes agresivos
-Exposicion a la radiacién
-Presencia de sales

Tabla 1: Caracteristicas de los consolidantes (Villegas, 1989)
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Las caracteristicas primarias son las mas importantes y pueden resumirse como sigue:

a) Valor consolidante: es decir, la capacidad para restablecer la cohesion entre los granos de la piedra. Los
ensayos empleados para cuantificar este valor son: resistencia a la compresion, a la traccion, a la abrasion y
dureza superficial.

b) Alterabilidad de la piedra consolidada: que, para que tenga sentido el tratamiento, debe ser menor que
la de la piedra sin trata. Se comprueba mediante ensayos de alteracion acelerada.

c) Profundidad de penetracién: debe ser alto, ya que, si existiera un cambio poco gradual de las
propiedades entre la superficie tratada y el interior de la piedra no tratada, se podria perder la cohesion entre
ambas zonas y desprenderse la primera. La profundidad de penetracion es inversamente proporcional a la
viscosidad del producto y al angulo de contacto con la piedra.

d) Modificacion de la porosidad y porometria: La porosidad es uno de los parametros que mas afectan a la
alterabilidad de la piedra, debido a que ésta determina la cantidad de agua que ésta contenga en sus poros y
la capacidad de movimiento que experimente por ella.

e) Capacidad de transferencia de humedad: A pesar de que es importante impedir la entrada de agua de
lluvia a la piedra, también lo es permitir la salida de humedad contenida en la piedra y asi impedir
acumulaciones de sales y aguas en zonas interiores.

f) Compatibilidad con la piedra: Desde el aspecto fisico se debe procurar que las caracteristicas del
consolidante y la piedra sean lo mas parecidas posibles para evitar tensiones. En cuanto a la parte quimica,
se debe evitar reacciones con componentes de la piedra.

g) Efecto en el aspecto: La piedra consolidada no solo no debe mostrar diferencias estéticas con la piedra
original, sino que, ademas, hay que procurar que no se produzcan alteraciones visuales con el paso del tiempo
debido a los agentes ambientales.

2.2.3.2 Consolidantes inorganicos

Dadas sus grandes semejanzas con los minerales que forman la piedra en cuanto a su composicion, los
consolidantes inorganicos podrian parecer un método perfecto para consolidar la piedra. Sin embargo, este
parentesco hace que, tras el tratamiento, la piedra se siga alterando de igual forma que antes de éste.

Ventajas:

e Mayor duracion

e Qranresistencia a agentes medioambientales
Inconvenientes:

o Dificultad de penetracion

e Baja accion consolidante

e Formacion de sales solubles como subproductos

e Cambio de color en la superficie
Entre los consolidantes inorganicos se encuentran los siguientes:

a) Hidroxido calcico: que reacciona con el didxido de carbono atmosférico dando lugar al carbonato célcico
que actfia de consolidante.

Ca(OH), + CO, — CaCO5 + H,0
Ecuacion 1: Formacion de carbonato a partir de hidroxido de calcio (Esbert, Ordaz, Alonso, & Montoro, 1997, p. 78)
16



b) Hidréxido de bario: se produce una reaccioén similar a la anterior, pero en este caso los carbonatos
formados (carbonato de bario) son menos solubles que los de calcio, lo que significa que son mas resistentes
a la alteracion.

Ba(OH), + CO, - BaCOs + H,0

Ecuacion 2: Formacion de carbonato a partir de hidroxido de bario

¢) Silicatos alcalinos: que producen silice precipitada. Presentan un problema debido a la precipitacion de
sales alcalinas, muy solubles, ademas de experimentar una penetracion muy baja.

d) Derivados del Fluor: El 4cido fluorhidrico reacciona en las piedras calizas dando fluoruro célcico, y en
las areniscas dando fluosilicato, en ambos casos en costras muy finas. Con el acido fluosilicico y los
fluosilicatos se obtienen fluoruro célcico y silice, pero se forma una costra muy fina y de distinta composicion
que el sustrato, que normalmente termina desprendiéndose.

e) Anhidrido carbénico y carbonato: Empleando estos compuestos se pretende reconvertir el yeso
formado como consecuencia de la alteracion en carbonato calcico” (Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003)

2.2.3.3 Consolidantes organosilicicos

Se trata de consolidantes cuya accion consiste en formar estructuras moleculares que se asemejen a la de la
silice, como se muestra a continuacion:

Ri

Ri-Si-R: donde R son radicales de dos tipos: - O - C.H. alcoxi
| - crle alquilﬂ
R

Tlustracion 1: Estructura de la silice

Reciben el nombre de alquilalcoxisilanos debido a los radicales que existen en la molécula.

El primer paso en el proceso de polimerizacion es la hidrdlisis del grupo alcoxi a partir del monémero:

—Si-O'CnHln +H;D — —Si—OH+ OH_CHHI'II

Ecuacion 3: Hidrélisis del grupo alcoxi
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Posteriormente se produce la polimerizacion total:

-8i-0H+ -5i-0-CHn — -5i-0-5i-0-5i-

Ecuacion 4: Polimerizacion de los consolidantes organosilicicos

Acabando una vez hayan reaccionado todos los grupos alcoxi.

La caracterizacion del polimero formado se debe a los grupos alquilos que permanecen sin reaccionar una
vez acabada la polimerizacion:

2234

Si se parte de un tetraalcoxisilano: se obtiene unicamente un efecto consolidante con una estructura
similar a la de la silice.

Si se parte de un alquiltrialcoxisilano: se obtiene un producto con propiedades consolidantes e
hidrofugas, dada su estructura tridimensional con grupos organicos.

Si se parte de un dialquildialcoxisilano: el resultado es un polimero lineal con dos grupos organicos
en cada atomo de silicio. Proporcionara un efecto unicamente hidrofugo. (Villegas, Baglioni, &
Samefio, 2003)

Consolidantes organicos. Polimeros sintéticos

Si bien aun se usan consolidantes organicos de origen natural, los méas empleados son los sintéticos, que
aportan, ademas de su accion consolidante, un caracter hidréfugo debido a la composicion orgéanica. Pueden
aplicarse sobre la piedra ya en forma de polimeros, o hacerlo en forma de mondémeros y que se produzca en
la propia piedra la polimerizacion.

Los grandes problemas que presenta la consolidacion con productos organicos son:

Penetracion: la cual viene condicionada por la viscosidad. Si se aplica un polimero, con moléculas
grandes y elevada viscosidad, la penetracion en la piedra sera muy pobre. Sin embargo, si aplicamos
monodmeros que polimericen en el interior, la mejora en la penetracion sera notable. Este tiltimo
caso tiene el inconveniente de lo dificil que resulta una correcta polimerizacion en el interior de la
piedra.

Radiacion UV: Afecta practicamente a todos los polimeros. Sin embargo, algunos como las resinas
epoxi, se alteran en mayor medida.

Los grupos que engloban a los diferentes polimeros sintéticos son:

a) Ceras: Supone una de las primeras medidas empleadas en la proteccion de la piedra. Se trata de
un derivado del petroleo, que puede aplicarse disueltas en una solucion o fundida. Presenta dos
principales desventajas: la adhesion del polvo y el ablandamiento a altas temperaturas.

b) Polimeros acrilicos: Son los mas utilizados y se obtienen de los acidos acrilico y metacrilico.
Comercialmente suele encontrarse combinados con otros monémeros.
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c) Resinas epoxi: Se emplea juntando dos componentes junto a un catalizador que desencadena la
reaccion en el momento de la aplicacion. Principalmente se utiliza como adhesivo o como base para
un mortero.

d) Resinas de estireno poliéster. Se trata de copolimeros fruto de la combinaciéon de mondémeros
diferentes. Se aplican disueltos, poniéndolos en contacto con un catalizador en el momento de la
aplicacion.

2.2.3.5 Productos comerciales

En la tabla 2 se recogen algunos productos comerciales usados para la consolidacion de la piedra junto a su
naturaleza quimica:

Fabricante Naturaleza quimica Producto
Ciba Resida epoxidica Araldyt AY103
Eurostac Resida epoxidica cicloalifatica EP 2101/K210
Rhom & Haas Resina acrilica Paraloid o Acryloid B72
Albus Resina acrilica Albuperl Z4B
Wacker Chemie Silicato de etilo Wacker OH
Goldschmidt Silicato de etilo Tegovakon V
Rhone-Poulenc Metil-fenil polisiloxano Rhédorsil 11309
Silicatos de etilo Rhoximat HD RC-70
Silicatos de etilo modificados Rhoximat HD RC-80
Dow Corning Metil-trimetoxi-silano Z-6070
Fenil-trimetoxi-silano Z-6124

Tabla 2: Productos comerciales utilizados en Europa como consolidantes (Esbert, Ordaz, Alonso, & Montoro, 1997, p. 81)

2.24 Aplicacion de los tratamientos: disolventes y emulsiones

La forma de aplicar los tratamientos puede condicionar en gran medida la evolucion de este sobre la piedra,
por lo que adquiere una importancia significativa. Como ya se ha comentado, el primer factor que determina
la funcionalidad de un tratamiento es la capacidad para penetrar y distribuirse por el interior de la piedra.

Esta penetracion estara condicionada principalmente por:
e La concentracion, viscosidad y tension superficial de la solucion.

e Laporosidad de la piedra.
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o Eltiempo de contacto entre la piedra y la solucion.

e Lanaturaleza del consolidante y del disolvente.

e Las condiciones de temperatura y humedad relativa del ambiente.
Estos datos son facilitados por los fabricantes en los consolidantes comerciales.

Estos productos suelen aplicarse mediante un nebulizador o mediante un pincel, aunque para ciertas
situaciones especificas es habitual el uso de apositos.

Sin embargo, en el laboratorio los productos suelen aplicarse por: nebulizacion, capilaridad, autoclave, gota
a gota, inmersion total, inmersion total al vacio, etc.; aunque conviene evaluar los tratamientos con la misma
técnica que se vaya a emplear en la piedra final.

En investigaciones con finalidad puramente cientifica, se estudia el comportamiento con diferentes sistemas
piedra-tratamiento para establecer patrones de comportamiento de los que se pueda extraer una referencia.

Los disolventes empleados frecuentemente son, alguno de ellos, toxicos o contaminantes, por lo que se esta
trabajando en el disefio de un nuevo tipo de producto: las emulsiones acuosas.

Estas emulsiones suelen venir en dos fases: producto activo y agua que sirve como medio emulsionante. Al
aplicarlo se vuelve a diluir en agua para facilitar su penetracion. El comportamiento de los productos en
forma de emulsion parece ser similar al resto que tengan el mismo principio activo.

La principal ventaja que presentan es que no son toxicas ni contaminantes, pero presentan una caducidad
mas corta que otros productos, demandando una aplicacion lo mas proxima a su preparacion.

2.2.5 Hidrofugacion

Villegas (2003) al respecto de los hidrofugantes, sefala:

La humedad es un factor de esencial importancia en el proceso de deterioro de los materiales de
construccion. Los hidréfugos son productos incoloros utilizados para reducir la absorcion de agua a
través de la superficie de los materiales, sin afectar sensiblemente a su aspecto.

La hidrofugacion, también llamada proteccion, se basa en la aplicacion de un tratamiento que impida
la entrada de agua liquida en la piedra pero que permita la salida del agua en forma de vapor, es
decir, que mantenga la "respiracion" del material. Este tipo de tratamiento debe utilizarse siempre
que el agua sea un factor de alteracion importante y complementandolo con medidas que impidan
la entrada de agua por otros frentes: resane de cornisas, canalizaciones de los desagiies de las
cubiertas, etc.
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Tlustracion 2: Representacion de los diferentes comportamientos de superficies pétreas frente a la accion del agua. (A) Pared sin
proteccion, (B) Pared hidrofugada en la que se forma una pelicula superficial que reduce la entrada de agua liquida,
permitiendo el intercambio de vapor de agua con el ambiente, (C) Pared impermeabilizada (Hidalgo & Villegas, 2018, p. 24)

No es necesario que la penetracion del tratamiento sea demasiado grande dado que la entrada de agua liquida
se da en la gran mayoria de los casos en la superficie. Sin embargo, es aconsejable que el tratamiento penetre
minimamente en la piedra. Es importante que la proteccion se mantenga a pesar de los agentes atmosféricos
y sin cambiar el aspecto fisico de la piedra tratada.

Es posible conseguir esta proteccion mediante:

2.2.51

Taponamiento de los poros y capilares; produciendo una impregnacion total del tratamiento ya que
se rellenan todos los huecos. Se emplean productos acrilicos y se puede aplicar unicamente a objetos
pequefios que permiten someterlos previamente a vacio para asegurar el llenado. El principal
inconveniente viene dado porque la ausencia de llenado total en una pequefia zona puede suponer
el comienzo de una alteracion.

Creacion de una pelicula mas o menos adherida a la superficie del material, que aisla a la piedra de
los agentes medioambientales. Es dificil conseguir un aislamiento total, y presenta el inconveniente
de que, si entra agua al interior de la pelicula, no podria salir facilmente. Al igual que en el caso
anterior, solo es aplicable a objetos de tamafio pequefio.

Disminucion de la energia superficial del soporte; se aumenta el angulo de contacto provocando que
el agua liquida no moje al sustrato, pero permitiendo la salida del vapor de la roca, ya que esta no
esta cubierta.

Caracteristicas de los hidrofugantes

Todos los hidrofugantes deben cumplir (Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003):

a) Impermeabilidad al agua liquida.

b) Permeabilidad al agua vapor saliente de la piedra.

¢) Estabilidad frente a los agentes de alteracion y frente a la radiacion UV,

d) Reversibilidad o posibilidad de aplicar un nuevo tratamiento encima.

¢) Buena adhesion al material para que no pueda ser eliminado por la lluvia.

f) Suficiente profundidad de penetracion.
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g) Mantenimiento de la apariencia estética de la piedra. (Villegas Sanchez, 1989)

h) Inexistencia de subproductos perjudiciales en caso de ocurrir una reaccion entre la piedra y el producto
de tratamiento. (Villegas Sanchez, 1989)

Para que todas estas caracteristicas se cumplan, las moléculas de los productos hidréfugos deben tener una
parte hidrofilica y otra hidrofobica; la primera estaria en contacto directo con la piedra, dejando pasar el
vapor y la segunda daria hacia el exterior, impidiendo la entrada de agua externa, pero sin taponar los poros.

2.2.5.2 Siliconatos

Estos compuestos se forman a partir de monémeros del tipo:

?H

R - Si- OMe donde R es un radical alquilo {orgdnico) v Me un metal alcalino

|
OH

Ilustracion 3: Monomero de partida de los silicatos

En el interior de la piedra se produce la primera reaccion de la formacion de silicatos, que es la hidrolisis:

OH OH
| |

2R-5i-0OMe +CO;:+H:0 — 2 R-5i-0H+ CO:Me:

OH OH

Ecuacion 5: Hidrolisis de los silicatos

Seguidamente se producira la polimerizacion, quedando en la cadena un radical alquilo en cada atomo de
silicio. Este proceso es muy lento, teniendo mayor éxito en materiales muy porosos. El principal
inconveniente es la formacion de carbonatos alcalinos, que son muy solubles.

2.25.3 Productos organosilicicos

Al igual que se explico anteriormente al hablar de los consolidantes, estos compuestos estan basados en
monomeros con radicales alquilo.

2254 Polimeros organicos

Son los mismos productos que se utilizan como consolidantes. Los mas adecuados son aquellos consiguen
proporcionar mayor eficacia en la superficie de la piedra.
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2.2.6 Sustitucion

Se trata de colocar una piedra nueva en el lugar de una en mal estado, que tenga un aspecto similar a la
original y unas caracteristicas petrofisicas acordes al edificio y al ambiente en el que se va a colocar. Es
preciso realizar un estudio para determinar cudl es la piedra mas adecuada en cada caso.

2.2.7 Reintegracion

Ya sea por criterios funcionales o meramente estéticos, la reintegracion es una etapa que casi siempre hay
que acometer. Esta, pretente recuperar las formas arquitectonicas ya sea con piedra natural, con morteors,
etc. En esta etapa, ademas, se incluye el relleno de juntas y fisuras con un mortero que debe ser estable y de
caracteristicas compatibles con la piedra que se estd trabajando, como también debe asemejarse
estéticamente dicha piedra. Para ello se pueden utilizar aridos de la misma piedra original para la fabricacion
de los morteros.

2.2.8 Mantenimiento y conservacion preventiva

Se trata de actividades dedicadas a prolongar los resultados obtenidos durante la restauracion, en el caso del
mantenimiento, y a intentar disminuir la velocidad de deterioro actuando sobre los agentes que lo provocan,
en el caso de la conservacion preventiva. Esta conservacion pasiva no suele recogerse en los programas de
restauracion y conservacion del patrimonio pétreo, pero es igualmente importante debido a que los
tratamientos tienen un tiempo limitado de efecto.

El mantenimiento engloba revisiones periddicas y un control sobre los factores de alteracion relacionados
con la propia piedra, mientras que la conservacion preventiva se encarga de registrar posibles alteraciones
externas como la contaminacion ambiental. (Villegas, Baglioni, & Samefio, 2003)

Todos estos tratamientos de mantenimiento y conservacion preventiva seran mas facil de llevar a cabo en
interiores o en piezas de museo que en exteriores, donde la exposicion ambiental es mas alta y se puede
llegar a requerir el cierre de la pieza como proteccion a modo de capsula. (Doehne & Price, 2010, p. 28)

2.3 METODOS Y MATERIALES AVANZADOS PARA LA CONSERVACION DE LA
PIEDRA

Se estan desarrollando técnicas y metodologias innovadoras en los tltimos tiempos que atraen la atencion
de muchos expertos, que esperan acaben siendo compatibles con las caracteristicas fisicoquimicas de los
sustratos tratados y al mismo tiempo minimice el potencial de alteracion. Estos materiales podrian mitigar
los efectos indeseables al tiempo que otorga estabilidad a largo plazo y reduce los costos de las
intervenciones. Ademas, se persigue un aumento de la sostenibilidad, una reduccion del impacto ambiental
y que puedan proporcionar beneficios sociales, ecologicos y econdmicos. (Hosseini & Karapanagiotis, 2018)

Algunos ejemplos de estas nuevas técnicas y materiales son:

e Nanoparticulas (SiO, TiO, ZnO y Ag) que confieren propiedades superhidrofugas, autolimpiantes
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y antiincrustantes.

