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ABSTRACT

In this paper we identified the organisms that cause deterioration of paintings and a textile fragment from the colonial
era, provided by the Ministry of Culture Restoration Area - Bolivia and the National Museum of Archaeology -
Bolivia consequently tested different essential oils and chemicals to prevent the growth of fungi isolated.
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RESUMEN

En el presenta trabajo se identificaron los microorganismos causantes del deterioro de lienzos y del fragmento de una
pieza textil de la época colonial, proporcionados por el Area de Restauracion del Ministerio de Cultura — Bolivia y el
Museo Nacional de Arqueologia - Bolivia, Consiguientemente se probaron diferentes aceites esenciales y
agroquimicos para evitar el desarrollo de los hongos aislados.

INTRODUCCION

La mayoria de los objetos que presentan una relativa antigiiedad tienden a sufrir un dafio que puede parecer
inevitable. Asi como monumentos, archivos, trabajos artisticos (cuadros, pinturas, ceramicas, textiles, tallados,
banderas y otros) estan expuestos a los efectos de factores fisicos, quimicos y bioldgicos, de los cuales, aquellos que
presentan mayor dificultad para su control son los dltimos, debido a que también estan comprendidos los
microorganismos; pequefia fauna acompariante de los restos organicos y hasta incluso de tipo inorganico. En éste
habitat "no ideal", pueden, adaptarse, alimentarse y reproducirse, consumiendo el espacio donde han invadido. [1,2]
En tal sentido la identificacion de bacterias y hongos involucrados en estos procesos, es necesaria para el
entendimiento de los efectos sobre el material cultural. De igual manera, es importante elucidar las propiedades
funcionales de estos microorganismos y su rol en los procesos de biodeterioro [3]. Finalmente es preciso el disefio de
estrategias eficientes para la conservacion y proteccion de estos bienes. En general, la estabilidad de cualquier
material museoldgico depende de dos elementos fundamentales: del material que estd compuesto, pudiendo variar
considerablemente, y de las condiciones a las que ha estado sometido a lo largo del tiempo.[4, 5] Es asi que tenemos
a los lienzos, que en su elaboracién se utilizan una diversidad de materiales y sustancias que favorecen el desarrollo
de microorganismos. El soporte que en la mayoria de los casos es una tela compuesta de lino o cafiamo a la que se
aplica una capa de cola (a base de gelatina, de pieles o de caseina) a la vez puede o no afiadirse amoniaco y glicerina
con el fin de evitar la putrefaccion de la tela y la rigidez. Posteriormente esta la imprimacion que consiste en aplicar
una mezcla fina de cola dulce, 6xido de cinc y carbonato de calcio. También se utilizan aglutinantes para la
disolucion de los colores, los aceites grasos (por ejemplo: aceite de linaza), y de resinas (que facilitan el secado de
los aceites). Finalmente estd la aplicacion de los colores los cuales pueden contener carbonatos, sulfatos, 6xidos,
entre otros mezclados con sustancias aceitosas. Sin embargo existen variaciones en funcién a la técnica y
requerimientos artisticos [6, 7]. Otro grupo importante estd conformado por las piezas textiles, las cuales estan
compuestas por fibras de lana animal o vegetal, ademas de los tintes correspondientes. Empero, es posible evidenciar
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la presencia de restos organicos como manchas de grasas, sangre y otros que son sustrato adecuado para el desarrollo
de agentes causantes del biodeterioro. [8] Todos estos objetos, y muchos mas, se encuentran en salas de exposicién o
en almacenes ubicados en museos y afines, siendo su manipulacién en la mayoria de los casos, una forma de
contaminacién entre piezas, sumado a la temperatura y humedad, favorecen la desintegracion fisica, quimica y
bioldgica, ya que aceleran el desarrollo del proceso de degradacion, y son determinantes para la pérdida de las
piezas, y al crecimiento de bacterias, hongos, insectos, algas, musgos y liquenes. Estos mismos, una vez que logran
colonizar un determinado espacio, sintetizan enzimas o liberan metabolitos ocasionando coloraciones diversas y la
pérdida material de la pieza cultural. [9, 10, 11, 12] La aplicacion de biocidas( [13], existentes en el mercado resulta
efectiva, sin embargo existe la probabilidad del desarrollo de especies microbianas resistentes a los mismos, por otro
lado los costos son bastante elevados. Por tal motivo, es necesaria la elaboracion de proyectos sobre control
integrado de plagas, incluyendo la recopilacion de especies procedentes de materiales de archivos, bibliotecas y
museos expuestos a climas mediterraneos, secos y tropicales, siendo el objetivo principal desarrollar estudios
relacionados con la biodegradacion y el correspondiente control.[14, 15] Otra alternativa es el uso de aceites
esenciales [16, 17], los mismos podrian ser incorporados en los procesos de restauracion o elaboracion de lienzos asi
como tratamientos posteriores. En general, las colecciones de los museos de la cuidad de La Paz y otros
departamentos de Bolivia, estdn conformadas por material inorganico (objetos de factura humana de los mas diversos
materiales) y organico o bioldgico, por ejemplo: los cuerpos humanos momificados; y conforman parte
transcendental del patrimonio cultural, y deben ser preservadas como prueba objetiva de hechos pasados a
generaciones futuras.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cultivo e identificacion microbiolégicos
Las especies aisladas fueron Penicilliumsp., Acremonium, Mucorsp, Verticilliumsp. Y Basidiomycetos, con las

