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INTRODUCCION

El deterioro de una roca comienza desde el momento en que se
extrae de la cantera. Las alteraciones de los materiales pétreos expuestos
a la intemperie se deben a procesos fisicos, quimicos y biologicos, entre
los cuales figuran la disolucion de carbonatos y sulfatos, la solubilizacion
de silicatos, alteraciones por cristalizacion de sales y diferencias en las
presiones de hidratacion, y colonizaciones microbianas (Alvarez et al.,
1994; Viles y Moses, 1996), y el efecto es mayor cuando estos fendmenos
se dan de forma conjunta (Yates y Butlin, 1996; Warke y Smith, 1998).

Cuando estos materiales se encuentran formando parte de obras de
interés patrimonial, los efectos de las alteraciones tienen repercusiones
desde el punto de vista historico y cultural, pero también en términos
econdmicos e incluso turisticos. Estos fenomenos y sus consecuencias han
sido, desde hace décadas, objeto de numerosos estudios, de caracter cada
vez mas especifico (Ramchandran, 1953; Stambolov y van Asperen de Boer,
1967; Plenderleith, 1968; Dukes, 1972; Schaffer, 1972; Sengupta, 1979;
Martines, 1983; Ashurst y Ashurst, 1988; Griffin et al.,1991; Caneva et al.,
1994; Groth y Saiz-Jiménez, 1999; Papida et al., 2000, entre otros).

En el caso concreto de las fuentes monumentales, la piedra se
encuentra en contacto con el agua de forma permanente o intermitente, lo
que conlleva fendmenos de deterioro caracteristicos. Pese a la relevancia
de este tipo de monumentos dentro del panorama del Patrimonio Artistico
general, el estudio en este campo es relativamente escaso, y Unicamente
en los ultimos afos encontramos trabajos que lo traten en exclusiva (entre
los pioneros, Foged, 1983; Giacobini y Giuliani, 1987; Bolivar Galiano y



Garcia Rowe, 1994; Ricci y Pietrini, 1994). Estos trabajos ponen de
manifiesto el importante papel de ciertos microorganismos en los procesos
de deterioro de estos monumentos: son las microalgas las protagonistas en
€S0S procesos.

Algunas microalgas presentan una gran tendencia a agruparse entre
si o adherirse a diversos sustratos, ya que su supervivencia depende de
ello, lo que ha venido a llamarse “dependencia del anclaje” (anchorage
dependence, Pierres et al., 2002). Cuando se adhieren a un sustrato, se
desencadena una serie de procesos multiples que llevan a la formacion de
peliculas microbianas o biofilms. En la evolucion de estos procesos pueden
distinguirse varias fases (Boonaert et al., 2001): en primer lugar,
macromoléculas de distintos origenes se fijan al sustrato por adsorcion,
acondicionandolo para una eventual colonizacion. Los microorganismos se
aproximan al sustrato mediante movimientos propios y brownianos, y
entonces se producen interacciones fisico-quimicas con las moléculas
adsorbidas, que conducen a una adhesion primaria de las células. El
posterior anclaje de los microorganismos se provoca mediante la excrecion
de productos poliméricos extracelulares (EPS). A partir de este punto la
multiplicacién celular lleva a la proliferacion de las comunidades
microbianas y la consiguiente colonizacién del sustrato.

BIODETERIORO POR MICROALGAS Y FORMAS DE ALTERACION RELACIONADAS

Las microalgas provocan fendmenos de biodeterioro en las fuentes
monumentales de forma directa, a causa de la colonizacion y los procesos
metabdlicos; esto, a su vez, da origen a un deterioro secundario, debido a
los productos de alteracion que generan, especialmente las costras
carbonatadas. Ademas, la presencia de las microalgas activa otros tipos de
deterioro, propiciando reacciones quimicas y alteraciones fisicas del
sustrato (Griffin et al., 1991). También se ve favorecido el desarrollo de
otros organismos (Krumbein, 1991; Ascaso et al., 1998; Tomaselli et al.,
2000-b), lo que hace del biodeterioro un complejo conjunto de procesos
relacionados entre si (Caneva et al., 1994).

Las alteraciones mas llamativas que provocan las microalgas estan
determinadas, principalmente, por la formacién de biofilms en el sustrato.



A causa de estas peliculas, la superficie de la piedra pierde cohesion, pues
se ve afectada por los cambios de dimensidn (contracciones y dilataciones)
de los mismos. La componente mucilaginosa de los biofilms, que tiene su
origen en las vainas de polisacaridos que envuelven a las algas, conlleva la
pérdida de materia, puesto que las particulas pétreas, una vez sueltas, se
adhieren al biofilm y se desprenden del sustrato cuando la capa biologica
cambia de volumen (Saiz-Jimenez, 1999). Mediante este mecanismo de
fijacion de materia inorganica, y también mediante otros mecanismos
exclusivamente biologicos, las microalgas forman costras minerales o
estromatolitos (Golubic, 1973 y 1987; Borowitzka, 1989), en cuya
composicion hay mayoritariamente carbonato calcico. No se deben
confundir estas estructuras calciticas con las producidas mediante
silificacién, un proceso propio de la fisiologia de un tipo de microalgas, las
diatomeas, pero que no lleva a la formacion de estromatolitos (Darley,
1982).