Consolidante hibrido con tensioactivo que reduce la presion capilar y protege del agrietamiento.
Nanoparticulas inorgénicas para la consolidacion y proteccion antifingica.

Inhibicién del crecimiento bacteriano con nanoparticulas (NPs).

Biomineracizacion: Bacterias que generan carbonato célcico.

Revestimientos autolimpiantes.

Morteros geopoliméricos.

Inhibidores de cristalizacion de sales (Villegas Sanchez, Clases del Master en Ingenieria Quimica,
2021).

Otros
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3 EVALUACION DEL TRATAMIENTO'Y
ESTUDIOS PREVIOS

3.1 INTRODUCCION

Al intervenir una obra que constituya parte del Patrimonio Histérico, hay que considerar su exposicion a
agentes externos, llamados factores extrinseco, que condicionan la evolucion que la piedra pueda
experimentar a lo largo del tiempo. Paralelamente existen los factores intrinsecos, los cuales estan
compuestos por aquellos ligados a la estructura y los materiales del propio edificio o la piedra.

Esto supone que exista un tipo de tratamiento para cada piedra y lugar. Es decir, un mismo tipo de estructura
y composicion no tiene por qué ser tratado igual en dos lugares diferentes porque puede variar del uno al
otro las condiciones climaticas, la contaminacion, etc. Dada esta multitud de situaciones posibles obliga a
tener que realizar una evaluacion de los tratamientos previa a su aplicacion. (Villegas Sanchez, 2003)

Junto a esta evaluacion, llevada a cabo mediante ensayos en laboratorio, es necesario recabar toda la
informacion posible relativa a la obra de arte y entorno, asi como de las condiciones ambientales a las que
haya estado expuesta, tanto en el pasado como en la actualidad. Ademas, se debe realizar una inspeccion
ocular del edificio u obra para analizar las caracteristicas generales observables a simple vista o identificables
con medios sencillos, como el color, la composicion de la piedra, estado de alteracion superficial, tipos de
microorganismos que la habitan, etc. Este proceso de examen visual puede repetirse tras realizar los ensayos
en laboratorio, consiguiéndose mayor exactitud a saber los resultados de las pruebas. (Martin Pérez, 1993)

3.2 EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS

3.21 Metodologia general

Para cualquier tipo de obra que sea objeto de estudio, se debe seguir la metodologia general para determinar
la idoneidad la técnica y producto de tratamiento, seglin la cual hay que evaluar lo siguiente:

- Compatibilidad entre los productos empleados y la piedra a tratar, asi como con otros productos
aplicados a la misma pieza en otra fase del proceso.

- Eficacia del tratamiento, para alcanzar los objetivos para los que ha sido utilizado ese producto.

- Capacidad para resistir a los factores de alteracion que puedan actuar sobre la obra después del
proceso de restauracion.
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Los ensayos realizados para comprobar los tres puntos anteriores son los mismos que se emplearian para
comprobar las propiedades de la piedra, aunque se enfocan de otra forma. Sin embargo, hay un tipo de
ensayos que si estan creados con la finalidad concreta de estudiar la alterabilidad de una pieza tratada; estos
ensayos se llaman ensayos de alteracion acelerada.

Para determinar los tres aspectos que se han enumerado anteriormente, los estudios se llevan a cabo de la
siguiente forma:

3.2.2

Se aplica el tratamiento estudiado sobre probetas que simule las caracteristicas de la obra que se
desea tratar.

Se estudia el grado de compatibilidad del producto con el material a tratar, de tal forma que se decide
si las posibles modificaciones (previamente se elabora una lista con ellas) que pueda provocar sobre
¢éste son aceptables.

Se comprueba la compatibilidad entre sustancias empleadas en diferentes tratamientos, como
pueden ser biocidas aplicados previamente a la consolidacion.

Se evaluara la eficiencia del tratamiento de una manera diferente segun para qué sea éste.
o Consolidantes: midiendo propiedades mecanicas

o Biocidas: midiendo cantidad de organismos eliminados o la inhibicion de la aparicion y
crecimiento en otros nuevos

o Hidrofugos: propiedades relacionadas con la absorcion de agua
o Extraccion de sales solubles: analizando la presencia de dichas sales en la superficie

Se determina la capacidad de resistencia que tiene la piedra frente a los agentes de alteracion,
sometiendo las probetas a efectos de agentes determinados. Para obtener estos resultados a corto
plazo se recurre a los ensayos de alteracion acelerada. (Villegas, 2003)

Aplicacion del tratamiento

Para que los ensayos sean representativos de toda la piedra, dado que esta presenta caracteristicas muy
heterogéneas en sus diferentes puntos, es necesario el uso de un niimero elevado de probetas de diferentes
tamafios y formas, las cuales normalmente son dificiles de conseguir en el propio edificio. Por este motivo
se recurre a material de una cantera cuya formacion geoldgica sea semejante a la de la obra.

o Probetas para ensayos para propiedades hidricas (Ontiveros Ortega & Villegas Sanchez, 2006):

La mayoria de las normativas establecen en tres el nimero minimo de muestras por cada tipo de
piedra, mientras que el tamafio de éstas depende del tipo de material. En el caso de los materiales
pétreos suelen emplearse muestras con formas geométricas de los tamafios que se indican a
continuacion:

e  (Cilindros: Didmetro 5 cm, altura 10 cm
e Discos: Diametro 5 cm, altura 1 cm

e Prismas: 11x5x5 cm

e Cubos: 5x5x5 cm

e Lajas: 5x5x1 cm

Antes de utilizar la muestra para el ensayo, es necesario eliminar cualquier resto pulverulento, para
lo cual se lava con agua y se seca en una estufa a 105°C durante aproximadamente 48 horas hasta
alcanzar una variacion de peso menor al 0,1%.
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o Probetas para ensayos para propiedades mecanicas (Ontiveros Ortega & Villegas Sanchez, 2006):

Las formas generalmente utilizadas para las probetas son cilindricas, prismdticas y cubicas,
dependiendo su tamafio del tipo de ensayo a realizar. Es necesario que siempre guarden una
determinada relacion entre la altura y la anchura. De esta forma, dependiendo del ensayo:

e Compresion uniaxial: para probetas cubicas, deben tener una distancia entre caras opuestas
de entre 4 y 8 cm; para probetas cilindricas la relacion altura/didmetro de la base debe ser
1 6 2; y para probetas paralelepipédicas, las dimensiones deben ser d=b o d=2b, siendo b
la tercera dimension.

e Flexion: se recomienda probetas de 20x10x5 cm

Se deben llevar a cabo los ensayos con distintos estados de humedad (natural, seco y saturado) para
entender como se comportaria el material en diferentes circunstancias ambientales. Por cada tipo
de piedra, se recogeran entre 3 y 10 probetas, estableciendo la norma que el ntimero sea 6. (UNE-
EN 1926/99).

Es necesario que antes de aplicar el tratamiento se caractericen las probetas para determinar sus propiedades
y asi observar la modificacion que experimentan éstas. Las propiedades medidas dependeran del tipo de
tratamiento a aplicar.

Para evaluar la eficacia de la limpieza y de la extraccion de sales, puede realizarse un experimento in situ en
pequefios trozos de la muestra. Sin embargo, para ver compatibilidades con el material y con otros productos,
asi como la alterabilidad de la piedra en un futuro, se realizan ensayos en probetas de laboratorio. Este mismo
criterio se aplica a la aplicacion de biocidas, en cuyo caso es necesario aplicar un lavado con agua para
eliminar cualquier posible resto del producto.

Para evaluar los tratamientos consolidantes e hidrofugantes se pueden realizar su aplicacion de diferentes
formas. La inmersion de la probeta en el producto, la absorcion capilar, la pulverizacion o la brocha son
algunos de los métodos mas parecidos a los que posteriormente se emplearian en un edificio. Puede resultar
interesante la aplicacion del producto solo a una parte de la probeta, dejando una muestra visual de la
interfase entre la piedra tratada y sin tratar, facilitando la observacion de algunos mecanismos de alteracion.

Ademaés, durante la aplicaciéon de un tratamiento pueden obtenerse algunos datos de utilidad para la
aplicacion posteriormente sobre la obra, como pueden ser las condiciones de temperatura y humedad mas
favorables de un producto, tiempos de cada fase de aplicacion, consumo del producto, etc.

Es necesario, tras la aplicacion de consolidantes o hidréfugos, que se deje un cierto periodo de tiempo para
que polimericen y se evapore el disolvente. La volatilidad de éste no debe ser muy alta para ayudar a la
fijacion sobre los granos, lo que conlleva tiempos mayores de espera. Esta etapa suele llevarse a cabo en
condiciones te humedad y temperatura controladas.

Para determinar los resultados, se realizan mediciones del peso de las probetas periodicamente. En aquellos
casos en los que se emplean mondémeros, el proceso durara al menos 15 dias, mientras que, en el caso de
polimeros, 5 dias, aunque son datos aproximados ya que la volatilidad del disolvente puede hacer que varien.

Una vez finalizado el tratamiento sobre la probeta, es posible observar otros pardmetros utiles en la
aplicacion sobre la piedra de la obra final a trata, como pueden ser la profundidad de penetracion de los
consolidantes e hidrofugos, las caracteristicas finales tras la aplicacion de biocidas o procesos de limpieza,
el incremento de peso, etc.

El tratamiento de limpieza puede alterar a la superficie de la piedra por diferentes mecanismos (mecanicos,
en tratamientos abrasivos; quimicos en la utilizacion de productos de esta naturaleza; térmicos, al aplicar
laser; etc.). Dichas alteraciones se estudian por técnicas microscopicas como la técnica electronica de
barrido, combinable para detectar reacciones quimicas con el microanalisis por EDX (Espectroscopia de
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rayos X de energia Dispersiva).

Para determinar la profundidad de penetracion de un tratamiento se corta la probeta por su mitad y se estudia
mediante métodos diversos (absorcion de agua, calcinacion, microscopia electronica, etc.) aportando
informacion muy util sobre la técnica y tratamiento aplicado:

e Idoneidad del disolvente: cuanto mas volatil, menos penetracion
e Tiempo de contacto: a menor tiempo de contacto, menor penetracion

e Concentracion de la disolucion: si la concentracion es muy alta en relacion a la porosidad de la
piedra, penetrara menos

A veces es necesario aplicar mas de una vez el tratamiento para conseguir la penetracion adecuada.

La variacion de peso de las probetas después de aplicar el tratamiento depende de dos factores: la porosidad
de la propia probeta y de las caracteristicas del producto de tratamiento (cantidad de principio activo y su
forma, es decir, si es un mondmero, oligdmero o un polimero).

Para estudiar la morfologia de la pelicula se estudia mediante la técnica SEM (Microscopia Electronica de
Barrido), mediante la cual se puede observar si (Villegas Sanchez, Metodologia para la evaluacion y estudio
previo de tratamientos, 2003):

e El producto consolidante o hidrofugante recubre los granos de piedra constituyente de forma
uniforme, pero sin taponar los poros, lo que impediria la salida de vapor de la piedra hacia el exterior.

e Se forman fisuras a través de la pelicula del producto que puedan suponer vias de entrada para
agentes externos, disminuyendo la efectividad del tratamiento.

10°Pa

Haz de
electrones

10*Pa
10" Pa

Vélvula del gas
10-250 Pa

Hlustracion 4: Esquema de un ESEM. En este tipo de SEM es posible variar la presion en la colummna del microscopio, de
Jforma que ésta sea muy cercana a la atmsférica en la camara portamuestras (tomado de Rodriguez-Navarro & Doehne, 1999)
(IAPH, 2006, p. 53)
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Tlustracion 5: Equipo SEM comercial: FEG modelo SIRION de FEI Company (Illescas Salinas, 2012, pp. 74-75)

3.2.3 Compatibilidad con el material

3.2.3.1 Andlisis de colory aspecto superficial

A la hora de evaluar un tratamiento, uno de los primeros factores que se debe tener en cuenta es la posible
variacion de caracteristicas intrinsecas de la piedra debido a la aplicacion del producto o la técnica de
utilizacion. Aspectos superficiales como el color pueden variar debido a cambios en la forma en la que refleja
la luz. Estas variaciones son cuantificables mediante cartas de patrones de color o de forma instrumental.
Los instrumentos utilizados para este fin pueden ser un colorimetro o un espectrofotometro UV-Vis.

Es posible detectar pequefios cambios de color mediante la observacion en el microscopio, ya que pueden
formarse cristales de sales disueltas. A continuacién, se expone un ejemplo de un tratamiento con
nanoparticulas en el que se puede observar la aparicion de manchas de color (Becerra, Zaderenko, & Ortiz,
2019):
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(d)

1lustracion 6: Imdgenes de las superficies de la piedra después de las aplicaciones de un tratamiento con nanoparticulas
tomadas con un microscopio digital de mano con un aumento de 40x. Caliza de la cantera de Espera: (a) sin tratar (b) y (c) con
tratamientos diferentes. Calcarenita de Puerto de Santa Maria: (d) sin tratar (e) y (f) con tratamientos diferentes. Se pueden

apreciar pequeitos cristales blancos, por ejemplo, en (b)

Los cambios en la apariencia fisica de la piedra pueden variar dependiendo del tratamiento:

En la limpieza y la aplicacion de biocidas, los cambios se deben principalmente a la eliminacion de
suciedad y organismos en la superficie. Sin embargo, es posible identificar variaciones debido a
reacciones quimicas, deposicion de algin componente, etc., derivadas de los productos aplicados.

En la consolidacion e hidrofugacion, la variacion mas frecuente suele ser el oscurecimiento y
brillantez de la pieza debido a la permanencia de producto en su interior, aunque acaban atenuandose
después de un corto periodo de tiempo.
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Tratamiento Y X y

Sin tratar 37,06 0,3554 0,3662
Tegovakon 37,48 0,3518 0,3627
Tegosivin HL100 36,11 0,3545 0,3648
Consolidante OH 40,20 0,3475 0,3615
BS 28 37,06 0,3532 0,3647

ARD 55050 32,04 0,3563 0,3676
Paraloid B72 26,31 0,3659 0,3707

Tabla 3: Resultados de pruebas de color (coordenadas CIE) en probetas de Guadix (Villegas, 2003, p. 198)

3.23.2 Analisis de propiedades fisicas

Para evaluar la compatibilidad del tratamiento, otras propiedades que pueden proporcionar informacion
valiosa son las fisicas: porosidad, porometria, superficie especifica, permeabilidad a gases y vapores.

La mayor fuente de posibles variaciones viene ligada a los tratamientos con consolidantes e hidrofugantes,
ya que conlleva que los poros de la piedra contengan en su interior el producto del tratamiento, teniendo este
una interaccion con el aire ambiente y el agua diferente a la que tiene la propia piedra.

La variacion de la porosidad depende directamente de la cantidad de producto que permanece en el material,
que se vera afectada las caracteristicas del propio producto y por la porosidad original de la piedra.

Sin embargo, mas importante que la porosidad en si, es la variacion en los tamafios de los poros de la pieza.
Los microporos (menos de una micra) son muy susceptibles a alteraciones como cristalizacion de sales, por
lo que, si al rellenar los poros con producto de tratamiento se disminuye el espacio libre en éstos, se estara
aumentando la alterabilidad del material. Esta ultima situacion también se mostraria con una disminucion de
la superficie especifica, indice que indica el area expuesta al ambiente, por lo que a menor superficie
especifica, menor capacidad de respiracion de la piedra. (Villegas Sanchez, 2003)

Calculo de la porosidad

Las rocas naturales, al ser agregados de diferentes minerales dispuestos aleatoriamente, contiene huecos en
su interior, es decir, poros. Como todo cuerpo poroso, el material presentara dos densidades que se deben
diferenciar: la densidad real, que es la densidad media de sus particulas solidas, y la densidad aparente, que
engloba también el volumen de poros. Esta segunda indica la porosidad de la piedra, por lo que es un valor
importante para entender la circulacion del agua y el aire en el interior del material.

Se puede calcular la densidad aparente dividiendo la masa de la probeta por el volumen ocupado en seco, y
expresandose en tanto por ciento (%).
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Tipos de ensayos para el calculo de la porosidad:

Microscopia Optica: permite la visualizacion de los poros en una seccion bidimensional y la
cuantificacion del area correspondiente a cada tipo de poro en un rango de tamafios en las 2,5 y las
10000 micras. Los principales inconvenientes que presenta es que no permite cuantificar por debajo
de las 2 micras y que, al ser tan delgada la capa que se estudia en cada medida, hacen falta un gran
numero de éstas para que el estudio sea representativo.

Microscopia electronica: esta técnica mejora a la anterior ya que permite el andlisis en secciones
tridimensionales. En este caso es posible trabajar en un rango de tamafios mas pequefio, entre 0,1 y
500 micras. Ambas microscopias permiten digitalizar las imagenes, permitiendo su cuantificacion
con exactitud, y posibilita la diferenciacion entre los poros y la piedra mediante la aplicacion de
resinas coloreadas.

Microscopia confocal laser: es la mas avanzada de las tres. Se inyecta en los poros de la piedra una
resina con una sustancia fluorescente a la luz laser. Permite visualizar imagenes tridimensionales y
efectuar cortes, lo que deja de manifiesto la geometria y la distribucion de los poros.