caracteristicas descritas en la tabla 1.Los gérmenes bacterianos encontrados, fueron separados para estudios
posteriores.

Tabla 1. Identificacion de las cepas aisladas

MUESTRA COLONIAS PIGMENTO GAS ESPECIE
1. FL-18 NGQ Irregular. Color Crema Café + Penicilliumsp.
2. AR-5.3 NGQ Irregulares Color Crema Naranja/Mostaza + Acremoniumsp.
3.AR-5 NGQ Colonias Redonda Color Verde Amarillo + Penicilliumsp
4. AR-1 NGQ Redondas, Concéntricas Verde - Penicilliumsp
5. VF-15 NGQ | Micelio Aéreo Bordes Irregulares - - Mucorsp
6. AR-4 NGQ Blancas - Cremas - - Verpc_ﬂhum SP-
Basidiomycetos
7. FL-18B NGQ Regular Color Verde Amarillo - Penicilliumsp.
AR -3 NGQ Sin
AR —-51 NGQ Sin desarrollo Sin desarrollo desarrollo Sin desarrollo
AR -2 NGQ
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Figural. FL-18B NGQ vs. Actividad de los Agroquimicos.
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Figura 6. VF-15 NGQ vs. Actividad de

los Agroquimicos. Figura7. Promedio de la actividad de los

agroquimicos.

En las pruebas efectuadas se determind que SISTHANE® es ideal contra FL-18BNGQ y AR-INGQ (fig. 1 y 3).
Mientras que BENLATE® lo es contra FL -18 NGQ y AR-5 NGQ (fig.2 y 4), siendo MANCOZEB® y FITORAZ©®
contra AR - 5.3 NGQy VF-15 NGQ respectivamente (fig. 5 y 6). Los promedios de las actividades (fig. 7) nos
indican una gran variabilidad con respecto de las cepas aisladas. De esta manera, para la aplicacion de agroquimicos
contra especimenes fungicos presentes en las muestras museologicas testeadas en este trabajo, se requiere agentes
especificos, debido a que ninguno present6 una actividad de amplio espectro.

Observacién macroscopica durante el testeo con agroguimicos

FL-18BNGQ

Las colonias tenian un color verde y amarillo, de aspecto rugoso. Con FITORAZ®© al finalizar la prueba hubo la
presencia de un pigmento rojizo.

FL-18NGQ

Presenté un color verde oscuro, con FITORAZ® fue verde y con presencia de gotas de agua, mientras que con
MANCOZEB® presentd un tono mas oscuro que al finalizar la prueba hubo un pigmento rojizo en todo el plato.