Los efectos de las costras estromatoliticas sobre los sustratos
artisticos son muy perjudiciales, ya que, debido a su diferente porosidad v,
por consiguiente, diferente peso especifico, sufren expansiones y
contracciones térmicas en distinta medida que el sustrato, lo que ocasiona
tensiones que lo debilitan (Briiggerhof et al., 1999). La formacion de estas
patinas bioldgicas, ademas, implica la presencia continua de agua, lo que
se traduce en otros danos fisicos potenciales, como los provocados por
gelifraccion (Bolivar Galiano, 1994; Saiz-Jiménez, 1999). De la misma
manera, no es desdefable la contribucion de estos microorganismos a
procesos de deterioro quimico, esencialmente a causa de la excrecion de
productos metabolicos (Sand, 1997), y a la acumulacion y retencion de
agua, medio idoneo para que tengan lugar interacciones quimicas diversas
(May et al., 1993).

CONCEPTOS

Cuando se habla de mecanismos de alteracion de origen biologico
suelen emplearse indistintamente o confundirse diversos términos que, si
bien estan incluidos en un mismo campo semantico, poseen matices en su
significado que les distingue. Es importante conocer estos matices para



hacer un uso adecuado de ellos. Por este motivo, resultaria conveniente
establecer las diferencias entre ellos antes de profundizar en este estudio.
A continuacion se expone un breve glosario que explica algunos términos
que aparecen en este trabajo o estan relacionados con el tema del mismo:

Degradacion- proceso mediante el cual una sustancia compleja se
transforma en otras mas sencillas. Este término no implica que el cambio
producido tenga resultados que puedan considerarse negativos.

Biodegradacion- degradacion desencadenada por seres vivos. ELl
término se emplea para indicar procesos fisiologicos y ecologicos, a veces
de aplicacion industrial, como en el caso del reciclaje de residuos.

Deterioro- contrariamente a lo que ocurre en el caso de la degradacion,
en el proceso de deterioro de un objeto si va implicito un cambio negativo
en su estado. ComUnmente hace referencia a procesos que conllevan un
perjuicio para la Industria o el Patrimonio.

Biodeterioro- sera, pues, un deterioro producido por agentes
bioldgicos, esto es, por organismos vivos. El biodeterioro normalmente se
desencadena cuando los organismos colonizan un sustrato en avanzado
estado de deterioro, mucho mas vulnerable (fig. 0.1).

Colonizacion- ocupacion de un sustrato por organismos vivos. El término
no tiene connotaciones necesariamente negativas.

La colonizacion se produce mediante procesos de adhesion vy
adsorcion al sustrato, que se ven influidos por las caracteristicas del mismo
y de los propios organismos.



Fig. 0.1- Efectos del biodeterioro en un leon fenicio de Solunto, Sicilia.

Sustrato- desde el punto de vista del biodeterioro, se puede entender este
término de dos maneras: a) como el espacio o superficie donde se
desarrolla la actividad bioldgica, y b) como la fuente de energia que
emplean los organismos para desarrollarse (Dornieden et al., 2000;
Gorbushina y Krumbein, 2000).

Adhesion- deposito estable de un material sobre otro (Boonaert et al.,
2002).



Adsorcion- retencion de moléculas de un material en la superficie de otro
(Boonaert et al., 2002).

Biorreceptividad- propensiéon de un sustrato a ser colonizado por
microorganismos. Algunos autores prefieren incluir el humor en su trabajo
y hablan de biodyction, “bioadiccion” (Krumbein, 2003).

Hidrofobicidad- propiedad de repeler el agua, tendencia a no absorberla.
Se relaciona con la polaridad de los compuestos, entre otros factores. Esta
caracteristica es definitoria en los procesos iniciales de colonizacion.

El desarrollo de la colonizacién por parte de los organismos da lugar
a una serie de alteraciones cuya aparicion esta determinada por factores
de distinta naturaleza: clima y condiciones ambientales, nivel de
contaminacion atmosférica, composicion quimica del sustrato, etc. Pese a
que, en ocasiones, la colonizacion puede resultar protectora para el
sustrato (Krumbein, 2003; May, 2003), la mayoria de sus efectos vy
consecuencias son muy perjudiciales para la integridad de la obra que los
sufre. Estos fendmenos raramente se dan aislados en la practica, y sus
efectos estan interrelacionados. Aqui se recogen los mas significativos; su
agrupacion en categorias diferenciadas tiene fines puramente expositivos.

ALTERACIONES CROMATICAS

Patina- es uno de los términos que lleva consigo una polémica mayor y mas
antigua. La primera vez que aparece mencionado en una fuente literaria es
en los escritos de M. Boschini, del ano 1660; mas tarde
F. Baldinucci lo incluye en su Diccionario del Arte, de 1681 (en Krumbein,
2003); desde entonces, la delimitacion de su significado ha suscitado
discusiones. En la actualidad, la comunidad cientifica ha acordado
denominar patina al “conjunto de cambios superficiales de una obra de
arte, dados por intercambios de materia y energia con el medio
circundante” (Dornieden et al., 2000).

Biopatina- designa las formaciones de microorganismos sobre un
sustrato, normalmente pigmentadas de diferente color que el sustrato



original (figs. 0.2a y b). Asi, sus efectos van mas alla de las alteraciones
exclusivamente cromaticas, incluyendo fendmenos fisico-quimicos. Las
patinas biologicas pueden adoptar diversas estructuras: pustulas, peliculas,
tapetes y costras estromatoliticas (Sanchez Castillo y Bolivar Galiano,
1997).

-pustulas- formaciones iniciales, de aspecto verrucoso.
-peliculas- también llamadas biofilms, son capas de células,
junto con sus productos de excrecién, que habitan sobre una
superficie o sustrato (Ortega Calvo et al., 1993; Dornieden
et al., 2000).