Ademas, es posible realizar el calculo de la porosidad mediante métodos indirectos, es decir, aquellos que
permite el calculo de ésta a partir de la determinacion experimental de otras propiedades fisico-quimicas:

Absorcion forzada de agua a vacio: es el método mas importante dentro de los indirectos. La
caracteristica calculada en este método es el contenido maximo de agua que es capaz de retener una
roca rellenando todos sus poros. Basandose en las normas UNE-EN 1936/99 y Rilem: Comm 25-
PEM: Se toman de 3 a 6 probetas de forma cubica, cilindrica o prismatica, de minimo 25 mL, se
secan hasta que no exista variacion de masa a unos 70°C. Tras ello se pesan y se introducen durante
unas 24 horas en un recipiente a vacio para eliminar el aire de los poros. Se sumergen totalmente en
agua desmineralizada a 20°C y se dejan otras 24 horas. Posteriormente se restablece la presion
atmosférica y se dejan de nuevo 24 horas. Se sacan y se pesan (pesada hidrostatica), se secan con
un pafio y se vuelve a pesar (pesada saturada). Con los datos obtenidos se realizan los siguientes
calculos:

Ecuacion 6: Porosidad abierta:

M.— M
(%) = ——>

—x1
Ms_th 00

Ecuacion 7: Densidad aparente:
9 M,
d =
ap (cm3) M, — M,

Ecuacion 8: Contenido de agua a saturacion:

Ms _MO
Ws(%) = ——x
0

100

Donde M, corresponde al peso seco, My, al peso saturado sumergido (pesada hidrostatica) y
M, al peso satura do al aire.

Otros: Método de succion, absorcion de N, porosimetria o intrusion de Hg (MIP), difraccion de
rayos X de bajo angulo, etc. (I4PH, 2006, pp.56-57)
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Un ejemplo de calculo de porosidad:

Muestra de roca Consumo (%) Materia seca (%) Porosidad total (%)
Sin tratar - - 33,50+3,65
TV100 13,84+1,09 7,8610,45 26,68+1,89
BS290 7,01+1,51 1,42+0,48 30,38+2,59
UCAT-o 14,56+0,62 8,40+0,39 27,51+1,96
UCAT-10Po 14,20+0,64 8,29+0,46 24,95+4,61
UCAT-20 14,91+0,67 8,51+0,42 22,961+4,41
UCAT-5P20 15,01+0,67 8,08+0,42 22,22+0,91
UCAT-10P20 14,89+0,59 8,11+0,49 23,07+41,10

Tabla 4: Valores de consumo y materia seca de los diferentes tratamientos aplicados sobre la calcarenita de Snata Pudia y
valores de porosidad total obtenidos mediante MIP (Illescas Salinas, 2012, p. 205)

3.2.3.3 Analisis de propiedades hidricas

Las propiedades hidricas estan fuertemente condicionadas por la porosidad y porometria de la piedra, pero
también influye las caracteristicas superficiales de los productos que se apliquen y como se distribuyan estos
por el interior de la piedra. En caso de producirse una alteracion en la permeabilidad y en la higroscopicidad
de la pieza con respecto a su estado sin el tratamiento, se podrian llegar a producir acumulaciones de
humedades en zonas concretas y cristalizacion de sales en la interfase, creando problemas de separacion de
placas.

En este sentido, uno de los parametros a tener en cuenta mas relevantes, es la velocidad de evaporacionde
agua. No solo para tratamientos destinados puramente a una accion hidrofugante sino también para
consolidantes que puedan producir dificultades a la hora de que el agua y el vapor de agua circulen por los
poros hacia el exterior. (Villegas Sanchez, Metodologia para la evaluacion y estudio previo de tratamientos,
2003)

Calculo de la velocidad de evaporacién

Este ensayo esta basado en la dinamica que siguen los materiales como la piedra a la hora de secarse. Este
secado se divide en dos etapas: En la primera la probeta esta saturada de agua, por lo que en su interior se
mueve el agua liquida, que se evapora al llegar a la superficie exterior. Asi, la velocidad de secado durante
esta primera etapa sera constante (y caracteristica de cada tipo de piedra). La segunda etapa se produce
cuando el contenido de agua en el interior de los poros es menor que cierto valor limite (contenido de agua
critico, también propio de cada tipo de material), lo que supone discontinuidades en la pelicula de agua
liquida, provocando que la salida del agua en forma de vapor se produzca desde el interior de la piedra. A
partir de ese momento, la velocidad de secado cae significativamente y el contenido en agua se mantiene
casi estable durante largo tiempo.

Los tratamientos suelen disminuir la velocidad de secado y aumentar el contenido en agua critico, lo que
supone que el agua se retenga durante mas tiempo en el interior pudiendo provocar alteraciones.
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» Procedimiento de ensayo:

El proceso sera en un lugar con ausencia de corrientes de aire y a unas condiciones de temperatura y humedad
controladas de unos 20°C y un 50% respectivamente.

Se saturan las muestras en agua a vacio para facilitar que se llenen por completo los poros. Una vez saturadas,
se secan superficialmente con un pafio y se pesan, colocandolas posteriormente en un soporte con rejilla para
que a lo largo de toda su superficie se produzca la evaporacion de igual forma. Cada cierto intervalo de
tiempo (intervalos iguales), se pesan las probetas hasta alcanzar un equilibrio, es decir, que la diferencia
entre una pesada y la anterior sea inferior a un 0,1%.

Los resultados obtenidos mostrarian una curva de evaporacion relacionando el contenido en agua de la
muestra en funcion del tiempo. La velocidad de evaporacion del agua se puede calcular con la pendiente del
tramo lineal, y el contenido de agua critico sera el contenido residual de agua (%) una vez alcanzado el
equilibrio (Ontiveros Ortega & Villegas Sanchez, 2006)

12

W(%)
L7l

o 8 16 24 a2 40 48
Tiempo ()

Hlustracion 7: Curva de evaporacion del agua (Ontiveros &Villegas, 2006, p.42)

3.24 Eficacia del tratamiento

Para determinar la eficacia de un tratamiento se mide alguna de las caracteristicas principales que se quiere
conseguir con su aplicacion. Sin embargo, también hay que tener en cuenta el comportamiento de un
tratamiento estd supeditado a las condiciones ambientales. Por esta razon, el estudio de la eficacia de los
tratamientos puede usarse para obtener informacion acerca de cuales son las condiciones externas mas
adecuadas para su utilizacion.

Para tratamientos de limpieza y tratamientos de extraccion de sales, la eficacia se valora realizando medidas
en el propio edificio, y al completar el tratamiento, se toman muestras para que sean estudiadas en el
laboratorio donde se determina la eliminacion de suciedad de la capa superficial.

La eficacia de los tratamientos biocidas se determina cuantificando la cantidad de organismos presentes,
mediante inspeccion visual o con microscopia optica o electronica, que posibilita el estudio a diferentes
niveles de profundidad.

Los productos hidréfugos deberan impedir la entrada de agua desde el exterior, pero sin imposibilitar la
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salida de vapor para evitar que se produzcan acumulaciones de agua en el interior. Por tanto, para medir la
eficacia hay que estudiar propiedades que indiquen la facilidad o dificultad que pueda tener el agua para
moverse a través de la piedra.

El principal mecanismo estudiado para ello es la absorcién que puede medirse por inmersion (a presion
atmosférica, a vacio, a presion, a ebullicion) o por capilaridad:

o Por inmersién:

Este ensayo tiene como objetivo determinar la capacidad natural de la muestra para absorber agua.
Esta absorcion libre depende de dos factores principalmente: de las caracteristicas del material y del
tiempo de inmersion (resultando un comportamiento mas homogéneo del material para tiempos de
inmersion mas altos).

El coeficiente de saturacion de define como el cociente de el volumen de agua absorbida por la
probeta durante 48 horas sumergida en agua a presion atmosférica entre el volumen total de poros.
Esta relacion se denomina absorcion de agua segiin la norma ASTM/1978; segtin 1a norma RILEM
(1980), en el caso de inmersion gradual durante el primer dia, se denomina coeficiente Mishwald,
para tiempos largos en los que se permite alcanzar valores de equilibrio, se denomina capacidad de
absorcion segiin la norma ICR (1981).

e Procedimiento de ensayo

Las probetas son sumergidas en agua destilada sobre un soporte que protege de cualquier contacto
con la superficie, y se dejan a unos 21°C el tiempo necesario. Las probetas se van sacando, secando
con un pafio hiimedo y pesando cada cierto periodo de tiempo, volviendo a introducir las probetas
en el agua tras la pesada. Estas pesadas deberan realizarse cada vez mas espaciadas en el tiempo a
medida que avanza el ensayo. Cada pesada indica el peso himedo de la probeta (Mi). El ensayo
debe durar al menos 7 dias, finalizando si al término de estos dias la diferencia entre pesadas con 24
horas de espaciado es inferior al 1%.

Los resultados obtenidos, representando la variacion del contenido en agua (% en peso) frente al
tiempo, muestran una curva en la que se puede observar un caracter lineal al principio del ensayo.
Con la pendiente de este tramo recto se obtiene la velocidad de absorcion, caracteristica de cada
material. A partir de un determinado valor, la curva se hace asintotica coincidiendo con la saturacion
maxima W(max.) de la piedra.

M '

Tespa (h)

Tlustracion 8: Contenido en agua (% p/p) en funcion del tiempo
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La cantidad de agua absorbida se calcula como:
Ecuacion 9: Cantidad de agua absorvida
M; — M,
W; (%) = ————x100
M,
El coeficiente de saturacion (S;) se calcula:
Ecuacion 10: Coeficiente de saturacion

M; — M,

S =—x100
MM,

Donde M; es el peso en el tiempo ti, M; es el peso saturado My el peso seco.

o Por capilaridad:

La absorcion capilar constituye el mecanismo principal de transporte de agua y sales, desde el
exterior de la roca hasta el interior de ella por 6smosis y foresis. Mediante este ensayo se puede
determinar la tendencia del material a permitir la entrada de agua por capilaridad y evaluar las
posibles alteraciones debidas a ella.

Los problemas que asociados a la capilaridad se debe a:
e C(iristalizacion de sales
e Accion de hidrolisis
e Ogxidaciones e hidrataciones de los componentes minerales que conforman el material
e Circulacion de agua en el interior de la piedra a través de los poros

La fuerza de succion que se experimenta al poner en contacto un material poroso con agua depende
del didmetro de poro y de la naturaleza de la superficie del material. Teniendo en cuenta estas
variables, se puede expresar la altura de ascenso capilar mediante la Ley de Javin:

Ecuacion 11: Ley de Javin para el cdlculo de la altura de ascenso capilar:
2 cosO
= —
Donde H representa la altura de ascenso capilar, 6 el angulo de contacto liquido-sélido, r el radio
de poro y y la viscosidad.

Es posible calcular también la cantidad de agua absorbida en un determinado periodo de tiempo por
una probeta prismatica inicialmente seca, que se pone en contacto con una superficie de agua libre:

Ecuacion 12: Cantidad de agua absorbida por capilaridad:
m= AVt

Siendo m la cantidad de agua absorbida en Kg/m? ¢ el tiempo en segundos y A el coeficiente de
absorcion de agua.

e Procedimiento de ensayo:

Las probetas utilizadas deben ser de base plana y mantener una seccion constante, siendo
recomendables las formas cilindricas o prismatica, con su seccion mas larga perpendicular a la
superficie del liquido. El ensayo se debe desarrollar en unas condiciones controladas de temperatura
y humedad relativa, siendo éstas en torno a 20°C y 20% respectivamente. Se colocan las probetas
en una bandeja donde previamente se ha introducido al fondo algin material poroso formando una
delgada capa. Sobre esta capa se coloca un papel de filtro de al menos 1 cm de grosor. Se afiade
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agua destilada a la bandeja de forma que vaya rellenando la parte ocupada por el material poroso
hasta llegar al papel. Con ayuda de un paiio humedo se secan las probetas y se realizan pesadas cada
cierto tiempo, siendo aconsejable realizar el mayor numero de pesadas en la primera hora. Se repiten
las medidas hasta que la variacion de peso sea minima. Ademas, se mide la altura que alcanza el
agua de las cuatro caras de la probeta y se realiza una media.

Los datos obtenidos se pueden representar en una curva que relaciona la variacion de peso por
unidad de superficie con la raiz cuadrada del tiempo:

115

] TE 150 238 300 375 450 SIS B0 &TS TEO

l"‘.""._lu.'l
1lustracion 9: Absorcion por capilaridad de una probeta expresada como la variacion de la masa de agua en % respecto a la raiz
del tiempo
Calculandose la variacion de peso:
Ecuacion 13: Variacion de peso por capilaridad:
M; — M,
S

Donde M es el peso en el tiempo ti, M; es el peso seco y S la superficie de absorcion. (Ontiveros Ortega &
Villegas Sanchez, 2006)

AM;(g/cm?) =

Ademas de los mecanismos vistos anteriormente para estudiar la capacidad que tiene una piedra para que
el agua viaje por sus poros, podemos destacar otros dos ensayos que dan informacion sobre la
hidrofugacién superficial:

o Velocidad de absorcién de gotas:

La velocidad de absorcion de gota de agua es el tiempo necesario para que una determinada cantidad de
agua sea absorbida por una superficie. Es un ensayo muy qutil a la hora de evaluar el comportamiento
hidréfugo de un tratamiento.

e Procedimiento de ensayo:

Para este ensayo se utiliza una probeta seca, con una superficie plana horizontal y lo suficientemente
grande para separar las gotas de agua al menos medio centimetro. Se coloca una microbureta de 1 mL a
1 cm de la superficie de la muestra y se colocan gotas de 0,01 mL. El tiempo que tarde en ser absorbida
sera la velocidad de ensayo y se denomina tx.
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o Angulo de contacto:

Esta medida determina el grado de hidrorrepelencia de la h
superficie de un material. El angulo de contacto de una gota de

agua se define con la expresién siguiente, explicdndose sus
variables en la ilustracion 10:

i

b
Ecuacion 14: Angulo de contacto de gota:
Hlustracion 10: Medida del angulo de

6 2h 2h
tgi — 7 5> 60=2- arctg(?) contacto de gota

Donde @ es el angulo de contacto, / la altura de la gota y b la longitud de la base de contacto con la
superficie.
e Procedimiento de ensayo:

Se mide la altura (h) y la anchura de la base en contaco (b) de cada probeta, repitiéndose al menos el
procesimiento 5 veces por probeta. Una vez calculado el angulo de contacto de cada prueba, se realiza una
media. (Ontiveros Ortega & Villegas Sanchez, 2006)

Super-hidréfilo 0<10° ———
(Super-hydrophilic)
Hidrofilo , . PN
(Hydrophilic) 10°<6<90

Hidréfobo ./

(Hydrophobic) 90°< 6<120°
Super-hidréfobo 6<120° ./
(Super-hydrophobic)

Hlustracion 11: Hidrorrepelencia en funcion del angulo de contacto de la gota de agua (ATRIA Innovation, 2016)

En cuanto a los consolidantes, ya que su finalidad principal es restaurar o mejorar la cohesion del material,
se evalta su eficacia estudiando la modificacion de caracteristicas mecanicas:
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PROPIEDADES MECANICAS

| METODOS DIRECTOS | | METODOS INDIRECTOS |
A

Y Y Y
Propiedades Propiedades

MECANICEs Adherencia mecanicas Ultrasonidos
superficiales globales

Frecuencia de

Dureza al rayado Aesklancia comgrasian i HNREN LR

Resisiencia lraccidn

Resislencia 2 flexidn

Dwrara de Knapp

Dwreza por penelracicn
Resislencia a la abrasidn
Desgasle por nazamiento

Dwweza por rebole

Aesitancia al chogue

1lustracion 12: Ensayos para determinar las diferentes propiedades mecanicas de un material (Ontiveros Ortega & Villegas
Sédnchez, 2006)

Hay dos grandes grupos de métodos para medir las propiedades mecanicas: los métodos directos y los
métodos indirecto. Entre los primeros se pueden encontrar ensayos como los de resistencia a la compresion,
a la traccion, a la flexion, etc., pero no se suele recurrir ellos debido a su caracter destructivo sobre la pieza
y al requerimiento de varias probetas de gran tamafio. Por el contrario, los métodos indirectos son muy
empleados a la hora de evaluar la eficacia de un consolidante.

Los ensayos indirectos que se pueden llevar a cabo para la determinacion de las propiedades mecanicas de
un material son:

o Velocidad de propagacion del sonido: Ultrasonidos

Es la técnica no destructiva mas empleada en los ensayos realizados para analizar los materiales del
Patrimonio, pudiendo detectar propiedades tanto en el seno como en la superficie de un material. Se
utilizan vibraciones elasticas con frecuencias de onda superiores a los 20 KHz, rango de frecuencias
imperceptible para el oido humano.

Para la propagacion de estas ondas ultrasonicas es necesario un medio material que lo permita. Al actuar
una fuerza externa sobre una particula del material, ésta se desplaza de su posicion de equilibrio
propiciando el movimiento de otras particulas adyacentes a ella. Esto da lugar a una reaccion en cadena
que permite dicha propagacion. Existen dos tipos de ondas:

e Internas: se propagan en el interior de los materiales. Son de tipo longitudinal,
propagandose paralelas al avance de la onda y tienen mayor velocidad que las siguientes.

e De superficie: como su nombre indica, se propagan en la superficie y su direccion de
trasmision es perpendicular a la propagacion de la onda.

Esta técnica estd muy desarrollada en materiales ceramicos y metales, con alta conductividad ultrasonica
y distancias cortas de recorrido de onda. Se usa también en materiales como rocas ornamentales, pero
se aplica con mayor dificultad por su baja conductividad y por la mayor distancia de recorrido de las
ondas.

Las ondas ultrasonicas experimentan fendémenos de reflexion, refraccion y difusion, dependiendo de la
impedancia acustica del medio. Por este motivo, cuando el haz de ultrasonido encuentra una superficie
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que separa dos materiales con diferente impedancia, el haz se divide en los 3 fendmenos anteriores. La
impedancia de un medio se calcula mediante la siguiente expresion:

Ecuacion 15: Calculo de la impedancia
Z=C-p

Donde Z es la impedancia, C la velocidad de propagacion de la onda y p la densidad del material por el
que se transmite.

e Procedimiento de ensayo:

Conforme recoge la norma UNE 14579/05 para la determinacion de la velocidad de propagacion
de las ondas ultrasonicas a través de la piedra natural, se deben tomar muestras de forma regular
(diametro minimo de 5 cm para probetas cilindricas y seccion minima de 7 x 7 cm para
paralelepipedos). La esbeltez de las probetas debe oscilar entre 1 y 4, utilizando un nimero de
probetas no inferior a 5.