AR-INGQ
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Present6 un color verde, y varias colonias diminutas que luego formaron una sola y de aspecto rugoso. En presencia
de FITORAZ® hubo predominancia de un color blanco algodonoso, sin embargo estaba presente el color verde y el
gris con aspecto ligeramente rugoso. Con MANCOZEB® hubo presencia de gotas de agua. Finalmente en presencia
de FITORAZ®© y MANCOZEB® las colonias presentaron un color crema.

AR-4ANGQ

Las especies flngicas obtenidas de esta muestra, no presentaron desarrollo alguno con los agroquimicos.

AR-5NGQ

Presentaron colonias redondas de color verde. En presencia de BENLATE® hubo un pigmento ligeramente amarillo.
Con MANCOZEB® las colonias presentaron un color amarillo y blanco en el centro, con presencia de gotas de
agua. La misma apariencia tomaron las otras colonias al transcurrir los dias, a excepcion de los platos con
SISTHANE® que presentaron un verde oscuro.

AR-5.3NGQ

Se produjo un pigmento inicial crema torndndose naranja y mostaza en el control, mientras que en el resto de las
pruebas fue crema con excepcion en la que contenia SISTHANE® que fue naranja y luego en el centro se torno
mostaza. En presencia de MANCOZEB®, la colonia fue levemente algodonoso, y de color gris.

VF-15NGQ

No presentd pigmentos o cambios de coloracion en todas las pruebas.

Testeo con aceites esenciales

En esta prueba se pudo determinar de manera semicuantitativa la actividad de aceites esenciales frente a las muestras
fungicas aisladas, donde se evidencid la eficacia de K-2 como un biocida de amplio espectro. (Tabla 2.)

Tabla 2. Ensayo de aceites esenciales vs. Especies fingicas aisladas.

Con 10pL de extracto Con S0pL de extracto
MUESTRA K-1 |K-2|N-1] N-2 INB|T|R|E| K1 |K-2[N-1[N-2|N-3|T|RJ|E
AR-INGQ - + - + o i N - ++ - - i I R
AR-5NGQ ++ ++ - - Ol T T B I o I T R S
AR-5.3NGQ + +++ | - - S T T B T I ++ - - -] -
FL-18BNGQ - - - - Ol T T B I o I T R S
FL-18NGQ | +++ | +++ | - - S T T B T I ++ -+ -] -
VE-15NGQ - - - - - -1 -1- + ++ | - - i e

En general, la utilizacion de aceites esenciales es una opcion adecuada a nuestro medio, ademas de demostrar una
actividad de amplio espectro, sin embargo es preciso llevar a cabo estudios sobre las concentraciones ideales y
métodos adecuados para la aplicacién en diferentes objetos museol6gicos conteniendo también, otras cepas.

PARTE EXPERIMENTAL

Recoleccion de las muestras

El proceso fue desarrollado en inmediaciones del Area de Restauracion donde el personal correspondiente de la
institucion, extendio los lienzos que presentaban mayor deterioro y catalogadas como “insalvables”. Posteriormente

se procedi6 a realizar raspados y cortes con material metélico esterilizado previamente. Se seleccionaron los sectores
con presencia de deterioro. Los fragmentos seccionados s6lo fueron puestos en frascos secos y esterilizados.
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También, en envases estériles y secos, se tomaron fragmentos de la vestimenta de frailes del siglo XV, que fueron
encontrados junto a restos humanos en el templo de San Sebastian, proporcionados por la Unidad de Arqueologia.

Se tomaron en cuenta todas las medidas de bioseguridad necesarias. Finalmente fueron trasladadas las muestras, a los
laboratorios del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas, donde se desarrollaron las pruebas.

Cultivo y Aislamiento Microbioldgico

Cada muestra obtenida, fue sembrada en platos con PDA (BD© Becton, Dickinson and Company en tioglicolato
(BD®© Becton, Dickinson and Company). A la vez se codificaron las muestras en relacién a sus caracteristicas.
Posteriormente se llevaron a incubacion a 30° C. Solamente FL -18 y VF -15 fueron sembrados también en agar —
agar.

Tabla 3. Codificacion de las muestras.