-tapetes- formaciones gruesas generadas por especies
filamentosas (fig. 0.3).

-costras estromatoliticas o microestromatolitos- estructuras
mixtas de algas y materia inorganica cristalina, que suelen
presentar varios estratos diferenciados.

Fouling- formacion de una capa de material extrafo sobre una estructura
de factura humana, con consecuencias negativas para esta (Miller-
Steinhagen et al., 2000).

Biofouling- desarrollo y efecto de un biofilm sobre un objeto
realizado por el Hombre, con consecuencias negativas para él (Ortega
Calvo et al., 1993; Boonaert et al., 2002). Existe el calco espanol
“bioensuciamiento”, pero raramente se encuentra en la bibliografia (un
ejemplo, Sarro et al., 2004).

Biocorrosion- procesos de alteracion quimica del sustrato por accion de
metabolitos o por transferencia de iones (biotransfer). En el caso de la
piedra, puede traducirse en cambios cromaticos en los metales presentes
en la roca (fig. 0.4).



Fig. 0.2a y b- Biopatina en un arcaduz (izquierda) y una fuente (derecha) de los Palacios de
la Alhambra.

Fig. 0.3- Tapete de algas en una fuente del Alcazar de Sevilla.



ALTERACIONES POR ACUMULACION DE MATERIA

Biomineralizacion- precipitacion de materia mineral inducida por
microorganismos; se relaciona con el Ultimo estadio de patina bioldgica:
las costras estromatoliticas. La biomineralizacion puede dar lugar a la
formacion de distintos productos (Bolivar y Sanchez-Castillo, 1997):

-acreciones- costras sumergidas, se desarrollan extensamente y se
amoldan a la superficie del sustrato (fig. 0.5).

-concreciones- costras puntuales fuertemente adheridas al
sustrato.

-incrustaciones- costras embutidas en el sustrato.

Carbonatacion- proceso de deterioro quimico por el cual un mineral
compuesto de calcio, magnesio, potasio, sodio y/o hierro se transforma,
por reaccion con dioxido de carbono, en carbonatos o bicarbonatos de esos
metales, mucho mas solubles que los compuestos originales y por tanto
mas susceptibles de sufrir danos. La presencia de microorganismos
potencia el proceso, ya que todos los seres vivos excretan dioxido de
carbono como metabolito (Sand, 1997) (no confundir con carbonatizacion,
proceso mediante el que se forman compuestos solidos a partir de materia
organica).

Eflorescencia- cristalizacion superficial de sales que se encontraban
disueltas en el interior de la roca. La presencia de colonias de
microorganismos favorece la penetracion de sales, y, por tanto, eventuales
eflorescencias.



Sﬂ.‘

Fig. 0.5- Acreciones en un aljibe, Siena (Toscana).
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EPS- siglas inglesas que se refieren a las sustancias poliméricas
extracelulares generadas por microorganismos. Estas sustancias configuran
una compleja matriz que protege y garantiza nutrientes a las células de los
propios microorganismos. Su papel es crucial en la formacion de biofilms.
Las EPS también son determinantes en el desarrollo de costras negras
(black crusts), ya que su caracter “pegajoso” propicia la adhesion de
particulas extranas de polucion y polvo (fig. 0.6).

Fig. 0.6- Biofilm algal ennegrecido, en la fuente de la fachada del Perddn de la Catedral de
Granada.

Soiling- se denomina asi al deterioro funcional de una obra (Ortega Clavo
et al., 1993). En el caso de una fuente, puede estar causado por
obturacion de los surtidores debida a una acumulacion de carbonatos o a
un excesivo desarrollo de las comunidades algales.

11



ALTERACIONES POR PERDIDA DE MATERIA

Desintegracion- pérdida de cohesion en el nivel superficial de la piedra.
Puede deberse a la accion de los acidos organicos excretados por los
microorganismos.

Disgregacion o desagregacion- pérdida de cohesion interna causada por
acciones mecanicas.

Exfoliacion o descamacion- separacion de escamas pétreas provocada por
la accion fisica de los organismos. En funcion del tamano de las escamas,
se habla de separacion de “peliculas”, de “escamas” propiamente dichas,
o de “placas”.

Gelifraccion- ruptura y separacion de fragmentos por causa de las
tensiones provocadas por el aumento y disminucién de volumen del agua
en los ciclos de hielo y deshielo. La presencia de organismos endoliticos
favorece la gelifraccién, ya que llevan la humedad al interior de la roca.

Leaching- en espafol existe el término equivalente “lixiviacion”, pero en
ciertos ambitos esta mas extendido el uso del término inglés. Significa la
disolucion y remocion de un material solido mediante procesos quimicos.
En biodeterioro se relaciona con los productos metabdlicos de los
microorganismos, especialmente de bacterias heterotrofas.

Pitting- degradacion puntiforme caracterizada por la formacion de
multiples agujeros ciegos, cercanos entre si y generalmente con forma
cilindrica. A veces aparece traducido al espanol como “punteado” o
“picado”. Cuando el tamano de los agujeros supera los pocos milimetros se
habla de cratering (Caneva et al., 1992).

Biopitting- pitting provocado por la acciéon fisico-quimica de

microorganismos. La frontera entre pitting y biopitting no esta definida,
puesto que los fenomenos aparecen normalmente relacionados.