Se colocan los palpadores del emisor y del receptor en tres configuraciones diferentes: en caras
opuestas, en caras contiguas y en la misma cara.

La velocidad de propagacion se calcula:

Ecuacion 16: Velocidad de propagacion de los impulsos ultrasonicos:

v=-
t

Donde v es la velocidad a calcular, L la longitud del camino recorrido en metros y t el tiempo de

propagacion en segundos. (Ontiveros Ortega & Villegas Sanchez, Porgrama de normalizacion de

estudios previos y control de calidad de las intervenciones. Propiedades mecanicas 2* Parte, 2006)

Para estudiar el comportamiento de los tratamientos consolidantes las propiedades mecanicas superficiales
pueden proporcionar mas informacion que las anteriores, ya que los productos aplicados suponen una fina
capa en la superficie de la piedra. Las mas empleadas son:

o Dureza al rayado:

Este ensayo esta basado en la propiedad de los materiales de rayar o ser rayado. Para determinar esta
propiedad, se evalta la presion requerida para realizar un rayado, asi como por el tamafio de rayado bajo
una carga fija. Esta técnica tiene 3 limitaciones principales: se necesitan un gran nimero de medidas en
una misma probeta, no se puede aplicar sobre materiales demasiado duros y son dificiles de normalizar.
Para su normalizacion se emplea el aparato de Martens.

e Procedimiento de ensayo:

El aparato de Martens se compone de un pequefio carro que se desplaza sobre dos ruedas arafiando la
probeta con una punta de acero tratada o de diamante de forma piramidal. El proceso se efectiia con un
angulo de 90° en la punta, sobre la cual se deja actuar una carga determinada. Se realiza un total de cien
medidas por cada tipo de piedra sobre un minimo de 5 muestras y posteriormente se calcula la media.

o Dureza ala abrasion:

Este método se utiliza para saber la resistencia de un material a las pisadas, la cual depende de la dureza
de los componentes del material y de la fortaleza de las uniones entre ellos.

El ensayo de dureza viene normalizado por la normal ASTMC/448-64, mediante la cual:

El aparato consta de una pista de rozamiento que gira a una velocidad minima de 1 m/s; 2 portaprobetas
solidarios a los ejes de deslizamiento y diametralmente opuestos sobre el bastidor, centrado sobre la
superficie de rozamiento; un dispositivo que permite comprimir las probetas entre los platos; otro que
permite verter de manera uniforma el abrasivo, y agua en la superficie de rozamiento. Las probetas se
someten a un recorrido de mil metros, tras lo cual se extraen de la maquina y se limpian. Se requiere al
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menos dos probetas de 7 cm de arista, Se determina su volumen inicial mediante pesada hidrostatica y
la superficie a desgastar con un calibre.

El resultado se puede expresar mediante la expresion:
Ecuacion 17: Desgaste lineal por abrasion:
vV — Uf
A

Donde v; es el volumen inicial, vy el volumen final y 4 la superficie de las caras de las probetas en
contacto (en mm) (Ontiveros Ortega & Villegas Sanchez, 20006).

D =

3.2.5 Resistencia al deterioro: Ensayos de alteracion acelerada

Tras la aplicacion de los ensayos anteriores para medir sus caracteristicas, se deben someter las probetas a
ensayos de alteracion acelerada en los que se recrean las condiciones reales a las que estara expuesta la obra.
Nacen de la necesidad de disminuir los plazos para obtener cambios en las caracteristicas con respecto a
ensayos a la intemperie. Aunque también se somete la probeta a las circunstancias reales, el grado de
alteracion es muy pequefio. Por eso se reproducen artificialmente, obteniendo grados de alteracion mayores
en menos tiempo.

Una de las limitaciones que tienen estos ensayos es que pueden no representar fielmente la situacion real, ya
que se aplican ensayos aislados para cada factor de alteracion, sin tener en cuenta efectos sinérgicos de
distintos factores. Ante esto, muchos autores realizan ciclos en los que van alternando distintos factores de
alteracion, y asi acercarse lo maximo posible a la superposicion de posibles acciones de deterioro real.
(Villegas Sanchez, 2003)

Para cada estudio, se debe seleccionar los ensayos con una relacién mas directa con las caracteristicas del
ambiente donde se encuentre la piedra. Estos ensayos se valoran de la siguiente manera (Esbert, Ordaz,
Alonso, & Montoro, 1997):

e  Observacion antes, durante y después del tratamiento de la morfologia de las probetas objeto
de ensayo.

e Descripcion de las modificaciones y su posible relacion con los ciclos.
o Pérdidas de materiales durante y tras los ensayos.

e Comparacion de las propiedades fisicas que se han seleccionado, antes y después de realizar el
ensayo.

Existen cinco tipos basicos de ensayos acelerados (Villegas Sanchez, 2003):
e Heladicidad
o C(iristalizacion de sales
e  Ciclos termohigrométricos
e Ensayos de radiacion UV

e Ataque quimico con soluciones o atmosferas contaminadas
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o Heladicidad:

Este ensayo persigue reproducir las condiciones climaticas a las que esta sometida la piedra o crear
condiciones mas severas para asi obtener resultados con mayor brevedad, permitiendo asi estudiar dafios
causados por el hielo.

Se trata de un ciclo en el que se incluye una etapa de hielo y otra de deshielo. La primera se lleva a cabo al
aire con la muestra saturada de agua, y se recrean temperaturas bajas, en torno de -15°C a -25°C. La segunda
se realiza o al aire o en agua, variando la temperatura desde 1°C a la temperatura ambiente. Cada 5 ciclos se
secan las probetas a 65°C y se evaltan. (Villegas, 2000)

La evaluacion suele realizarse mediante pesadas de la muestra, debido a una posible pérdida de peso, y
mediante observacion, ya sea a simple vista o con microscopio, mediante la cual encontrar alguna fisura
provocada por el hielo.

“En muchas ocasiones, después de un niimero relativamente elevado de ciclos no se manifiestan alteraciones
macroscopicas, debiendo medirse posteriormente diversas caracteristicas del material para determinar el
efecto del ensayo” (Mavrov 1983, Villegas 2000).

A continuacion, el la Ilustracion 13, siguiendo las indicaciones anteriores, se expone un ejemplo de los
resultados obtenidos al comparar la absorcion de un material antes y después de este ensayo.
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Tlustracion 13: Absorcion de agua (en % en peso) antes (1) y después (2) del ensayo de heladicidad firente al tiempo (en horas)

o Cristalizacion de sales

Mediante este ensayo se persigue simular las tensiones creadas en el interior de los poros de la piedra debido
a las dilataciones que provocan la cristalizacion o la hidratacion de sales, pudiendo llegar a romperse la
piedra. Se realizan sucesivas inducciones de cristalizacion y solubilizacion de una sal en el interior de una
muestra. Para ello se impregna la probeta de sal y posteriormente se seca, repitiéndose el ciclo un nimero
determinado de veces. Esta impregnacion puede darse por inmersion, capilaridad o niebla salina.

Las sales mas comunes son los sulfatos (principalmente el sulfato sédico SO4Na,), los cuales cristalizan con
un gran nimero de moléculas de agua (por ejemplo, el sulfato sddico se une con 10 moléculas de agua para
formar SOsNa».10 H>O), provocando un fuerte aumento de volumen con respecto al de la sal inicial. El
sulfato sodico esta altamente indicado para simular este tipo de situaciones, ya que su volumen experimenta
un crecimiento del 308%.

Mientras que las concentraciones no influyen en la severidad del ensayo, la temperatura si es una variable
muy determinante, ya que su cristalizacion se produce a bajas temperaturas.

Para el secado existen dos opciones: realizarlo a 65°C, lo que conlleva que el tiempo para lograr el secado
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sea largo pudiendo ser mas que la del propio ciclo, o a 105°C se pueden degradar las muestras con
tratamientos organico debido a la alta temperatura.

Para acelerar el proceso se puede trabajar a vacio. Resulta importante conseguir la eliminacion total del agua
antes de realizar el siguiente ciclo. (Villegas, 2003)

Para llevar un control de cualquier alteracion que pueda aparecer a lo largo del ciclo, se puede actuar con
alguno de los siguientes métodos (Villegas, 2000):

e  Observacion visual de las alteraciones macroscopicas.

e Variacion de peso de las muestras.

e Variacion en las propiedades fisicas: porosidad, porometria.
e Variacion de las propiedades mecanicas.

e  Variacion de las propiedades hidricas para el caso de probetas hidrofugadas.

o Ciclos termohigrométricos

Estos ensayos sirven para estudiar los efectos de los cambios de temperatura y humedad sobre los materiales
pétreos.

Existen 3 formas para conseguir reproducir una determinada situacion de humedad:
- Mediante una camara climatica, exponiendo la probeta a una atmosfera himeda relativa elevada.
- Por inmersion en agua normalmente a temperatura ambiente.

- Con niebla, manteniendo las proximidades de la muestra y ésta misma a una temperatura inferior
a la del resto del ambiente, para provocar condensaciones.

Aunque normalmente se persigue alcanzar el equilibrio en estos ciclos, en el caso de los termohigrométricos
son muy poco severos y muy lentos, por lo que la mayoria de las piedras no se alteran en estas condiciones.

Normalmente no se producen alteraciones macroscopicas, por lo que para evaluar los resultados debe
recurrirse a determinar las propiedades fisicas, hidricas y mecanicas y ver las variaciones sufridas.

En la figura siguiente se recogen las curvas de absorcion de agua por inmersion para probetas de arenisca de
Constantina (Sevilla) tratadas con diferentes productos, antes y después de un ensayo. Se puede apreciar
cdmo ningin producto cambia su comportamiento, lo cual es frecuente dada la suavidad de este ensayo.
Aqui no se produjeron alteraciones macroscopicas (Villegas 2000).
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1lustracion 14: Absorcion de agua (en % en peso) antes y después del ensayo termohigromeétrico firente al tiempo (en horas)
(Villegas, 2000)

o Ensayos de radiacion UV

En estos ensayos se determina como actua la radiacion sobre los materiales, en espacial aquellos que llevan
tratamiento de tipo organico. Se emplea radiacion con una energia justa para alterar solo determinados
enlaces quimicos presente en compuestos organicos. Los inorganicos no se ven afectados.

La mayoria de las veces este ensayo se reduce a la aplicacion de radiacion UV sobre una pieza durante un
periodo prolongado de tiempo. También es frecuente verlo combinado con un ciclo termohigrométrico.

La evaluacion de los resultados se realiza determinando las variaciones en las propiedades de las muestras,
ya que no aparecen alteraciones macroscopicas.

o Ataque quimico con soluciones (atmoésferas simuladas):

Estos ensayos se centran principalmente en exponer a la piedra a agentes existentes en el medio como
consecuencia de la contaminacion, que sumado a los a los agentes meteorologicos, multiplican la velocidad
de deterioro. Los agentes contaminantes mas peligrosos son aquellos capaces de reaccionar con los
compuestos de la piedra, como los gases acidos.

Cuando se comenzaron a investigar estos agentes se le prestd mucha atencion al anhidrido sulfuroso, capaz
de formar acido sulfurico en contacto con la piedra. Pero en la actualidad se estudian otros tipos de
contaminantes como los 6xidos o acidos de nitrogeno.

Una forma aproximada de simular estos ataques quimicos es simular el ataque quimico con soluciones que
contengan acido sulfurico en distintas concentraciones. Las soluciones se pueden aplicar tanto por inmersion
como por capilaridad. Logicamente la accion que hace el liquido sobre la piedra no seré igual que cuando el
agente contaminante se encuentre en forma gaseosa.

Para solucionar esto y acercarse mas a la situacion real se emplean nieblas o Iluvias acidas. Estos ensayos se
llaman ensayos en atmosferas contaminadas. Estos estan mas proximos a la realidad, pero rara vez se aplica
simultaneamente otro contaminante.

La humedad de las muestras es un factor muy importante, ya que los ensayos, en su gran mayoria, se
desarrollan con humedades relativas altas y pulverizando agua para simular la lluvia.

Se ha desarrollado un sistema que permite simular la accion de todos los factores de alteracion, siendo de
este modo el tipo de ciclo que mejor reproduce las condiciones reales de exposicion. Permite la generacion
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de atmosferas contaminantes, controlado las variables ambientales y permitiendo el empleo de radiacion

UV. (Villegas Sanchez, 2003)
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Tlustracion 15: Esquema de camara de simulacion de atmosferas contaminadas (Adaptacion de Vale, 1982)
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4 BIOMINERALIZACION: BACTERIAS
CAPACES DE PRODUCIR
CARBONATO DE CALCIO

4.1 INTRODUCCION

La aplicacion de microbios al patrimonio siempre ha estado asociada a una accion destructiva, por lo que se
ha dejado de lado su potencial papel como contribuyentes en la proteccion y conservacion de monumentos.
Sin embargo, en los ultimos afios se ha ido reconociendo el papel de estos microorganismos en la
restauracion del patrimonio y la piedra. (Dakal & Cameotra, 2012).

Las bacterias son capaces de modificar la quimica de su entorno por la liberacion de metabolitos, como
resultado de su metabolismo natural. Esto, junto con la contribucion de estructuras (células, membranas,
restos celulares, etc.) que funcionan como nucleos de cristalizacion, dan lugar a la formacion del mineral.
Estos minerales pueden ser de tipos muy diversos, asi como los materiales que pueden consolidarse con
ellos. (Gonzalez-Mufioz, 2008)

La primera vez que se utilizaron bacterias para la conservacion del patrimonio cultural se llevo a cabo por
un grupo francés pionero que desarroll6 una tecnologia llamada Calcite Bioconcept. Esta nueva tecnologia
consistia en la aplicacion de cepas de cultivo biocalcificantes que se pulverizaban sobre la superficie de la
pierda y se alimentaban posteriormente mediante un medio de cultivo. Como resultado obtuvieron la
aparicion de una capa calcarea que revestia la piedra llamada biocalcina. Este revestimiento estaba formado
por CaCOs mezclado con los propios cuerpos bacterianos.

Para conseguir un mayor rendimiento, se realizo un cribado preliminar de bacterias aisladas de entornos de
carbonato natural, lo cual permitio seleccionar la cepa de Bacillus cereus, que producia la amonificacion de
aminoacidos (Castanier et al., 2000). La primera aplicacion de esta bacteria se realiz6 sobre un area de 50
m? en la torre de la iglesia de Saint Médard en Thours, en 1993, y se obtuvieron resultados muy satisfactorios:
no habia variaciones de color y de otras caracteristicas externas, mientras que la absorcion de agua fue cinco
veces menor. Ademas, Clacite Bioconcept Company se encarg6 de tratar las fachadas de muchos edificios
histéricos franceses. Por otro lado, otros grupos de investigacion han realizado estudios para mejorar el
método anterior con diferentes microorganismos, en diferentes condiciones y con diferentes vias
metabolicas, obteniéndose resultados similares.

Sin embargo, estos métodos presentaban los siguientes inconvenientes: la capa fina del nuevo biocemento,
la posible formacion de endosporas y la obstruccion de los poros de la piedra por una biopelicula
incontrolada de Bacillus.

A lo largo de las ultimas dos décadas, la Universidad de Granada ha estado desarrollando y mejorando esta
tecnologia, consiguiendo solucionar los problemas presentados hasta la fecha en los estudios anteriores.
Promueven el uso de Mixococus xanthus, una bacteria gramnegativa, no patégena (en sustitucion de
Bacillus), aplicada junto a nutrientes que activan la amonificacion de aminoacidos (Rodriguez Navarro et al.
2003). El resultado es un cemento de carbonato coherente, formado de granos de calcita en los poros, pero
sin taponarlos, a una profundidad de mas de 500 micras. Ademas, no se encontraron mixosporas en los
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medios de cultivo probados.

El desarrollo de este método dio un paso mas con la tecnologia propuesta por Jiménez-Lopez et al. en 2007,
que propuso la bioprecipitacion del carbonato de calcio fomentada por la propia comunidad bacteriana que
habitaba la piedra, con la ventaja de no tener que introducir microorganismos exdgenos. Inicialmente, las
losas de piedra caliza porosa de la cantera se sumergieron en una solucion tamponada nutritiva M-3P con/sin
M. xanthus (Jimenez-Lopez et al., 2008). En las muestras tratadas se pudo comprobar un crecimiento muy
elevado de CaCQs, sin que los poros se hubiesen taponado, lo que significa que no es necesaria la
introduccion de bacterias externas para la precipitacion del carbonato. Al evaluar la resistencia a la tensién
mecanica, estas muestras resultaron mas resistentes que las probetas esterilizadas de control, manteniendo
la distribucion de tamafios.

El tratamiento con medio de cultivo M-3P se probd in situ, con y sin M. xanthus, sobre piedra calcarenita en
descomposicion, en: Monasterio de San Jeronimo, Hospital Real y Capilla Real (roundi et al., 2010;
Rodriguez -Navarro et al., 2015). Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento similar al de las
pruebas de laboratorio. Se comprobd un incremento de la poblacion bacteriana después de la aplicacion del
tratamiento, que con el tiempo alcanz6 valores similares a los registrados previamente al tratamiento.
(Narvasi, Mastromei, & Perito, 2020)

La gran mayoria de microorganismos empleados en restauracion precipitan carbonato calcico,
independientemente del grupo taxonomico al que pertenezcan. A continuacion, se adjunta la Tabla 5, en la
que se reflejan los tipos de microorganismos empleados en restauracion (Dakal & Cameotra, 2012):

Mo. S:F:nl' Phylum Role/Applications References
Bacilluzs
amilo- . )
1 liquifa- Firmicutes Conservation of omamental stones Lee 2003 [51]
clens
Orial et al.
2 Bacillus Firmicutes Eumemem [Buo-cs_llmr:l} formation and 1993 [52_]
CEreus limestone consolidation Casteneir et
al. 2000 [18)
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Dick et al.

3 Baciilus Firmicute Biocement (Biccalcin) formation and | 2006 [53]
lenfus rmicutes limestone consolidation Sarda et al.
2009 [40]
Bacillus )
o ) o Cacchio et al.