MUESTRA CODIFICACION
Fragmentos de lienzo del siglo XVIII FL — 18 NGQ
Vestimenta de Fraile
(textil de origen vegetal) VF-15NGQ
Pedazo de Lienzo AR -1 NGQ
. AR -5 NGQ
[0}
Fragmento de Lienzo N°2 AR - 53 NGQ
Polvillo de lienzo AR -4 NGQ
AR -3 NGQ
Pool de hisopados AR -51 NGQ
AR -2 NGQ

Luego de 5 dias, los cultivos fueron llevados a temperatura ambiente. Pasados 36 dias se sembraron las colonias
existentes en tubos en pico de flauta y en platos ambos con agar sabouraud, y en platos con agar nutritivo, y puestos a
incubacidn (30°C), en relacion a los siguientes criterios (tabla 4.):

Tabla 4. Criterios de seleccion para el asilado de las colonias desarrolladas en los cultivos.

TIPO DE CULTIVO CRITERIO DE SELECCION

Color
Platos Aspecto de las colonias
Caracteristicas microscopicas

Desarrollo aerobio
Tubos Desarrollo anaerobio
Caracteristicas microscopicas

Asi mismo, se efectuaron observaciones de las colonias en el microscopio, utilizando cinta plastica adhesiva que fue
puesta en portaobjetos. Luego se realizo la identificacién de cada colonia. Posterior a 5 dias, los cultivos fueron
llevados a 4°C y luego de 7 dias se efectud las resiembras correspondientes por colonia, siendo llevadas a incubacion
por 3 dias. Luego se efectud la observacion microscopica, definiéndose las siguientes codificaciones para las colonias
asiladas e identificadas: FL-18NGQ, AR-5NGQ, AR-53NGQ, AR-INGQ, VF-5NGQ, AR-4NGQ, FL-18BNGQ
(Tablaly 3).

Testeo con agroquimicos.

Para el testeo se prepararon platos conteniendo PDA y el agroquimico segin indicaciones del fabricante [18, 19, 20,
21, 22] (tabla 5) con las concentraciones recomendadas por el fabricante posteriormente se inocularon los
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fragmentos de cada colonia en los platos respectivos. Se hizo el seguimiento correspondiente durante 15 dias,
verificando cambios de color, aspecto, y la variacidn del diametro de cada colonia.

Tabla 5. Agroquimicos empleados

Nombre . Concentracion o
. Composicion s Compafiia
comercial utilizada
Mancozeb | Etilenbisditiocarbamato de Manganeso 30/t © DOW AGRO
/ Dithane | Coordinado con iones deZn g SCIENCES
Benlate / - © DOW AGRO
Benomyl Methyl 1-(butylcarbamoyl)benzimidazol-ylcarbamate 29/t SCIENCES
. . . . © DOW AGRO

Systhane butil-(4—clorofenil)-1H-1,2,4 triazol-1—propanonitrilo 250 mg/t SCIENCES
Fitorraz / [[(1-metil-1,2-etanodiil) biscarbamodi-tioato]] (2)]
Propineb homopolimero de zinc 70%. Cymoxanil: 2-ciano-N- 2,5¢g/t © BAYER

P (etilamino) carbonil-2-(metoximino) acetamida 6%

Testeo con aceites esenciales.

Se emplearon extractos de aceites esenciales procedentes de frutas y hierbas medicinales recolectados de diferentes
regiones, se desconoce la zona geogréfica especifica. (toronja (Citrus Paradisii) “T”, naranja (Citrus aurantium
)*N-1, N-2, N-3”, romero (Rosmarinusofficinalis ) “R”, eucalipto (Eucaliptus globulus) “E” vy
khoa(Saturejaboliviana) “K-1 y K-2”). Las concentraciones utilizadas fueron de 50ul/mf y de 10ut/me, y puestas
en micropocillos conteniendo agar PDA (BD®© Becton, Dickinson and Company).

Luego de sembrados se pusieron a incubacién durante 6 dias. Finalmente se efectuaron las lecturas correspondientes.
Debido al tamafio del diametro de los pocillos no se efectuaron evaluaciones métricas, sélo la ausencia de desarrollo
(que fue tomado como “+++”), un desarrollo medio (que fue tomado como “++”), un desarrollo minimo (que fue
tomado como “+”), y un desarrollo completo (que fue tomado como “-”)
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