12



El biodeterioro de una obra de arte, entonces, es el efecto de los
cambios provocados por la accion de organismos y que tienen
consecuencias negativas para la integridad de la obra. Los procesos de
biodeterioro comienzan desde el momento en que la obra se concluye;
esto es inevitable en condiciones normales. Para combatirlo o evitarlo se
puede recurrir a:

Biocontrol- control del crecimiento de agentes causantes de biodeterioro.

Biocidas- productos de accién toxica contra determinados organismos. El
término sustituye a “pesticida”, cuya etimologia indica que hace
referencia a la eliminacion de organismos infecciosos o “peste”. Ante la
subjetividad de este concepto se ha optado por emplear la palabra
“biocida”, cuyo significado es mas objetivo y preciso (Caneva et al., 1994).

13



ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Desde la Antigliedad se ha hecho referencia a los fendémenos
relacionados con el biodeterioro, en la medida en que afectaban mas o
menos gravemente a monumentos y obras de arte (Ortega Calvo et al.,
1993). Ya en la Biblia aparece el concepto de deterioro biogénico
(Levitico,14: 37-41), y personajes clasicos como Herodoto o Leonardo da
Vinci mencionan en sus escritos estos problemas (en Bolivar Galiano,
1994). Con el avance de la ciencia, los conocimientos relativos a este tema
fueron haciéndose mas precisos. Sin embargo, el estudio del biodeterioro
de obras de arte no se hace sistematico hasta fechas muy recientes: es
solo a partir de la década de 1950 cuando comienza a profundizarse en
este campo (Keller y Frederickson, 1952; Webley et al., 1963; Fusey e
Hyvert, 1964 y 1966; Hueck-van der Plas, 1965 y 1968; Pochon y Jaton,
1967; lonita, 1971; Winkler, 1975). El numero creciente de estudios
publicados desde entonces demuestra el interés que viene suscitado el
tema en los ultimos anos (Strzelczyk, 1981; Ciarallo et.al., 1985; Koestler
et al., 1985; Giacobini et al., 1986; Tiano, 1986, 1987; Caneva y Altieri,
1988; Caneva y Salvadori, 1988; Griffin et al., 1991; Warscheid et al.,
1992; Jain et al., 1993; May et al., 1993; Caneva et al., 1994; Mishra et
al., 1995; Saiz-Jiménez, 1999; Zanardini et al. 2000).

Mas recientemente se estan publicando trabajos muy
especializados, que tratan con mas precision el biodeterioro de
monumentos pétreos por microorganismos. La produccién es muy
numerosa; entre los muchos estudios que componen esta abundante
literatura, cabria citar, por ejemplo, los trabajos de Monte Sila y Tarantino
(1981), Bock et al. (1987), Krumbein y Urzi (1993), Groth y Saiz-Jimenez
(1999), Petushkova y Kandyba (1999), Urzi y de Leo (2001), Urzi et al.
(2001-a) y Gorbushina et al. (2002), sobre biodeterioro de monumentos por
bacterias; los de Ascaso et al. (1982, 1998), Ciarallo et al. (1985), del
Monte et al. (1987), Gehrmann et al. (1989), Garcia Rowe y Saiz Jiménez
(1991) y Wendler y Prasartset (1999) sobre la accion de los liquenes; los de
Giacobini et al. (1987), Leznicka et al. (1988), de la Torre et al. (1991),
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Urzi y Krumbein (1994), Wollenien et al. (1995), Urzi et al. (2001-b) y
Burford et al. (2003) sobre el biodeterioro por hongos y actinomicetos. La
aparicion de estudios especificos sobre la accion de las microalgas en
monumentos ha ido paralela a la de estos trabajos citados, aunque ha
tenido menor desarrollo. Entre las primeras investigaciones publicadas,
cabe destacar los trabajos de Giaccone et al. (1976), Richardson (1976),
Frediani et al. (1978), Giacobini et al. (1979), Tomaselli et al. (1979),
Danin (1983), Tiano (1986, 1987) y Atlas et al. (1988).

Por otra parte, el interés por controlar y prevenir la colonizacion
microbiana sobre sustratos de factura humana es también origen de
multitud de estudios e investigaciones. En los ultimos afos se vienen
desarrollando distintas técnicas con este proposito, habiéndose extendido
con mayor amplitud el empleo de diversos biocidas, permeabilizadores e
inhibidores de procesos metabolicos (Alakomi et al., 2004). El estudio del
biodeterioro aplicado a estos productos esta siendo objeto de numerosos
estudios (Koestler y Santoro, 1988; Takamura et al., 1989 y 1990; May et
al., 1993; Bolivar y Sanchez Castillo, 1996; Koestler, 2000), y se puede
decir que, en general, los resultados obtenidos no son enteramente
satisfactorios (Krumbein et al., 1993, Tiano et al., 1993; May, 2003). La
causa principal del fracaso de biocidas y permeabilizadores es que la
formacion de biofilms dificulta la penetracion, y por tanto la efectividad,
de estos productos (Morton et al., 1998). Por este motivo, algunos autores
sugieren que la mejor manera de garantizar la prevencion del deterioro
bioldgico (ademas del originado por factores fisicos o quimicos) es el
control de las condiciones ambientales en que se encuentran las obras de
arte (Cappitelli et al., 2004).