4 msga!&- Firmicutes Calcite Precipitation 2003 [34]

rium
) Biocement formation and consoli-
5 Bachius Firmicutes dation of sand column and repair of Sarda et al
pasteLri 2009 [40]
concrete cracks
Bacillus o . - Baskar et al.
6 pumilus Firmicutes Calcite precipitation 2006 [21]
Hammes et
al. 2003 [20]
Bacillus N Muynck et al.
; o Concrete consolidation

T | spheed- | Firmicubes Biocement (Biocalcin) formation 2008a, b [17,

CLS 24]
Dick et al.
2006 [53]
Bacillus
) o . o Baskar et al.

a8 rh_unn_- Firmicutes Calcite precipitation 2006 [21]

giensis
. Reduction in water absorption of )

9 Baggrus Firmicutes “Pietra di Lecce”, a calcareous stone E'gr;] ﬂa"
s thereby rendering consolidation [14]
Deasul-
fovibrio . Removal of black crust from marble Gauri et al.

0 | gesulfyn. | Frotecbactera | o o0 1092 [54]
cans
Desul- -

1 fovibrio Protecbacteria Eusrrfr:;:al of black crust from marble ﬁagpq:pl;;"ha;]
viilgaris ’

Halo- Rivadeneyra

12 | bacilius Protecbacteria | Biomimeralization et al. 2004
trueperi [55]
Morcella " ; Masaphy et

13 sp. Ascomycetes Formation of carbonate concretions al_ 2009 [56]

Rodriguez-
Myxo- Consolidation of ornamental stones Navarro et al.

14 | coccus Protecbacteria | Bioconservation of cultural heritage 2003 [57]

xanthus structures Jroundi et al.
2010 [30]
Pzeudo- : : ) )

15 | monas | proeovacea | Sfo9eanns resraton snaremora | Senat st
cepacia g
Pzeudo- Anderson et
maonas . Biocleaning and restoration of fresco | al. 1992 [58]

16 fluare- Prote tena Calcite precipitation Ranailli et al.
SCENS 2005 [5]
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Pzaudo- Rivadenerya

17 | maonas Protecbactera | Calcite precipitation et al. 2006
halophila [59]

Pseudo-

18 maonas Protechaciaria Biocleaning, restoration and removal | Ranalli et al_
flave- of animal glue from fresco 2005 [5]
scens

19 ;"’;ﬁ& Protechaciaria Biocleaning, restoration and removal | Ranalli et al_
stutzari of animal glue from fresco 2005 [5]
Rhodoc-

- B ’ . Sprocati et al.
COCCUS ) ) Consolidation of “Pietra di Lecce”, a

20 erythro- Actinobacteria calcareous Stone 2008 [e0]
poilis

21 Thioba- Protechact Removal of fouled layer of lichen De Graef et
cillus sp. rolectactend | s om weathered concrete specimens | al. 2005 [61]
Pzeudo-
monas ) .

Removal of phenantrene deposit Saiz-Jimenez,

22 | and Protecbacteria
Bacillus from weathered stones 1947 [62]
sp.

Pseudo- ) )

21 | menas Proteshacteria Removal of nitrates from the weathe- | Ranalli et al_,
sp. red stones 1947 [63]
Pzeudo-

Zamarrefio et

24 smpnnas Protecbacteria | Limestone consolidation al., 2009 [35]
Acineto- Zamarrefio et

25 Bactar Protecbactera | Limestone consolidation al., 2009 [35]

) Reduction in water absorption of )

26 ::chis Actinobacteria “Pietra di Lecce”, a calcareous stone E;;g[i?l”

thereby rendering consolidation

Tabla 5: Bioprotectores de los monumentos patrimoniales (Dakal & Cameotra, 2012)

Las bacterias del filo Fimicutes, principalmente, Bacillus, producen una precipitacion de carbonato calcico
impulsado por la ayuda de la enzima ureasa, operando anaerobicamente. La precipitacion formada recibe el
nombre de Biocemento.

Entre las pertenecientes al filo Proteobacteria, se encuentran reductoras de sulfato y azufre (reduciendo a
sulfuro) y reductoras de nitrato (reduciendo a nitrégeno gaseoso o a 6xido nitroso). Esta caracteristica es
muy util en multitud de situaciones, como por ejemplo, en las estatuas de marmol que se encuentran a la
intemperie, vulnerables a las adversidades ambientales y a la lluvia acida. El acido sulfarico de la [luvia acida
reacciona con el carbonato calcico del marmol y lo transforma en sulfato calcico dihidratado, mas conocido
como yeso. Gauri y colaboradores comprobaron el papel de las bacterias reductoras de sulfato en la
eliminacion de las incrustaciones de yeso de una estatua de marmol al convertir el yeso en calcita. (Dakal &
Cameotra, 2012).
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4.2 PROCESO DE BIOMINERALIZACION

La mineralizacion de carbonato de calcio bacteriano estd regulada por cuatro factores clave (Narvasi,
Mastromei, & Perito, 2020):

e  Concentracion de calcio.
e Concentracion de carbono inorganico disuelto.
e  Grado de acidez o alcalinidad del medio.

e Disponibilidad de sitios de nucleacion.

El principal tipo de bacterias empleadas en los procesos de biomineralizacion son las mixobacterias
(bacterias gramnegativas que se deslizan por el suelo). Las células de estas mixobacterias son bastones largos
y delgados con una longitud de 3-12 um y un didmetro de 0,7-1,2 pm (Ilustracion 16a). Son especialmente
abundantes en suelos ricos en materia organica como suelos cultivados y madera en descomposicion. Las
mixobacterias viven formando grandes comunidades conocidas como enjambres y se alimentan degradando
una gran variedad de macromoléculas como proteinas, almidon, lipidos, 4cidos nucleicos e incluso celulosa
ya que producen una gran variedad de sustancias hidroliticas extracelulares. Ademads, disponen de recursos
de adaptacion al medio que le permiten sobrevivir. Si el medio tiene suficiente aporte de nutrientes siguen
un ciclo de vida vegetativo en el que las células se alargan y se dividen por fision binaria dando lugar a dos
células hijas. Por el contrario, cuando las condiciones son adversas y no disponen de los nutrientes
necesarios, las células inician un ciclo de desarrollo, que es muy singular entre los procariotas: las células
dentro de un enjambre se mueven hacia ciertos puntos originando estructuras multicelulares, que se conocen
como cuerpos fructiferos, observables a simple vista (Ilustracién 16b). Dentro de los cuerpos fructiferos, las
células se diferencian y originan mixosporas, etapas latentes y resistentes a diversas condiciones de estrés
como la desecacion, la irradiacion UV y la sonicacion. (Jiménez-Lopez, Jroundi, Rodriguez-Gallego, Arias,
& Gonzélez-Mufioz, 2007)

b)

Ilustracion 16: a) Microfotografia de microscopia electronica de barrido (SEM) de células vegetativas de Myxococcus xanthus.
(La barra representa 2 um). b) Microfotografia SEM de un cuerpo fructifero de M. xanthus. (La barra representa 10 um)
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421 Produccion de carbonatos:

Los dos tipos de polimorfos mas comunes del carbonato de calcio son la calcita y la aragonita. Sin embargo,
se ha descubierto recientemente, gracias a ensayos en laboratorio, que la formacion de vaterita es mas comin
de lo que se creia. Pero no es el unico descubrimiento al que se ha llegado: la vaterita puede conducir a una
mejor compresion de la mineralizacion del carbonato procedente microbiano y ayudar a detectar indicios de
vida, tanto en la Tierra como en otros planetas. Ademas, puede solucionar el problema del polimorfismo del
carbonato de calcio, ya que se ha demostrado que M. xanthus tiende a inducir la precipitacion de vaterita
principalmente, el polimorfo mas estable del carbonato de calcio (Jiménez-Lopez, Jroundi, Rodriguez-
Gallego, Arias, & Gonzélez-Muiioz, 2007).

La vaterita inducida por A. xanthus muestra una morfologia esferoidal y similar a la de las lentejas, como se
muestra en la siguiente ilustracion:

Hlustracion 17: a) yb) Microfotografias SEM de cristales de vaterita inducidos por M. xanthus en medio de cultivo M3-P. (La
barra representa 5 um). La vaterita muestra una morfologia esférica y una apariencia similar a la de las lentejas.

El mecanismo de precipitacion de carbonatos mas sencillo de controlar que permite producir grandes
cantidades en poco tiempo es a través de la hidrolisis de la urea, llevado a cabo por bacterias ureoliticas.
Durante la actividad de la ureasa microbiana, se produce la reaccion intracelular que se expone a
continuacion, en la cual un mol de urea se hidroliza a 1 mol de amoniaco y 1 mol de carbamato, que se
hidroliza espontdneamente para formar acido carbonico y otro mol adicional de amoniaco (Dhami,
Sudhakara Reddy, & Mukherjee, 2013).

Ecuacion 18: Hidrolisis de la urea 1:

bacteria
CO(NH,), + H,0 —— NH,COOH + NH,
Ecuacion 19: Hidrolisis de la urea 2:
NH,COOH + H,0 — NH; + H,CO05

Los productos resultantes se equilibran en agua, formandose asi 1 mol de amonio y aniones de hidroxido
que se traducen en un aumento del pH del medio, y el carbonato reacciona con calcio para formar el
carbonato de calcio en esas condiciones de alcalinidad, segun las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 20: Formacion de carbonato a partir de dcido carbonico:
H,CO3 — 2H* + 2C0%~
Ecuacion 21: Formacion de aniones de hidroxido que elevan el pH del medio:
NH; + H,0 —— NH; + OH™
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Ecuacion 22: Formacion de carbonato de calcio a partir de carbonato. (Ksp es la constante del producto de solubilidad):
Ca** + €03~ ——CaC0;  (Ksp = 3.8x107%)

Existen algunas cepas microbianas aerobias gramnegativas que solo pueden utilizar aminoacidos como su
unica fuente de energia para iniciar la biomineralizacion del carbonato de calcio. Como se muestra en la
[lustracion 18, el dioxido de carbono y el amoniaco se producen por desaminacion oxidativa de aminoacidos.
El amoniaco (ecuacion 21) aumenta la alcalinidad en el microambiente alrededor de la célula, mientras que
el CO; se disuelve y se transforma en HCO5 0 COs* a un pH mas alto. Aqui también, la presencia de calcio
y un ambiente alcalino favorece la precipitacion de carbonato calcico por nucleacion heterogénea en las
paredes celulares bacterianas (Rodriguez-Navarro et al. 2003).

-+3—> + 3+ (3

Alkaline
conditions

2.0
W 2ico, B c.co Mvo [ co.

Tlustracion 18: Proceso de bioprecipitacion de carbonato cdlcico a partir de aminodcidos (Jroundi, Gonzalez-Muiioz, &
Rodriguez-Navarro, 2021)

Se atribuye a las bacterias que su principal funcion es crear el ambiente alcalino para favorecer la reaccion
principal a través de diversas actividades fisiologicas. Pero lo cierto es que, ademas de esta funcion, también
es importante para la precipitacion del calcio: las bacterias contienen en su superficie grupos cargados
negativamente, lo que, a un pH neutro, haria que los iones metalicos con carga positiva se unan a ella,
favoreciendo la nucleacion heterogénea (Béuerlein, 2003). De esta forma, los cristales de carbonato se
desarrollan sobre la pared externa de las células bacterianas por estratificacion sucesiva. Tras un tiempo, la
célula bacteriana queda encapsulada, limitando la transferencia de nutrientes y acabando en la muerte celular.

1lustracion 19: Proceso de formacion de carbonato de calcio sobre la pared bacteriana inducido por la urea. DIC es el
carbonato inorgdnico disuelto y AMM el amoniaco (Muynck, Belie, & Verstraete, 2009).
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La precipitacion del CaCOj3 en un medio urea-CaCl, se produciria de la siguiente forma:

Ecuacion 23: Captacion del ion de calcio por la bacteria:

Ca*t + Cell— Cell — Ca?*
Ecuacion 24: Formacion del carbonato y cloruro amonico:
Cl™ + HCO® + NH; ——— NH,Cl + C03~
Ecuacion 25: Formacion de carbonato de calcio en la superficie de la célula:

Cell — Ca** + CO3~ ——— Cell—CaCO0y

Algunos autores ponen en duda el papel de bacterias, opinando que se trata de un subproducto indeseado y
accidental del metabolismo bacteriano (Knorre & Krumbein, 2000)

4.3 ENSAYOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los tratamientos convencionales, tanto organicos como inorganicos, empleados para la consolidacion de
piedras ornamentales, tienen varias desventajas: incompatibilidad a largo plazo del sustrato y el cemento
nuevo utilizado para la consolidacion, taponamiento de poros inducidos por el nuevo cemento, aceleracion
de la alteracion de la piedra, etc. Las incompatibilidades observadas han propiciado la busqueda y desarrollo
de nuestros tratamientos de conservacion para la proteccion de consolidacion de la piedra, siendo los
métodos biologicos mas adecuados que los tradicionales. Pero, ;son éstos realmente la mejor opcion? A
continuacion, se exponen unos ensayos en los que se determina la viabilidad de estos métodos evaluando
diferentes caracteristicas de la piedra en diferentes circunstancias tratada con biomineralizacion.

4.3.1 Consolidation of quarry calcarenite by calcium carbonate precipitation induced by
bacteria activated among the microbiota inhabiting the stone (Jimenez-Lopez, Jroundi,
Pascolini, Rodriguez-Navarro, & al., 2008)

En el afio 2008 la Universidad de Granada llevo a cabo un estudio sobre piedra caliza sin eliminar la
comunidad bacteriana natural de la misma. El carbonato de calcio que se producia era compatible con el
sustrato y consolido la piedra sin taponar poros. Se trata del primer estudio que propone el uso de un medio
de cultivo bacteriano no inoculado en la consolidacion de piedras. La aplicacion de los medios de cultivos
especificados en este estudio se propone como un procedimiento en la proteccion eficaz de la piedra caliza
ornamental.

4311 Materiales y métodos

Los experimentos de biomineralizacion se realizaron sumergiendo losas de piedra esterilizadas y no
esterilizadas en dos medios de cultivos diferentes: uno estéril y otro inoculado con M. xanthus. El medio de
cultivo activa de forma focalizada entre todos los microorganismos existentes en la piedra, aquellos con
potencial para precipitar carbonato de calcio y, por tanto, aumentar la consolidacion del material tratado.

Para evaluar el potencial de precipitacion de carbonato de calcio de las bacterias activadas de la comunidad
microbiana y los efectos sobre la consolidacion, se utilizaron variaciones en propiedades quimicas del medio,
asi como propiedades fisicas y mecanicas de la piedra.
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1. Losas, indculo y medios de cultivo

Para las pruebas de biomineralizacion se utilizé piedra calcarenita de cantera de La Escribania (Escuzar,
Espatia), una piedra caliza bioclastica porosa. El sur de Espafia, mas concretamente la zona de Granada y
sus alrededores, es muy conocido por su legado arquitectonico y escultorico, con el material de construccion
predominante, la calcarenita, extraida de la cantera de Escuzar. El edificio ornamental méas antiguo en el que
esta documentado el uso de calcarenita de la cantera de Esctizar data del siglo VIII. Se opt6 por utilizar
piedra de este lugar debido a la importancia de esta cantera y la posibilidad de que de ella salieran nuevas
piedras para reemplazar las piedras dafiadas.

Se cortaron 36 losas de piedra de 2x5x0,5 cm con una sierra de diamante y se pesaron. Se esterilizaron 18
placas de piedra y las otras 18 no. Para minimizar la alteracion, se esterilizaron calentando las losas con
vapor de agua a 100 °C durante 1 hora, 4 dias seguidos, con almacenamiento intermedio a temperatura
ambiente.

El microorganismo utilizado fue M. xanthus (cepa 422 proporcionada por la Coleccion Espaiiola de Cultivos
Tipo, Burjasot, Valencia, Espafia). Para la preparacion del indculo, se cultivo M. xanthus en medio liquido
CT (Rodriguez-Navarro et al., 2003). Se incub6 en un agitador rotatorio (18.85 rad s) durante 48 h a 28 C°
para alcanzar una fase tardia de crecimiento exponencial con una densidad celular de aprox. 3x10® células
ml,

Las pruebas de biomineralizacion se realizaron en tres medios liquidos:

e M-3 [1 wt% Bacto Casitone, 1 wt% Ca(CH,COOQO),-4H,0, 0,2 wt% K,COs3-1/2H,O en agua
destilada, pH 8; Rodriguez-Navarro et al., 2003]

e  M-3P [1wt% Bacto Casitone, 1 wt% Ca(CH>- COO),-4H;0, 0,2 wt% K>CO;-1/2H,0, 10 mM
tampon de fostato en agua destila, pH 8; Rodriguez-Navarro et al., 2003]

o (CC 0.3 wt% Bacto Casitone, 0.4 wt% Ca(CH,COQ),-4H>0, 0,1 wt% CaCI2 0.3% NaHCO3, 0,1
wt% extracto de levadura en agua destilada, pH 8; Ben Chekroun, 2000].

Se prepararon medios de cultivo sélidos M-3, M-3P y CC anadiendo agar-agar al 18% en peso al medio de
cultivo liquido.

2. Procedimientos experimentales

Se llenaron quince matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio de cultivo liquido M-3 filtrado. A
continuacion, el medio de cultivo se esterilizé en autoclave durante 20 min a 120°C. Una vez esterilizados,
seis de los matraces Erlenmeyer, que contenian M-3 estéril, se inocularon con 2 ml de cultivo de M. xanthus,
quedando sin inocular los nueve restantes.

De los 6 inoculados, en tres de ellos se introdujeron calcarenita estéril (una losa por frasco), mientras que en
los tres restantes se introdujeron tres placas de calcarenita no estéril. Con respecto a los nueve matraces sin
inocular, tres no recibieron losas (control), tres recibieron losas estériles y tres recibieron losas no estériles.

Este mismo procedimiento se llevo a cabo con los otros dos medios de cultivo (M-3P y CC).

Todos los matraces Erlenmeyer se incubaron en la oscuridad a 28°C durante 30 dias en un agitador rotatorio
a 5,97 rad/s. La tasa de evaporacion se midio pesando cada matraz cada 24 h.