La proteccion de fuentes ornamentales requiere un enfoque
particular de la cuestion, ya que las condiciones ambientales a que estan
sujetas son dificiles de modificar, y son especialmente favorables al
desarrollo de microorganismos fotosintéticos (Sanchez-Castillo y Bolivar,
1997). Ademas, el uso de sustancias quimicas biocidas o similares podria
alterar el ecosistema que genera una fuente, por lo que recurrir a ellas
resulta poco recomendable. Es por esto que se ha propuesto el empleo de
materiales sintéticos, disefados a proposito, para actuaciones de
reintegracion y para la fabricacion de réplicas de piezas de importancia
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singular con el fin de emplazar los originales en ambientes controlables,
tal y como se viene haciendo para intervenir en obras escultoricas, (Weber
y Zinsmeister, 1991; Roig Salom, 1995).

MATERIALES DE INTERVENCION PROPUESTOS

El uso de materiales sintéticos en intervenciones de restauracion y
consolidacion de monumentos pétreos esta muy extendido desde hace
décadas (Amoroso y Fascina, 1983; Domaslowski y Strezelczyk, 1986;
Selwitz, 1992), aunque paulatinamente se esta cuestionando mas la
adecuacion de estos materiales a ese fin, debido a que su envejecimiento
influye muy negativamente en sus caracteristicas originales (Raynal, 1999),
y su resistencia al biodeterioro no es siempre la deseable (Salvadori y
Nugari, 1988; Leznicka et al., 1991; Koestler, 2000). Las distintas
instituciones nacionales e internacionales que regulan y orientan en
asuntos de conservacion y restauracion desaconsejan su empleo en la
medida de lo posible, recomendandolo tan sélo en casos muy concretos
(Martinez Justicia, 1990). Con todo, la investigacion en este campo
continlia, disefandose nuevos materiales mejorados (Melo et al., 1999;
Cardiano, 2003; Mazzola et al., 2003).

El problema que se plantea aqui, sin embargo, conduce a otros
planteamientos, ya que lo que se propone es el empleo de estos materiales
para elaborar réplicas y partes faltantes, no como consolidantes
estructurales. Los resultados obtenidos en estudios relacionados con el
empleo de materiales sintéticos en ambientes acuosos (Peraza-Zurita et
al., 2004), exige una profundizacion del problema del biodeterioro desde
una perspectiva fisico-quimica. Esta aproximacion debe enfocarse,
concretamente, al estudio de los fenomenos de adhesion de las microalgas.
En los fenomenos de adhesion influyen factores como la composicion
quimica de las partes implicadas, el peso atomico del material que
compone el sustrato al que se adhieren los microorganismos, la naturaleza
de sus enlaces moleculares (Gu, 2003), sus propiedades eléctricas
(Boonaert et al., 2002) o su rugosidad (aunque algunos autores le restan
importancia, como Bos et al., 1999).
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INTERACCIONES ENTRE MICROALGAS Y SUSTRATO

Los procesos de adhesion pueden describirse en términos de fuerzas
de interaccion de diferente naturaleza, a saber, de Lifshitz - van der
Waals, electrostaticas y de interacciones acido-base. Todas estas fuerzas
estan presentes a la vez, en mayor o menor medida, y condicionan las
distintas fases del proceso (Boonaert et al., 2002). Su presencia cobra
importancia cuando la distancia entre el sustrato y el cuerpo (en este caso,
las células de las microalgas) es inferior al tamafo del propio cuerpo. Por
tanto, cuando se aproxima el momento de toma de contacto entre dos
superficies, las fuerzas macroscopicas generales dejan de ser protagonistas
y las microscépicas pasan a serlo.

Para estudiar los fendmenos implicados en la adhesion la comunidad
cientifica ha adoptado dos acercamientos teodricos diferentes: una vision
termodinamica, derivada principalmente de los planteamientos de Thomas
Young, y una vision basada en la intervencion de fuerzas de Lifshitz - van
der Waals y electrostaticas, llamada aproximacion DLVO por los cientificos
que la formularon: Derjauguin, Landau, Verwey y Overbeek (Strevett y
Chen, 2003). Ambas visiones han resultado validas para explicar ciertos
aspectos del problema, aunque ninguna ofrece la posibilidad de describir
la cuestion de forma global (Bos et al., 1999).

A partir de estos planteamientos tedricos se han desarrollado una
serie de métodos de analisis. Entre los mas cominmente empleados para el
estudio fisico-quimico de superficies se encuentran los siguientes:
espectroscopia infrarroja, espectroscopia fotoeléctrica de rayos X (XPS),
estudio de movilidad electroforética, microscopia electronica, distintos
métodos cromatograficos, adhesion a materiales inertes (método de
Wilhelmy), adhesion microbiana a hidrocarburos (MATH), y medida de
angulos de contacto (Busscher, 1985; Speranza et al., 2004). En los Ultimos
anos se esta extendiendo también el estudio de la adhesion por
microscopia de fuerza atomica (Bowen et al., 1999; Boonaert et al., 2000,
2001; Dufréne et al., 2001). Cada uno de estos métodos proporciona una
informacion parcial del conjunto de fenémenos implicados en la adhesion,
y cada uno presenta inconvenientes y ventajas sobre los demas (Pembrey
et al., 1999).

17



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En todos los casos, las intervenciones relacionadas con la
salvaguardia de obras de arte exige, por su complejidad y delicadeza, un
enfoque multidisciplinar. Para afrontar una intervencion de restauracion
sera preciso, por tanto, realizar estudios pertenecientes a campos muy
diversos, que abarcan desde los propiamente artisticos hasta los
relacionados con las ciencias experimentales, con el fin de conocer y
describir no solo la obra a tratar, sino también la intervencion a realizar y
los materiales a emplear.

Al afrontar una intervencion de conservacion o restauracion de una
obra de las caracteristicas de una fuente monumental, expuesta a los
factores medioambientales, es esencial enfocar la cuestion desde el punto
de vista del biodeterioro, lo que requiere un estudio biolégico. Conocer las
caracteristicas de los microorganismos implicados, y los procesos que se
suceden en su desarrollo, es primordial. En la primera parte de esta
investigacion se analizaron las comunidades de microalgas presentes en los
monumentos estudiados, y se investigaron los fendbmenos de biodeterioro
provocados por ellas, prestando especial atencién a los productos
biogénicos relacionados con su presencia, ya que son ellos los que
prolongan y acentlan los efectos dafinos de las microalgas sobre el
sustrato.

Con el objetivo de frenar o disminuir el efecto de las microalgas en
monumentos como los aqui considerados, se han realizado recientemente
una serie de estudios para conocer la efectividad de productos biocidas
(Bolivar y Sanchez-Castillo, 1995; Sanchez-Castillo y Bolivar, 1997). Los
resultados obtenidos demuestran que, debido a las condiciones inherentes
a estos monumentos, los problemas existentes son de muy dificil solucion.
Esto conduce, como se dijo anteriormente, a plantear la conveniente
posibilidad de sustituir los elementos pétreos originales, cuando se
encontraran en avanzado estado de deterioro, por réplicas. De esta forma
los originales danados podrian conservarse adecuadamente en un espacio
con condiciones ambientales controladas, como por ejemplo un museo. El
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empleo de materiales artificiales para la realizacion de estas réplicas, asi
como para su uso en intervenciones de reintegracion, supondria una
ventaja, en el sentido de que éstos son mas facilmente manejables y de
menor coste econdémico. Ademas, introduciendo pequenas variaciones en
su composicion, se puede ampliar enormemente el campo de aplicacion:
desde réplicas de bienes moviles, por ejemplo material arqueoldgico,
hasta intervenciones arquitectonicas de gran envergadura.

En la segunda parte de este trabajo se investigaron distintos
materiales, con el fin de caracterizar aquel cuya resistencia al deterioro
fuera mayor. Los materiales se escogieron en funcion de los presentes en
los monumentos en que se centro el estudio, y sus cualidades se
confrontaron a las de aquellos. Se disefaron y realizaron experimentos con
probetas hechas de morteros artificiales, constituidos por resinas sintéticas
y polvo de piedra natural, sometiéndolas a una serie de pruebas, con el fin
de establecer sus respuestas ante los distintos factores de alteracion.

Aunque los morteros estudiados mostraron excelentes propiedades
fisico-quimicas con respecto a las de los materiales constituyentes
originales, en términos de biodeterioro la respuesta obtenida distd6 mucho
de ser satisfactoria. Esto llevo a plantear una tercera parte de la
investigacion, en la que se analizan en profundidad los factores que
intervienen en la adhesion y el desarrollo de las comunidades microalgales
en las distintas superficies. El conocer el proceso de colonizacion de estos
microorganismos sobre los sustratos monumentales representa, asi, el
punto de partida para una posible revision de los objetivos iniciales de este
trabajo.

Por todo ello, los objetivos concretos que se plantearon en este
trabajo fueron:

Parte I: Biodeterioro y formas de alteracion relacionadas.

- Caracterizar los géneros de microalgas identificadas en los distintos
analisis.
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-Definir las caracteristicas propias de los géneros localizados:
comunidades que forman, biotipos.
-Describir los procesos fisiologicos basicos de estos organismos.

- Caracterizar las principales formas de alteracion relacionadas a la
presencia de microalgas (costras minerales biogénicas).

-Realizar estudio descriptivo, complementado con microscopia y
microfotografia.

-Realizar estudio colorimétrico.

-Realizar estudio mineralogico.

Parte Il: Material de intervencion propuesto.

- Elaborar morteros artificiales para su utilizaciéon en reposiciones y
réplicas de fuentes monumentales.

-Caracterizar los materiales pétreos naturales propuestos para la
elaboracion de los morteros.

-Caracterizar los morteros artificiales.

-Realizar, a partir de los morteros disenados, probetas sobre las
cuales efectuar los ensayos pertinentes.

- Determinar el comportamiento de los morteros elaborados frente a los
factores de deterioro presentes y posibles en las obras estudiadas.

-Conocer la resistencia de los morteros frente a los agentes de
deterioro fisicos y quimicos habituales en monumentos,
reproducidos en laboratorio.

-Conocer la respuesta de los morteros a condiciones de degradacion
fisica y quimica extremas.

-Conocer su susceptibilidad a agentes biologicos.
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Parte Ill: Interacciones entre microalgas y materiales pétreos:
estudio de superficies.

- Estudiar las propiedades de superficie de los morteros creados.

-Elaborar nuevas probetas, variando la proporcion de los
componentes para obtener distintas texturas.
-Medir la tension superficial en las probetas de los diferentes
materiales, tanto naturales como artificales.

- Estudiar las propiedades de las microalgas implicadas.
-Obtener cultivos monoalgales de las especies algales mas
representativas.
-Medir la tension superficial de dichas especies.