Todas las losas (tanto esterilizadas como no esterilizadas) que estan sumergidas en cualquier medio de
cultivo se denominan aqui "losas tratadas" frente a las losas "no tratadas", que son losas en bruto a las que
no se les dio ningtin tratamiento.

A intervalos de tiempo predeterminados (0, 1, 3, 5, 7, 10, 15 y 30 dias) se extrajo una alicuota de 7 ml de
medio de cultivo de los matraces Erlenmeyer en condiciones asépticas. Se preparo una serie de diluciones
decimales a partir de 500 pl de la muestra y luego se coloco un volumen de 100 ul de cada dilucion en los
correspondientes medios de cultivo solidos M-3, M-3P y CC esparciendo el volumen de manera homogénea
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sobre la superficie de la muestra. Se incubaron placas de Petri que contenian medios de cultivo inoculados a
28°C durante 4 dias. Se realizé una siembra en medio de cultivo solido para determinar el tamafio de la
poblacion bacteriana. El resto de la alicuota se filtr6 a través de una membrana Millipore de 0,2 micras y se
mantuvo en refrigeracion en viales sellados para andlisis quimico. Al final del experimento (30 dias), se
retiraron 2 ml del medio de cultivo de los matraces en condiciones asépticas y se centrifugaron a 1571,05
rad/s durante 5 min, y el sedimento se almacend a -80°C para analisis moleculares adicionales de la
microbiota creciendo en los medios de cultivo. Se recogieron losas de piedra, se enjuagaron dos veces con
agua destilada y se secaron en un horno a 40°C durante 48 h. Finalmente, se pesaron.

4.3.1.2 Resultados y discusion

Los medios de cultivo utilizados en los experimentos tenian una composicion particular que debia cumplir
con dos objetivos importantes: (1) promover el crecimiento de esas bacterias, entre la comunidad microbiana
que habita la piedra, capaces de inducir la precipitacion de carbonato calcico; y (2) para prevenir la
produccion de acidos que pueden formarse debido a la naturaleza de la actividad metabolica de las bacterias
activadas, ya que la produccion de acidos detendria la formacion de carbonato de calcio y/o conduciria a la
disolucion del carbonato de calcio previamente formado. Para ello, se excluyeron los carbohidratos del
medio de cultivo, mientras que se introdujo una digestion pancreatica de caseina (y extracto de levadura en
medio CC) como fuente de carbono y nitrogeno. La eliminacion de carbohidratos como fuente de carbono
excluyo el crecimiento de microorganismos que producen acidos organicos como resultado del metabolismo
de esos carbohidratos, y se foment6 el crecimiento de aquellos que usan aminoacidos. Esto es importante ya
que la desaminacion oxidativa de los aminodcidos da como resultado una liberacion de amoniaco, que
alcaliniza el medio de cultivo, y es esta alcalinizacion la que luego favorece la formacion de carbonato
calcico.

Ademas, la alcalinizacion limita el crecimiento de hongos, que preferentemente crecen en condiciones mas
acidas.

Cabe sefialar que la mayoria de los métodos propuestos hasta ahora para consolidar piedra ornamental
basados en la aplicacion de un medio de cultivo inoculado con bacterias utilizan medios de cultivo que
contienen una cantidad considerable de carbohidratos.

No se detectd crecimiento en los medios de cultivo estériles que contenian calculos estériles y solo se detectd
el crecimiento de M. xanthus en medios de cultivo inoculados con M. xanthus que contenian calculos
estériles. Esto indica que el método de esterilizacion utilizado fue eficaz. Por el contrario, se detectd
crecimiento microbiano en los medios de cultivo solidos inoculados con muestras recolectadas de
experimentos que contenian placas no estériles sumergidas en medios de cultivo estériles e inoculados con
M. xanthus, lo que indica que esos medios de cultivo fueron capaces de activar las bacterias pertenecientes
a la comunidad microbiana de la piedra

Se realizo una identificacion filogenética de las bacterias activadas con el fin de evaluar si la aplicacion de
los medios de cultivo habia potenciado el crecimiento de algin microorganismo que pudiera ser
potencialmente peligroso para la consolidacion del material. En la piedra sin tratamiento, se detectaron
bacterias presentes en acuiferos contaminados y relacionadas con la contaminacion fecal. Sin embargo, al
estudiar la piedra con el tratamiento, aparecieron bacterias grampositivas de baja G+C, miembros de las
Bacillales y Oceanobacillus, que son bacterias que pueden usar aminodcidos como fuente de carbonato de
calcio, siendo altamente efectiva su contribucion. Ninguna de las bacterias activadas parece ser
potencialmente peligrosa para la consolidacion del calculo.

El estudio de la produccion de carbonato de calcio por las diferentes bacterias aisladas de los medios de
cultivo en los que se trataron los calculos no estériles muestra que todos los aislados fueron capaces de
inducir la precipitacion de carbonato de calcio en los medios de cultivo M-3 y M-3P. La tinica diferencia fue
en el momento en que cada aislado produjo los cristales y la masa relativa de produccion de carbonato
(Tablas 6y 7). Se observaron tipos de colonias similares en los dos medios de cultivo. Las diferencias entre
ellos se relacionaron con la cantidad relativa de cristales producidos, que fue mayor en M-3 que en M-3P.
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Los cristales comenzaron a aparecer dentro de la colonia. Durante las primeras etapas aparecieron
principalmente en los bordes, pero con el tiempo, la produccion de cristales de carbonato de calcio se
extendio a toda la colonia e incluso a los medios de cultivo que la rodean. Dado que la produccion de cristales
de carbonato de calcio ocurre como resultado del metabolismo bacteriano, ocurrira donde los metabolitos
estan mas concentrados (dentro de la colonia) y luego en cualquier lugar (en la colonia o incluso en el medio
de cultivo). El hecho de que todas las bacterias aisladas de los medios de cultivo (M-3 y M-3P) en los que
se sumergieron los célculos no estériles fueron capaces de inducir la precipitacion de carbonato calcico en
esos medios es muy importante, ya que demuestra que (1) la aplicacion de los medios de cultivo
especificados en nuestro estudio solo activa el crecimiento de bacterias productoras de carbonato de calcio
entre la comunidad microbiana que habita la piedra; y (2) dicha activacion tiene un papel favorable en la
consolidacion del calculo.

Isolate Calcium carbonate production over time (days)

1 4 L]
Mst-a ++ ++ +++
Mst-b +=+ +=t +++
Mst-c + + = +++
Mst-e + 4 ++4
Mst-d* - - _

= No crystals detected.
+2 Low production of crystals.
++: Moderate production.
+++: Intensive production.
* The isolate Nst-d produced crystals of calcium carbonate at 10 days.

Tabla 6: Produccion de cristales de carbonato de calcio a lo largo del tiempo por aislamientos de experimentos que contienen
calcarenita no estéril sumergida en medios de cultivo estériles M-3 y M-3P

Isolate Calcium carbonate production over time (days)

1 4 6
Mst + Mx-a - - -
Mst + Mx-b -+ - -
Nst + Mx-c + + +
Mst + Mx-d -+ -+ -
Nst + Mx-e + -+ — 4=

: Mo crystals detected.
+: Low production of crystals.
++: Moderate production.
+++: Intensive prodwction.

Tabla 7: Produccion de cristales de carbonato de calcio a lo largo del tiempo por aislamientos de experimentos que contienen
calcarenita no estéril sumergida en medios de cultivo M-3 y M-3P inoculados con M.xanthus

4.3.1.3  Evolucion de la quimica de los medios de cultivo

Los valores de pH de los medios de cultivo estériles que no contenian placas de piedra (controles) fueron
casi constantes durante todo el experimento. Las variaciones estuvieron en el rango de + 0,1 unidades de pH.
Los valores de pH de los medios de cultivo estériles que contienen placas estériles variaron dentro de +0,3
unidades de pH y fueron mas bajos que los de los controles. Sin embargo, este no fue el caso de las pruebas
que contenian placas estériles en las que los medios de cultivo se inocularon con M. xanthus. En el altimo
caso, los valores de pH oscilaron dentro de los primeros 10-15 dias y luego aumentaron drasticamente a
valores finales de 9.62, 9.00 y 9.69 a los 30 dias para las pruebas de M-3, M-3P y CC, respectivamente. Los
valores maximos de pH se observaron en medios de cultivo inoculados con M. xanthus que contenian
calculos no estériles, alcanzando valores finales de 9,85, 10,37 y 10,28 para los medios de cultivo M-3, M-
3P y CC, respectivamente. Se midieron tasas de evaporacion de aproximadamente 0,5 ml al dia a lo largo
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de todo el curso de los experimentos.

En cuanto a la formacion de carbonato de calcio, se puede determinar mediante la disminucion de los valores
de Caryg) a lo largo del tiempo.

Solo se detectd una ligera disminucion en Carag)en los experimentos de control (con la excepcion del medio
de cultivo M-3), mostrando una precipitacion limitada de carbonato de calcio. En losas estériles que
contienen M-3 estériles hubo una disminucion en Carqgde 43% con respecto al valor inicial, mientras que
en losas estériles que contienen M-3P y CC estériles, las reducciones en Carag fueron inferiores al 5%. Por
el contrario, se observo una disminucion del 98% de los valores iniciales en las pruebas en las que M. xanthus
y / 0 la comunidad microbiana estaban presentes, lo que demuestra una precipitacion de carbonato de calcio
muy notable. Esta disminucion se produjo principalmente durante los primeros 15 dias del experimento,
permaneciendo los valores casi constantes a partir de entonces. En resumen, la disminucion de Carag) fue
mas importante en la siguiente secuencia (de mayor a menor): (a) medios inoculados con M. xanthus que
contienen calculos no estériles: (b) medios de cultivo estériles que contienen calculos no estériles: (¢) medios
inoculados con M. xanthus que contienen calculos estériles; y finalmente. (d) medios de cultivo estériles que
contienen calculos estériles. Sin embargo, los valores finales para (a), (b) y (c) son muy similares (Ilustracion
20). Por tanto, la presencia de M. xanthus y/o bacterias activadas de la comunidad microbiana del célculo
parecen ser cruciales para inducir una precipitacion notable de carbonato de calcio.

Caraq y los datos de pH demuestran que la presencia de estas bacterias activadas produjo la alcalinizacion
que propicio la precipitacion del carbonato de calcio. Aunque se observaron aumentos en los valores de pH
cuando M. xanthus o la comunidad microbiana estaban presentes, fue en su presencia combinada donde tales
aumentos fueron mas importantes. Estos resultados sugieren que entre M. xanthus y la comunidad
microbiana de piedra existe un esfuerzo cooperativo en la mejora de la precipitacion de carbonato de calcio.

Tlustracion 20: Imdgenes microscopicas opticas de colonias de diferentes aislamientos que muestran produccion de carbonato
cdlcico, (a) colonia con produccion considerable de carbonato cdlcico; (b) notable precipitacion de carbonato de calcio dentro
de la colonia y también en el medio de cultivo circundante; (c) borde de una colonia que muestra una intensa precipitacion de
carbonato de calcio; (d) precipitacion intensa de carbonato de calcio en el interior y los bordes de una colonia e incluso en el
medio de cultivo adyacente; (e): colonias que muestran pocos cristales de carbonato de calcio: (f) colonias que muestran una
produccion notable de carbonato de calcio. Las dreas mineralizadas dentro de las colonias aparecen oscuras.
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Tlustracion 21: pH y concentracion de calcio medidos en el medio durante el transcurso del tiempo de los experimentos para M-
3: (@) y (d), para M-3P: (b) y (e) y para CC: (c) y ()

Curiosamente, y como ocurri6 en el caso del pH, aunque la precipitacion de carbonato de calcio ocurrid
cuando M. xanthus y / o la comunidad microbiana estaban presentes en la solucion, dicha precipitacion se
incremento en presencia de ambos. En todos los casos, 1a comunidad microbiana que habita la piedra parece
favorecer la precipitacion de carbonato de calcio de una manera mas eficiente que M. xanthus.

4.31.4 Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que los medios de cultivo probados fueron capaces de activar solo
bacterias productoras de carbonato de calcio dentro de la comunidad microbiana de la piedra caliza porosa
probada.

Aunque ha quedado demostrado en la calcarenita de la cantera de Escuzar, también puede emplearse con
€xito en piedra de una gama mas amplia de ubicaciones, ya que las bacterias productoras de carbonato se
encuentran comunmente en ellas.

Una de las ventajas de este método es que no introduce ningin microorganismo nuevo en el calculo que se
esta tratando. Esto puede ser menos arriesgado que el método utilizado anteriormente para consolidar piedra
ornamental mediante la aplicacion de un medio de cultivo inoculado con bacterias.

4.3.2 Consolidation of ornamental stone by microbial carbonatogenesis (Jroundi, E.J.,
Rodriguez-Navarro, & Gonzalez-Muiioz, 2010)

La misma Universidad de Granada también estudid en el afio 2010 el tratamiento aplicado en diferentes
zonas del Monasterio de San Jeronimo en Granada (Espafia), edificio datado del siglo XVI. Promovio el
desarrollo de bacterias heterotrofas capaces de inducir carbonatogénesis, sin alterar el aspecto de la superficie
de la piedra ni inducir efectos secundarios.
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4.3.21 Materiales y métodos

1. Piedra

Se realizaron tratamientos de consolidacion in sifu sobre diferentes zonas de la piedra que presentaban
diferente grado de alteracion. La piedra con la que esta construido el monasterio es calcarenita biocléstica
de color beige extraida de las canteras de Santa Pudia (Escuzar, Granada). Tiene una porosidad media de
aprox. 28% y un grado limitado de cementacion, lo que hace que sea muy susceptible a los factores
ambientales.

2. Tratamiento

Los tratamientos se realizaron en dos zonas que se diferencian por su posicion -ya que se encuentran a
diferente altura respecto del suelo y con diferente orientacion-, el grado de alteracion de la piedra y la
presencia de sales:

e La primera zona tiene orientacion sureste y se localiza a 20 m de altura en el Abside de la Capilla
de San Jeronimo. En este sector, los bloques de piedra muestran desintegracion granular (lijado),
picaduras en la superficie y una pérdida general de relieve superficial. A efectos practicos, a lo largo
de este ensayo se le llamar4 a esta zona como “Abside”.

e [a segunda zona tratada estd ubicada a nivel del suelo (Puerta en el area del patio) y muestra un
lijado més extenso y una pérdida masiva de granos de piedra. Esta zona esté afectada por una intensa
erosion salina. A esta area se le llamard “Puerta”.

En el "Abside", la zona seleccionada se delimitd en tres sectores y en la "Puerta” en dos, realizandose de
manera diferente el tratamiento en el lado izquierdo y el derecho.

Se aplicé agua destilada en el Sector I del "Abside" (control). El Sector II (Abside) y el lado izquierdo de la
"Puerta" recibieron un in6culo de M. xanthus (Cepa ATCC19368 numero 422 de la Coleccion Espaiiola de
Cultivos Tipo) en fase exponencial de crecimiento (~ 10° células / ml) en conjunto con una solucion
nutricional esterilizada M3-P (Rodriguez-Navarro et al. 2003). EI Sector III (Abside) y el lado derecho de la
"Puerta" solo se trataron con M3-P estéril.

La aplicacion de la solucion se realizo mediante la técnica de aspersion (Tiano et al. 2006), realizandose dos
veces al dia durante los 6 dias de tratamiento para mantener una humedad constante. En el caso del
tratamiento con M. xanthus, el indculo se aplico solo el primer dia y se empled M3-P estéril durante los dias
restantes. Las areas tratadas permanecieron cubiertas con una lamina de aluminio/plastico (no en contacto
directo con la superficie de la piedra para permitir la circulacion del aire), para evitar la desecacion durante
el proceso y el impacto directo de la luz solar sobre la superficie de la piedra, durante los 6 dias de tratamiento
mas 3 dias mas hasta que las piedras se secaron por completo.

Para el estudio de la microbiota activada, como consecuencia del tratamiento:

Se recolectaron muestras en el primer y tltimo dia de tratamiento utilizando trozos de papel de filtro estériles
(de 1 x 2 cm de tamafio) colocados durante 5 min en diferentes puntos de las superficies de piedra
humidificadas. Luego, cada papel de filtro se coloco asépticamente en 1 ml de medio de cultivo M3-P para
ser procesado en el laboratorio. Para imitar la situacion de alta concentracion de sal en la piedra en las areas
de "Puerta", ademas de las muestras mencionadas anteriormente, se recogieron otros papeles de filtro de
igual forma pero posteriormente se les agregaron 1 ml de solucion salina (NaCl, 0,9%).

Para estudiar la evolucién de la microbiota con el tiempo:

Se recolectd 1 g de muestra de piedra de cada area antes y después del tratamiento (tras 6 meses y tras 1
afio), y se inocularon diferentes medios de cultivo para analizar el nimero total de bacterias, la presencia de
oxidantes de azufre, de bacterias nitrificantes (Soriano & Walker, 1968), de bacterias productoras de acido
(suplementado el medio de cultivo con una fuente de carbono fermentable) y de hongos. La identificacion
de las bacterias aisladas se realizo mediante técnicas moleculares.
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Para estudiar la evolucién estética:

Se realizaron mediciones de color en varios puntos (al menos tres puntos en cada uno de los cinco Sectores)
utilizando un espectrofotdmetro y geometria de reflectancia difusa.

Para cuantificar el aumento de la dureza superficial:

Se opto por utilizar la denominada prueba de cinta Peeling (Tiano et al. 2006). Se pegaron varios trozos de
cinta adhesiva de 7 x 3,5 cm sobre la superficie a ensayar y se retiraron rapidamente. Esta operacion se
realiz6 antes de que comenzara el tratamiento y después de que se completara. Cada cinta se peso antes y
después de la aplicacion para determinar la cantidad de material eliminado.

La eficacia de consolidacion se calculd como la reduccion de peso del material eliminado después del
tratamiento. Teniendo en cuenta que las cintas adhesivas eliminan los granos de carbonato de la superficie
sueltos o mal cementados, las variaciones en la masa de granos eliminados por las cintas Peeling permiten
cuantificar la consolidacion superficial real conseguida por el tratamiento.

Las muestras de calculos se analizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM) antes y después
del tratamiento.

4.3.2.2 Resultados

1. Bioconsolidacién de piedras

Los resultados de la prueba de la cinta Peeling se presentan en la Tabla 8. El tratamiento con la solucion
nutricional (con y sin indculo de M. xanthus) produjo una reduccion de mas del 50% de pérdida de peso en
comparacion con las areas no tratadas o de control. A pesar de que el calculo de calcarenita es muy
heterogéneo, los resultados demuestran que el tratamiento fortalecio la estructura de la piedra.

Control M. xanthus | M3-P
treatment Ireatment
Apse | 5939 22+19 25+ 10
Ciate | 49 % 39 40 =+ 314 13+7

Tabla 8: Disminucion de peso (g/m?) tras la prueba de cinta Peeling sobre la piedra tratada. Apse es el “Abside” y Gate la
“Puerta”.

Las mediciones de color antes y después del tratamiento de los bloques de piedra de calcarenita no muestran
diferencias significativas en los valores de L, a* y b *(En el espectrofotometro se selecciond el espacio de
color CIE-La*b*). Estos resultados confirman que el tratamiento no altera la apariencia de la piedra
calcarenita.

El analisis SEM muestra una gran diferencia entre calculos de control y tratados (Ilustracion 22). Las piedras
tratadas muestran la presencia de grandes capas biomineralizadas de sustancias exopoliméricas que cubren
los granos de carbonato de la superficie de la piedra.

Tlustracion 22: Muestra de piedra del "Abside". A) Antes del tratamiento; B) Tratada con M3-P + M.xanthus; C) Tratada
unicamente con M3-P. Escala de la barra: 4 micras
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2. Bacterias activadas durante el tratamiento

El recuento de colonias de muestras recolectadas de las areas tratadas, asi como los porcentajes de bacterias
carbonatogénicas se muestran en las Tablas 9 y 10. Se observa que la carga bacteriana aumento6 con los dias
de tratamiento, produciendo y la mayoria de estas bacterias cristales de carbonato de calcio. En el caso de
las colonias bacterianas aisladas de las areas con alta concentracion de sal, el 86,28% pudo crecer en medio
M3-P.

A B

T=0 days 233x 10 21x10

Counting T=6days | 36x10° | 3&x10°
% Carbonatogenic bacteria 9545 97.36

Tabla 9: Recuento de colonias bacterianas (ufc/ml) y % de bacterias carbonatogénicas en el “Abside”. A) Tratada con
M.xanthus + M-3P; B) Tratada vinicamente con M-3P

Al Bl A2 B2
T=0 13x 12x | 2.66x 1.33x
Countin - 10" 10 10
B T=6 35x | 272x | 356x | 256x
days 10! iy 10! 1!
% Carbonatogenic | 86.36 | 9824 | 92.68 95
bacteria

Tabla 10: Recuento de colonias bacterianas (ufc/ml) y % de bacterias carbonatogénicas en la “Puerta”. A) Tratada con
M.xanthus + M-3P; B) Tratada uinicamente con M-3P. A1,B1) Inoculadas en medio solido M3-P; A2,B2) Inoculadas en medio
solido MH (para muestras de las dreas salinas)

3. Evolucion de la microbiota después del tratamiento

El nimero total de bacterias no se alter6 (-5 x10 ufc /ml). Ademas, no se detectaron oxidantes de azufre,
bacterias nitrificantes u hongos después del tratamiento. En la Tabla 11 se muestra el porcentaje de bacterias
que producen acidos.

Acid producing bactena
Treatment M. xanthus + M3-P M3-P
treatment treatment
Before 50% 50%
After 6 months 33% 25%
Adter | vear T1% 0%

Tabla 11: Porcentaje de bacterias productoras de dcido (cultivadas en medio suplementado con glucosa)

Estos resultados muestran que las principales bacterias desarrolladas en el medio M3-P (que no incluye
glucosa) son carbonatdgenicas. Sin embargo, cuando se inoculan en un medio con glucosa, algunas de ellas
pueden producir acidos que pueden provocar efectos indeseados de deterioro. Esto demuestra claramente
que el medio sin glucosa es mas adecuado que el medio que contiene glucosa utilizado en otros estudios.

La identificacion molecular de bacterias aisladas del abside muestra que todas las bacterias cultivables
recolectadas eran heterdtrofas y estaban presentes de forma natural en este entorno. Siendo la mayoria de
ella Proteobacterias.

Los estudios en la zona de la puerta, tanto de la evolucién microbiota como la identificacion bacteriana, no
se han realizado atn en este ensayo.
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4.3.2.3 Conclusiones

Se puedo comprobar (mediante una observacion prolongada hasta tres afios después del tratamiento) que la
consolidacion resultd duradera y eficaz para la piedra calcarenita tratada tras la aplicacion de solucion
nutricional.

Toda la microbiota cultivable activada era carbonatogénica. Existian -y estaban activadas- bacterias
calcificantes en la piedra, independientemente de la presencia de altas concentraciones de sal. No se detecto
desarrollo de comunidades microbianas peligrosas durante o después del tratamiento.

Estos resultados confirman que la activacion con medio de cultivo adecuado (sin glucosa) de la microbiota
carbonatogena que habita en piedras ornamentales de carbonato en descomposicion es un tratamiento de
conservacion eficaz para su aplicacion in situ.

4.3.3 Influence of pore structure on the effectiveness of a biogenic carbonate surface
treatment for limestone conservation (De Muynck, Leuridan, Van Loo, Verbeken, & al.,
2011)

En 2011, la Universidad de Gante realizé un estudio en el que se aplico un tratamiento de biodeposicion
ureolitica a cinco tipos de piedra caliza con el fin de investigar el efecto de la estructura de los poros sobre
el rendimiento protector de un tratamiento de superficie mediante biomineralizacion del carbonato. Este se
evalué mediante procesos de transporte y degradacion, visualizandose la profundidad a la que llega el
tratamiento por medio de microtomografia.

El tamafio de los poros afecta en gran medida a la adsorcion bacteriana y, por lo tanto, la ubicacion y la
cantidad de carbonato precipitado. Este estudio indicd que en la piedra macroporosa, la formacion de
carbonato biogénico ocurrié en mayor medida y a mayores profundidades que en la piedra microporosa. Por
tanto, se alcanzé mayor rendimiento protector en las muestras macroporosas.

Hasta ahora, en muchos estudios de biodeposicion, la distribucion de cristales biogénicos se evalu6 solo
mediante la investigacion microscopica de la superficie exterior. En tales experimentos, Zamarrefo et al.
(2009) observaron que los cristales biogénicos se formaban preferentemente alrededor y dentro de los
espacios porosos abiertos. Su tratamiento de biodeposicion dio como resultado una disminucion del tamafio
de los poros de aproximadamente un 50% sin bloquear los poros completamente, y a partir de esta
informacion, los autores concluyeron que su tratamiento era seguro para fines de conservacion.

Sin embargo, existen muy pocos estudios que aborden la formacion de cristales biogénicos por el interior de
la piedra. A partir de un analisis de microscopia electronica de barrido (SEM) de secciones transversales de
piedra tratada con biodeposicion, se ha observado precipitacion a profundidades de aproximadamente 100
um para el tratamiento con Calcite Bioconcept. Rodriguez-Navarro et al. (2003) observaron precipitacion a
profundidades superiores a 500 um en una calcarenita bioclastica macroporosa, pero no profundizaron en la
relacion que existe entre la profundidad de penetracion y el desempefio del tratamiento de biodeposicion.
Considerando todo lo anterior, parece que el efecto de consolidacion de muchos procedimientos de
biodeposicion sera bastante limitado en profundidad.

Para todo tipo de tratamientos superficiales, la profundidad de penetracion depende de una variedad de
parametros: las condiciones climatologicas, la viscosidad. tension superficial, velocidad de deposicion,
procedimiento de aplicacion y velocidad de evaporacion del disolvente. También hay que tener en cuenta
que afectara a la profundidad de penetracion ya que condiciona el transporte de liquidos dentro de la piedra,
asi como el de las bacterias (que también se vera afectado por la absorcion de las bacterias a la matriz
mineral).

El transporte de bacterias se produce en poros cuyo diametro es aproximadamente dos veces mayor que el
de las bacterias, mientras que la adsorcion de bacterias se rige por una variedad de factores fisicos (medio
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poroso, temperatura y tasa de transporte), quimicos (pH) y microbiologicos (hidrofobicidad, cargas
superficiales, etc.).

El objetivo de este estudio fue investigar como la estructura de los poros influye en la profundidad de
penetracion y en el rendimiento de un tratamiento de biomineralizacion.

4.3.31  Materiales y métodos

1. Microorganismos

Las bacterias utilizadas fueron Bacillus sphaericus LMG 22257 (Colecciones coordinadas belgas de
microorganismos, Gante, Bélgica). El medio de cultivo liquido utilizado consistié en 20 g/litro de extracto
de levadura y 20 g litro de urea, estabilizandose en autoclave durante 20 min a 120 ° C. Se afadi6 urea
después de esterilizar en autoclave mediante filtracion a través de un filtro estéril de 0,22 um.

En todos experimentos, los cultivos de B. sphaericus se obtuvieron a partir de un cultivo madre a 80 ° C. Se
incubaron durante 24 ha 28 © C en un agitador a 100 rpm. El cultivo se realizé en condiciones estériles.

2. Piedras

Se realizaron experimentos en cinco tipos de piedra caliza francesa, incluidos Massangis, Euville y Aubigny,
con menor porosidad, y Savonniéres y Avesnes, con mayor porosidad. Estas fueron seleccionadas basandose
en la disponibilidad y el uso histérico del Patrimonio belga, ademads de procurar que tuvieran diferentes tipos
de estructuras de poros.

e Aubigny: una piedra caliza oolitica.

e Savonnieres: una piedra caliza oolitica con un cemento de calcita esparcido que contiene entre un
98 y un 99% de carbonato de calcio y esta formado por bioclastos y oolitos con nucleos disueltos.

e Massangis: una piedra caliza oolitica compuesta principalmente de carbonato de calcio, pero puede
haber dolomita y 6xido de hierro. Los nucleos de los oolitos no se disuelven, a diferencia de los de
Savonnieres. Ademas de los fragmentos ooliticos, también se pueden encontrar bioclastos, junto
con un cemento micritico de grano fino.

e Euville: una piedra caliza crinoidea que consta de aproximadamente 98 carbonato de calcio y
contiene una gran cantidad de fragmentos crinoideos que estan cementados por una masa
microcristalina.

e Avesnes: contiene tipicamente todas las cantidades de glauconita, cuarzo detritico, hoclastos y
minerales opacos en un cemento de micrita. Esta piedra puede clasificarse como wackestone
bioclastica.

Para estos experimentos, se cortaron bloques de piedra en probetas de diferentes dimensiones:
e Prismas de 40 x 20 x 10 mm
e Cubos de 40 mm de lado
e C(ilindros de 4 a 5 mm de didmetro y hasta 8 mm de altura.

Antes de todos los experimentos, las muestras se almacenaron en un horno a 80 °C hasta que la variacion
entre pesadas con 24 horas de diferencia fuera interior a 0,1.
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3. Procedimiento de tratamiento por biodeposicion

Para la biodeposicion se incuban las probetas en una sala a 28°C y condiciones estandar al aire libre (no
estériles).

El primer paso realizado fue sumergir los calculos durante 24 horas en un cultivo de B. sphaericus de 1 dia
de edad. Tras esto, las muestras se retiraron de la solucion de cultivo y se limpiaron suavemente con una
toalla de papel para eliminar el exceso de liquido de la superficie.

En el segundo paso, las muestras se sumergieron durante 4 dias en un medio de biodeposicion que contenia
20 g por litro de urea y 50 g por litro de CaCl-2H-O.

En ambos pasos se midio6 el pH de los diferentes liquidos antes y después de la inmersion de las probetas.
Estas se trataron por un lado (inmersion parcial) o por todos los lados (inmersion completa) dependiendo del
parametro de durabilidad a ensayar:

Los cubos se sumergieron completamente (para experimentos de ataque con sal y de congelacion y
descongelacion) o se sumergieron a una profundidad de aproximadamente 1 cm (para experimentos de
absorcion de agua y comportamiento de secado), mientras que los prismas se sumergieron completamente
en recipientes de aluminio conteniendo 200 ml de biodeposicion o medio de cultivo. Los cilindros para
andlisis microtomograficos se trataron junto con los prismas (es decir, completamente sumergidos en los
mismos recipientes al mismo tiempo). A continuacion, las muestras se dejaron secar durante 3 dias a 28°C
antes de ser almacenadas en un horno a 80 ° C hasta obtener un peso constante.

pH?

Stone tvpe (mean 9% porosity = SEM) - - Weight gain
. I;.mlJ L:c;:L:n.;:uL’ . Step 1 Stap 2
Initial Final Imitial Final Absolute (g, % P Relative (%, %"
Less porous
Massangis (9.98 = (L66)
Medium G849 7.73 T41 f.i] 0L07 = 0001 {27) 037 £ 004 (25)
Bacteria in saline .65 7.8 NAY NA L0 = 000 {0 .00 = .00 (0)
Bacteria in culture liguid 045 T80 NA NA 0L03 = U {12) 0.16 = 002 (11)
Biodeposition with supernatant 942 Q.04 741 6.8 009 = 0.02 (34) 046 = 0.09 (31)
Biodeposition with bactenia in saline NN T8 NA 55 0222 = (.03 (83) 1.11 = 0.13 (74)
Biodeposition with bacteria in culture liguid 943 N ND ND 0.27 = 0. 149 = (.04
Aubigny (14.12 = 0L.34)
Medium GRS 7.72 T41 637 0L12 = 001 {22) 071 £ 007 (24)
Bacteria in saline 665 THRS NA NA (L0 = 0.0 (1 002 £ 0.01 (1)
Bacteria in culture liguid 045 7.11 NA NA 00 = 0000 {11) 038 = 0105 (13)
Biodeposition with supernatant 9.42 874 741 6.73 0.21 = 0.03 (38) 1.29 = (.16 (43)
Biodeposition with bactenia in saline NN 785 NA 554 0239 = 003 (T1) 218 = 0,18 (72)
Biodeposition with bacteria in culture liquid 9.43 ND NA ND 055 = 0.02 302 =013
Euville {17.24 = 0.59)
Medium GRS 769 T41 752 011 = 002 {16) 0.67 = 0.14 (20)
Bacteria in saline GBS THRS NA NA (L0 = 0O iy Q.00 = (.03 ()
Bacteria in culture liguid 045 758 NA NA 0.05 = 0.01 (%) 033 = 0105 (10)
Biodeposition with supernatant 9.42 899 741 698 0.17 = 0.02 (26) 1.03 = 0.10 (30)
Biodeposition with bactenia in saline NN 785 T41 5.8 0239 = 004 {61) 215 = 024 (63)
Biodeposition with bacteria in culture liguid 943 N ND ND (.64 = 0,08 340 =029
More porous
Savonnieres { 3092 * (L14)
Medium GRS 76 T41 679 0220 = 0,03 {30) 1.48 = 020 (33)
Bacteria in saline 6.65 7.8 NA NA 000 = 000 () Q.00 = (.03 ()
Bacteria in culture liguid 045 T.65 NA NA 008 = 0L01 {13) 063 =012 (14)
Biodeposition with supernatant 0.42 911 741 6.93 0200 = 0,02 (31) 1.49 = (.13 (33)
Biodeposition with bactenia in saline NN T8 T41 5.74 063 = 005 (97) 473 = 040 (105)
Biodeposition with bacteria in culture liguid 943 N NA ND (.65 = 001 4.51 = 0.05
Avesnes (3210 * 0L05)
Medium GRS T6E T41 678 0,22 = 001 {36) 1.74 = 0,15 (40)
Bacteria in saline 6.65 7.65 NA NA —001 = 000 {—1) =007 = 0.02 (—-2)
Bacteria in culture liguid 045 797 NA NA 0.0 = 002 {16) 0.71 = 0108 {16)
Biodeposition with supernatant 942 897 T41 663 031 = 0,06 (51) 232 + (225 (53)
Biodeposition with bactenia in saline ND ND ND ND ND ND
Biodeposition with bacteria in culture liguid 943 N ND ND (.61 = 0.1 4.34 = (.05

Tabla 12: Aumento de peso de las piedras calizas y valores de pH para diferentes tipos de tratamientos de biodeposicion.
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Caracterizacion de la piedra: La estructura de poros de los diferentes calculos se estudid mediante
porosimetria de intrusion de mercurio (MIP). Los analisis de MIP se realizaron en prismas no tratados,
mientras que la porosidad de los cubos de piedra secados al horno se determindé mediante saturacion con
agua al vacio.

Caracterizacion de la actividad ureolitica en el interior de la piedra: La actividad ureolitica de los diferentes
calculos se determiné mediante medidas de conductividad con un multimetro: Se sumergieron
completamente seis prismas de cada tipo de calculo durante 24 h en un cultivo de B. sphaericus de 1 dia. A
continuacion, los prismas se limpiaron suavemente con una toallita de papel y se almacenaron por separado
en matraces Erlen Meyer que contenian 100 ml de una solucion de urea (20 g/litros de urea y 8,5 g/litros de
NaCl). Los experimentos se realizaron en condiciones estacionarias y no estériles. Se midieron la
conductividad y el pH de la solucion, en momentos puntuales del proceso.

Se realiz0 una caracterizacion de la capa de reposicion mediante un analisis SEM, un analisis
microtomografico por rayos X, un calculo de la variacion de peso mediante la diferencia de peso antes y
después del tratamiento, un analisis espectrofotométrico y un estudio de sonicacion.