- Determinar los factores que influyen en la adhesion y colonizacion de
microalgas sobre los sustratos pétreos.
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I.| MATERIALES Y METODOS

MATERIAL ARTISTICO

En este trabajo se han estudiado los fenémenos de biodeterioro por
microalgas en varias fuentes de estilo hispanomusulman de las ciudades de
Granada y Sevilla. En Granada se estudiaron en primer lugar, entre los
anos 2000-2002, las fuentes del complejo historico-artistico de la Alhambra
(fig. 1.1.1), y mas adelante (2002-2004) la fuente de Bibatauin (fig. 1.1.2),
situada en la céntrica plaza del mismo nombre; en Sevilla, por otra parte,
se trataron las fuentes de los Reales Alcazares (figs. 1.1.3a y b),
simultaneamente a las de la Alhambra.
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Fig. 1.1.1- Vista general de La Alhambra desde el Albaicin.

Fig. 1.1.2- Fuente de Bibatauin.
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Figs. 1.1.3ay b- Dos rincones del extenso recinto de los Reales Alcazares de Sevilla.

La eleccion de estas fuentes responde a varios motivos. En primer
lugar, el hecho de que tanto la Alhambra y el Generalife como los Reales
Alcazares sean recintos monumentales de notable importancia, los
convierte en objetivos de gran interés. Las fuentes de ambos recintos
estan relacionadas estilisticamente, al igual que la de Bibatauin, pero
fueron construidas en diferentes momentos histéricos y han sufrido
tratamientos distintos, lo que permite hacer una comparacion del grado de
deterioro en funcion del tiempo y de la historia en cada caso. Ademas, los
materiales de construccion de estas fuentes son muy parecidos desde el
punto de vista mineraldgico, lo que permite contrastar las diferentes
manifestaciones del deterioro segin el clima y las condiciones
ambientales.

Las fuentes que han sido objeto de este estudio datan, como se
dijo, de épocas muy distintas. En la Alhambra y el Generalife, la mayoria
pertenecen a los siglos XlIl y XIV, en que reinaba la dinastia Nazari. La gran
prosperidad que vivio la ciudad en estos siglos quedd plasmada en la
riqueza de las Ultimas intervenciones arquitectonicas que los musulmanes
realizaran en la Alhambra. En cuanto a los Alcazares de Sevilla, su
evolucion histérica fue mas irregular que la de la Alhambra. Este hecho,
unido a que hasta hace muy poco el recinto se empled como residencia de

27



monarcas y gobernantes,
hace que los distintos
elementos que pueden
encontrarse sean muy
heterogéneos (Marin
Fidalgo, 1992; Lobato
Dominguez 'y  Martin
Esteban, 1999). La edad
de las fuentes
consideradas va de los
siglos XIV y XV hasta el |
XIX'y XX (fig. 1.1.4).

Fig. 1.1.4- Fuente de realizacion moderna en los Reales Alcazares.

La fuente de Bibatauin, por ultimo, es de principios del s. XX,
aunque su estilo, a grandes rasgos, se asemeja al de las anteriores.

Las fuentes islamicas de la Alhambra de Granada y de los Reales
Alcazares de Sevilla han sido, desde tiempos remotos, objeto de numerosas
catalogaciones y analisis de tipo estilistico. Entre los estudios mas
significativos cabe mencionar los de Seco de Lucena (1919), Martin Fidalgo
(1992), Gémez Moreno (1994), Lobato Dominguez y Martin Esteban (1999),
Caro Yusta (2001), y, especialmente, Bermudez Pareja (1972-77), Grabar
(1986), Gonzalez Ramirez (1995) y Gallego y Burin (1996).

La clasificacion de las fuentes de la Alhambra hecha por Bermidez
Pareja sigue siendo una referencia en la actualidad; pese a la localizacion
geograficamente limitada de su trabajo, sus criterios de catalogacién se
pueden considerar perfectamente aplicables a la mayoria de las fuentes de
inspiracion islamica (Bolivar Galiano, 1994), y por tanto también a las
fuentes del Alcazar de Sevilla.
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Todas estas fuentes responden al mismo esquema estilistico que
rige el disefo de este tipo de obras en otros ejemplos del arte islamico,
esencialmente distinto del europeo: la mayoria de ellas son piezas bajas,
colocadas a ras del suelo o incluso por debajo de su nivel, formando
laminas de agua calma (fig. 1.1.5). En algunos casos encontramos fuentes
levantadas (célebre es el ejemplo de la fuente del Patio de los Leones),
pero también en ellas es patente la diferencia que las distingue de las
fuentes propias de la llamada cultura occidental: el efecto de serenidad y
quietud que ofrecen las primeras es casi opuesto al que proporcionan las
ultimas, donde el agua es mdvil, inquieta, sonora.

En cuanto a la fuente de Bibatauin, su realizacion data de la década
de 1930 (Gallego y Burin, 1996), lo que la aleja cronologicamente de la
mayoria de las otras fuentes estudiadas. No obstante, fue disefiada bajo la
influencia del eclecticismo propio de aquellos anos, por lo que en términos
estilisticos si tiene vinculos con las fuentes mas antiguas de la Alhambra y
los Reales Alcazares. Sin embargo, aunque conserve las lineas esenciales
de la forma hispanomusulmana, no conserva la quietud y la calma de las
fuentes de ese periodo, sino que supone una fusion de estilos entre aquel y
el europeo.

Esta fusion es también perceptible en algunas fuentes de la
Alhambra, cuya turbulenta historia ha conducido en mas de una ocasion a
su modificacion o traslado parcial (Gallego y Burin, 1996). Tanto en ese
recinto como en los Alcazares sevillanos, las fuentes exentas (es decir, las
que no estan integradas en la arquitectura y pueden por ello cambiarse de
lugar) han sufrido todo tipo de transformaciones y recolocaciones en
nuevos emplazamientos, con las consiguientes alteraciones que eso
conlleva. Las que se encuentran formando parte de la arquitectura,
aunque estan situadas en sus lugares originales, a menudo se han visto
modificadas, se les han anadido nuevos elementos, o han sido recubiertas
por nuevas estructuras (fig. 1.1.6).
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Fig. 1.1.5- Fuente esquematica de los Palacios de la Alhambra.