4.3.3.2 Resultados

LUrea hryedrolyzed (m) LUkrea hryedroly@ed (mid) Ures hydnalyzed (mkh
250 500y 2m
200 4 mii 400 ol
- S - 180 { - 8
. :
"y . 300 ) .
) W N Baitaa | W o bl 103 4 _ ’
| -~ 10810 | T 10411 f L 4 4 i Massangs
e |f v iAT | ™ v A0 Y Rabigrry
¥ fe 10°B | Soe 1048 w- Ewils
d " B TRy ] | A o Eweonritees
&0 O 17 100 - 1047 Al - Fenran
I . rt:
10wG . . . | o— % & 0 y
0 10 0 30 40 50 o 10 = m 40 E' [ o 10 0 30 40 50 &0
Hewirs: Hours Hours

Tlustracion 23: Influencia del nitmero de células (A), la presencia de calcio (B) y el tipo de piedra (C) sobre la cantidad de urea
hidrolizada por la bacteria B. sphaericus

Como se puede observar en la ilustracion 23, el calculo de cal que se habia sumergido en cultivos de B.
sphaericus mostr6 actividad ureolitca al transferirse a una solucion que contenia urea. La velocidad de
reaccion y la cantidad de urea hidrolizada depende también del tipo de piedra, siendo Massangis y Euville
las de menor tasa (ambas poco porosas)
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—O— Aubigny biodeposition treated —+— Avesnes biodeposition treated
—d&— Euville untreated ~4~ Savonniéres untreated
—&— Euville biodeposition treated ~{»— Savonnikres biodeposition treated
- Massangis untreated

—{— Massangis biodeposition treated

Tlustracion 24:Influencia de la porosidad en la capacidad de absorcion de agua (A y B) y la evaporacion de ésta (Cy D) (en
términos de pérdida de peso) para diferentes tipos de piedra

Todos los célculos tratados mostraron una disminucion de la tasa de absorcion de agua (Ilustracion 24 A'y
B), mientras que se disminuyo6 también la velocidad de secado, acentuandose el efecto en las piedras mas
porosas (Ilustracion 24 C y D).
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liustracion 25:Influencia de la porosidad a la resistencia a la sonicacion (en términos de pérdida de masa provoca por este
fenomeno) para los diferentes tipos de piedra en diferentes medios.

Los célculos tratados mostraron en torno a un 50 % menos de pérdida de peso tras la sonicacion que las no
tratadas, lo que induce a pensar que los cristales de carbonato biogénicos estaban firmemente adheridos a la

superficie de la piedra.
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Tlustracion 26:Influencia de la porosidad al ataque salino (en términos de pérdida de peso tras la congelacion y descongelacion
-menor pérdida de peso supone una mayor resistencia-)

El tratamiento de biodeposicion dio como resultado una mayor resistencia de la piedra al ataque de la sal,
siendo el efecto mas pronunciado para las piedras mas porosas. Los Savonniéres tratados con biodeposicion
permanecieron practicamente intactos después de 15 ciclos de exposicion al sulfato de sodio, pero sigue
siendo un resultado aceptable dado que los calculos no tratados se degradaron en gran medida.

4.3.3.3 Conclusiones:

El objetivo principal que se ha perseguido en este estudio es la influencia de la estructura de los poros en la
profundidad de penetracion, asi como en la eficiencia del tratamiento de biomineralizacion.

La estructura de los poros que presenta una piedra afecta al transporte bacteriano, y por ende a la cantidad y
distribucion de los cristales de carbonato de calcio formado gracias a dichas bacterias. Ademas de la
estructura de poros, este transporte bacteriano depende de la absorcion de bacterias a la matriz mineral. Esto
ultimo, se ve afectado por caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas, pero debido a que todas las
piedras usadas en el ensayo consisten principalmente en carbonato, los factores fisicoquimicos no son los
que mas afectan a la precipitacion biogénica, centrandose asi la atencion sobre aquellos relacionados con la
microbiologia.

Este trabajo de investigacion se ha limitado a evaluar el tratamiento en condiciones controladas y optimas.
En un futuro se plantea el estudio en circunstancias que se asemejen mas a las reales, y se le dara mayor
importancia al tipo de medio de cultivo que tiene una gran influencia en la apariencia visual de la piedra
tratada.

Este es el primer estudio en el que se trata la penetracion del tratamiento de biomineralizacion en la piedra.
Se observaron los mayores efectos de penetracion en Euville y Savonnicres, del orden de 2 mm superior que
en los tratamientos anteriores de biodeposicion.

Aunque se observaron diferencias en la profundidad de penetracion entre los 5 tipos de piedra, no fue asi
para el efecto consolidante, tratados mediante sonicacion. Podria significar que el ensayo de sonicacion no
es lo suficientemente sensible para detectar variaciones en ensayos a esas profundidades.

La mayor cantidad de carbonato biogénico se produjo en la piedra con mayor nimero de poros
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(Savonniéres), siendo razonable el resultado ya que la absorcion de células bacterianas se ve facilitado al
haber un mayor espacio en los poros. Esta mayor presencia de cristales de carbonato dio lugar a una menos
absorcion de agua, lo que supone un aumento en la resistencia ante procesos de degradacion derivados del
agua (congelacion, ataque de sales transportadas por el agua, etc.).
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4.3.4 TABLA RESUMEN DE LOS RESULTADOS OPTENIDOS EN LOS ESPERIMENTOS

Ensayos Ao Tipo de piedra Contenido Medio de cultivo Conclusiones
bacteriano de las
probetas
Consolidation of quarry calcarenite by 2008 - Promueve el crecimiento de bacterias de la piedra que
calcium carbonate precipitation L. . . precipitan carbonato célcico a partir de aminoacidos
induced by bacteria activated among - Estériles -M-3 (liquido'y solido) Evita la f 61 de dcid
the microbiota inhabiting the stone - Sin inocular - M-3P (liquido y solido) - Evita [a formacion de acidos
Calcarenita bioplastica - A mavor pH. mavor consolidacion
- M. xanthus - CC (liquido y s6lido) yOr pti, may 1act
- La alcalinidad producida limita el crecimiento de hongos
- Se consolida la piedra
Consolidation of ornamental stone by 2010 - Mayor dureza superficial con respecto a la piedra sin tratar
microbial carbonatogenesis .
- No se producen variaciones de color
- Blanco - Se aumenta la poblacion bacteriana y el porcentaje de ellas
. . .. que son carbonatogénicas, en concreto, proteobacterias
Calcarenita bioplastica - Sin inocular M-3P
M xanth - Se activan bacterias que precipitan el carbonato
- Vi.xantius independientemente de la presencia de sales
- No se hallan bacterias peligrosas
- Buen método para su aplicacion in situ
Influence of pore structure on the 2011 Calizas menos porosas - Mayor produccion de carbonato biogénico en las piedras con

effectiveness of a biogenic carbonate
surface treatment for limestone
conservation

(Massangis, Euville y
Aubigny) y calizas mas
porosas (Savonniéres y

Avesnes)

B. sphaericus

Levadura + Urea

Tabla 13: Resumen de los ensayos de biomineralizacion
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- Menor absorcion del agua en piedras con mayor numero de
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4.4 ULTIMOS AVANCES

Los ensayos estudiados anteriormente se centran en dos modos de aplicacion de la técnica: la inoculacion de
bacterias externas a la piedra junto a un medio de cultivo favorable para su desarrollo y la inyeccion de un medio
de cultivo estéril que propicie el crecimiento de la comunidad bacteriana autoctona en la piedra a tartar. Sin embargo,
estos dos métodos presentan rendimientos limitados cuando se aplican en situaciones de alta erosion por sal. Se
sabe que la meteorizacion por sal es altamente perjudicial y suele suponer un taponamiento parcial de los poros
debido a las sales solubles, que ademas puede inhibir la proliferacion de bacterias carbonatogénicas.

Como solucion, recientemente se propuso un nuevo modo de aplicacion de esta técnica: se extrajeron muestras de
una piedra dafiada por el ataque de sales y se llevaron a un laboratorio donde se introdujeron en un medio de cultivo.
Transcurridas 24 horas, se habian incubado una gran poblacion de bacterias autoctonas de la propia piedra, que
posteriormente se aplico sobre la pieza original in situ. Los resultados obtenidos fueron mejores, en el caso de piezas
con este tipo de ataques, que con los dos métodos de aplicacion anteriores. Sorprendentemente, tal tratamiento ayuda
a reducir la cantidad de microorganismos nocivos implicados en el biodeterioro, probablemente porque estan en
desventaja competitiva con las bacterias carbonatdogenas activadas selectivamente por el tratamiento. Esto es de
gran interés, ya que implica que el tratamiento de conservacion bacteriana no solo ayuda a proteger y consolidar el
sustrato tratado, sino que también reduce los posibles procesos de biodeterioro microbiano.

La facilidad de aplicacion del segundo método lo lleva a ser el mas funcional en la mayoria de los casos. Sin
embargo, este tercer método seria el recomendable para aquellas situaciones de alto ataque salino. La limitacion de
estos dos métodos radica en la necesidad de presencia de bacterias autdctonas en la piedra, aunque los estudios han
demostrado que en casi todos los sustratos en la superficie de la Tierra existen bacterias carbonatogénicas (Jroundi,
Gonzalez-Muioz, & Rodriguez-Navarro, 2021).

4.5 VENTAJAS E INCONVENIENTES

El método de biomineralizacion presenta un gran numero de ventajas, aunque también algunos inconvenientes, que
se detallan a continuacion (Hansen, Doehme, Fidler, et al., 2003):

Ventajas:
e Compatible ambiental y fisicamente con piedra caliza y yeso.

e Menor impacto ambiental por escasa utilizacion de sustancias contaminantes y la reduccion de gasto
energético (Flores, 2015).

e Econdmicamente mas rentable (Flores, 2015).

e Reduce la permeabilidad al agua de la piedra mientras mantiene su transpiracion para permitir el
intercambio de gases (Gonzalez-Muiioz, 2008).

e Mejora la quimica de la precipitacion aprovechando el proceso biologico.
e Forma un calcio coherente, bien cementado y una estructura de carbonato fuertemente adherida al sustrato.

e Mediante la utilizacion de las bacterias y los medios de cultivo apropiados se pueden personalizar el tipo
de cemento y la textura.

e No altera el color de la piedra ni tapa los poros naturales (Gonzalez-Mufioz, 2008).
Desventajas:
e Funciona mejor en piedra recién limpiada.

e Limitada profundidad de penetracion.
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e Puede promover mas tipos de crecimiento bioldgico en superficies.

4.6 INVESTIGADORES Y PROYECTOS EUROPEOS

Exista un gran nimero de investigadores y equipos de investigacion que trabajan en el desarrollo de esta técnica de
una u otra manera, alguno de ellos, en el marco de una serie de proyectos europeos. Dentro de estos proyectos se
han destacado los siguientes (Gonzalez-Mufioz, 2008):

e Equipo de investigacion de Adolphe, Castanier, Loubicre, Le Métayer-Levrel y colaboradores (grupo
francés).

e Research team of Gonzalez-Muiioz and Rodriguez-Gallego (group of the Universidad de Granada, Spain).
e  Group of Verstraete (Ghent University, Bélgica).
e  Group of Bang (Escuela de Minas y Tecnologia de Dakota del Sur, EE. UU.).

e Proyecto BIOBRUSH (http://www.heritage.xtd.pl/pdf/Bio_3 May.pdf), coordinador Eric (Universidad de
Portsmouth, Reino Unido). En el marco de este proyecto, el grupo de Claudia Sorlini (Universita degli
Studi di Milano, Italia).

e Proyecto BIOREINFORCE http://www.ub.es/rpat/bioreinforce/bi oreinforce.htm), coordinador Piero
norte Tirano (Instituto para la Conservacion y Valorizacion del Patrimonio Cultural, G Sesto Fiorentino,
Italia). En el marco de este proyecto, el grupo de Brunella Perito y Giorgio Mastromei th (Universidad de
Florencia, Italia).

Una empresa privada espaiola con la que ha sido posible contactar y que utiliza este método para la restauracion y
conservacion de la piedra en monumentos es K-BYO Biological (K-BYO Biological, 2021). Esta empresa
granadina trabaja con un producto llamado Myxostone M3P, una solucion acuosa de componentes organicos e
inorganicos que actia como medio de cultivo natural, sin aditivos ni conservantes, totalmente ecologico que sirve
de alimento para la bacteria Myxococcus xanthus. Es interesante destacar que el producto es solo el medio, pero no
contiene ninguna bacteria; las bacterias que se reproduciran y llevaran a cabo la biomineralizacion son tinicamente
las autdctonas que ya se encuentren en la propia piedra. Este cultivo es el resultado de investigaciones llevadas a
cabo por la Universidad de Granada durante mas de 20 afios.

Este producto es aplicable a cualquier tipo de roca (calcarea porosa alterada, calcarea porosa de cantera, morteros
tradicionales de cal y bastardos, morteros a base de cemento Portland, piedra arenisca, etc.) siempre que exista
poblacion de estas bacterias carbonatogénicas. También se ha demostrado su efectividad en marmol, en yesos vy,
gracias a unos ensayos recientes, también en tapiales.

Su uso es mas eficaz en piedras con alta porosidad, ya que estos poros facilitan la expansion de la poblacion
bacteriana. Para piedra calcarea porosa, las condiciones optimas de porosidad se darian en un rango de entre 10 y
35%, mientas que para un mortero tradicional a base de cal seria entre 15 y 40%.

A la hora de aplicar el producto, se debe llevar a cabo un estudio previo para asegurar la presencia de bacterias
carbonatoggénicas.

La superficie a tratar debe estar limpia y si la piedra contiene sales hay que eliminarlas, ya que la sal ocupa los
huecos y los cristales formados en la mineralizacion de las bacterias no se unen entre si y no forman una estructura
solida.

Si en el proceso de limpieza de la piedra se utilizan biocidas, debera esperarse 3 meses antes de proceder a la
aplicacion de Myxostone M3P, para permitir la regeneracion natural de la microbiota.
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El producto se debe aplicar mediante un atomizador o spray sobre la superficie de la piedra cada 12 horas (2 veces
al dia normalmente, o las necesarias para mantener la piedra saturada) a lo largo de un periodo de entre 7 y 10 dias.
A los 5 o 6 dias comienza a verse los nuevos cristales de carbonato calcico. Si se aplica a piezas pequefias o en
condiciones de laboratorio, se sugiere proceder de la misma forma que para en grandes superficies o in situ. Aunque
no se han descrito efectos nocivos en contacto con la piel, se recomienda el uso de un equipo de seguridad adecuado
(guantes, mascarilla, ropa protectora, etc)

El rango 6ptimo de temperatura y humedad es de 18 a 22°C y de 50 a 80% respectivamente. Ademas, exponer la
zona tratada durante el tratamiento a radiacion sola u otras fuentes luminosas podria causar que el producto no
funcionara. Algunas bacterias producen un pigmento anaranjado para protegerse de los rayos ultravioletas, lo que
produce un indeseable cambio estético en la piedra.

Para mantener las condiciones ambientales que se indican anteriormente, es importante realizar un encapsulado de
la zona, donde, ademas, mantener una concentracion de CO; estable.

El Myxostone M3P ha sido utilizado en diferentes monumentos de interés como en las columnas de marmol del
Patio de los Leones de la Alhambra de Granada (Espafia), el Alcazar de Cordoba (Espafia), la Basilica de Fatima en
Ourém (Portugal), el Palacio da Pena en Sintra (Portugal), o en el pilar de la fuente del Palacio de Carlos V de la
Alhambra de Granada (Espaia). De este ultimo, se exponen a continuacién imagenes comparativas entre antes y
después de la aplicacion del tratamiento:

DESPUES

Tlustracion 27: Muestra de los efectos del tratamiento Myxostone M3P sobre calcarenita bioclastica de un pilar de la fuente del Palacio
de Carlos V en la Alhambra de Granada. Lupa de 800 aumentos (KBYOBIOLOGICAL, 2021).
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PIEDRATRATADA PIEDRA NO TRATADA

Tlustracion 28: Muestra de los efectos del tratamiento Myxostone M3P sobre calcarenita bioclastica de un pilar de la fuente del Palacio
de Carlos V en la Alhambra de Granada. Lupa de 800 aumentos (KBYOBIOLOGICAL, 2021).
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5 CONCLUSION

La biomineralizacion del carbonato de calcio puede ser una alternativa ecoldgica a los tratamientos convencionales
existentes, debido a su bajo impacto ambiental, ademas de por su capacidad para formar una capa de CaCOs3
compatible y coherente con la piedra tratada, mostrando ademas unas cualidades estéticas similares a las originales.

Un punto comtn de posible mejora futura para este tipo de tecnologias es el rendimiento de consolidacion de la
piedra, que atin no es comparable al de los polimeros sintéticos. A pesar de ello, los efectos consolidantes mostrados
son muy positivos y mejoran la cohesion de los elementos que conforman la obra o la pieza.

Un factor importante a la hora de sus aplicaciones es el estudio y seleccion previa del tipo piedra a tratar, ya que la
estructura de poros afecta en gran medida a la profundidad de penetracion y al rendimiento del tratamiento.

A dia de hoy, se han realizados estudios, tanto en laboratorio como i sifu, en los que se demuestra el potencial de
las aplicaciones bacterianas con el fin de que se produzca la precipitacion del carbonato de calcio, llegandose incluso
a desarrollar productos de biomineralizacion por parte de algunas empresas y aplicandolos en procesos de
restauracion del Patrimonio Cultural.

Ademas, ha quedado demostrado que no es necesaria la inoculacion de bacterias externas a la propia microbiota de
la piedra, ya que éstas pueden precipitar el carbonato de calcio si se les proporciona un medio optimo con los
nutrientes necesarios para su supervivencia y reproduccion.

Sin embargo, la aplicacion de estos mecanismos en edificios y piezas reales no esta atin demasiado extendida, por
lo que se dispone de pocos casos y se desconoce la evolucion real a largo plazo.

Algunos autores plantean preguntas como: de donde procede el calcio del carbonato, como se controla la velocidad
de reaccion, como afectan las limitaciones climaticas o si es posible la formacion de una capa de carbonato de calcio
uniforme teniendo en cuenta la distribucion aleatoria que suelen tener las bacterias. Por todo esto, parece razonable
concluir que es un método potencialmente capaz de solucionar muchos de los problemas que suponian los métodos
convencionales, pero que aiin necesitan un mayor periodo de investigacion.
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