Fig. 1.1.6- Fuente gallonada de factura antigua, alzada sobre una base moderna, en los
Reales Alcazares.
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Mientras que los documentos sobre estos recintos monumentales
son abundantes, la fuente de Bibatauin ha pasado practicamente
desapercibida para muchos autores, de forma que la informacion referente
a su historia es relativamente escasa (Gallego y Burin, 1996).

Exponer en detalle las variaciones sufridas a lo largo de la historia
por las fuentes aqui estudiadas ocuparia de por si todo el espacio de este
trabajo. Ademas, este aspecto de su estado de conservacion no se
encuentra directamente relacionado con las cuestiones que se plantean en
el presente estudio. En efecto, la accion de los agentes de biodeterioro, y
los dafos que provocan con ella, no responden al emplazamiento ni al
estilo de las obras. Por tanto, en este estudio no se consideraran los
factores relacionados con las intervenciones del Hombre.

Por cuanto se refiere a los materiales de construccion, la mayoria
de las fuentes de la Alhambra y los Reales Alcazares, a excepcion de los
ejemplares mas modernos, estan realizadas en marmol, ya se trate de
fuentes de la época musulmana o cristiana.

En las fuentes de la Alhambra el marmol empleado proviene,
principalmente, de las canteras de Macael, en la provincia de Almeria. Es
de la variedad denominada “blanco de Macael”, también conocido como
“blanco de la Atalaya” y “de las Casas”; es un tipo de roca muy frecuente
en los monumentos de esa ciudad (Zezza y Sebastian Pardo, 1992).

El marmol que se encuentra con mas abundancia en las fuentes
sevillanas, en cambio, es originario de Italia (no se deben olvidar las
importantes reestructuraciones de los jardines que obrara el maestro Resta
en época manierista). En este estudio se centrara la atencion en la
variedad de marmol blanco de Carrara, por ser el mas representativo de
los presentes, y una de las rocas mas empleadas en la realizacion de obras
de arte pétreas en el ambito del Mediterraneo occidental.

Los tipos de marmoles constituyentes de estos monumentos son, por
sus caracteristicas mecanicas y estéticas, variedades muy apreciadas por
arquitectos y artistas de todos los tiempos, y su uso en este sentido se
encuentra extendido a un sinfin de monumentos. Desde el punto de vista
geologico, son materiales que presentan unas caracteristicas muy
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similares: ambos son pétreos metamorficos, compuestos mayoritariamente
por calcita; la diferencia mas apreciable entre ellos es la dimension
original de sus cristales, mayor en el marmol de Macael.

Por su parte, la fuente de Bibatauin, al igual que las fuentes de
factura mas reciente del recinto de la Alhambra, esta realizada en piedra
de Sierra Elvira, una caliza muy apreciada y de uso muy extendido en
Granada. Aunque su calidad (y su precio) es menor que la del marmol, sus
caracteristicas morfologicas son parecidas, asi como sus cualidades.

ESTADO DE CONSERVACION

En todos los casos, el estado de conservacion que muestran las
fuentes consideradas no es, en lineas generales, el deseable. Las rocas
constitutivas de las distintas obras sufren alteraciones de tipo fisico,
quimico y estético, en su mayoria por desconocimiento de las causas
profundas de su deterioro y como consecuencia de una politica de
conservacion inadecuada.

Teniendo en cuenta sélo los aspectos no humanos de la cuestion,
hay que senalar varios elementos que contribuyen al deterioro de estos
monumentos. Por ejemplo, la exposicion a la luz solar durante el dia, con
el inherente aumento de temperatura, y el cambio brusco al frio de la
noche, ocasionan danos debidos a las continuas dilataciones vy
contracciones que sufre la piedra, llegandose a veces, en combinaciéon con
el agua, a la rotura por heladas o gelifraccion. También el efecto del agua
afecta enormemente por erosion directa las superficies, penetrando por
los poros y favoreciendo el desarrollo de microorganismos.

Las alteraciones mas destacadas de este tipo de obras vienen dadas
por la presencia de varias tipologias de patinas biologicas, que afectan
tanto a aspectos estéticos como estructurales. Estas patinas cubren la
superficie mojada y himeda de las fuentes, impidiendo su correcta lectura
y disfrute, y a veces incluso su correcto funcionamiento (deterioro
funcional o soiling, Ortega Clavo et al., 1993). Pueden dar lugar a la
formacion de costras carbonatadas (Golubic, 1969, 1973, 1987), que llegan
a constituir incrustaciones, concreciones y acreciones (Bolivar Galiano,
1994). Estas costras pueden llegar a ser muy perjudiciales para la roca
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(Krumbein, 1991; Bruggerhof et al., 1999). En el caso de las fuentes
estudiadas, el fendmeno representa la causa mas importante de deterioro
(Bolivar Galiano, 1994). Los organismos relacionados con patinas son,
principalmente, microalgas (fig. 1.1.7).

Fig. 1.1.7- Efectos del biodeterioro por microalgas en la base de la fuente guitarra de los
jardines bajos del Partal, en la Alhambra.
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MATERIAL BIOLOGICO
MICROALGAS: TERMINOLOGIA Y CONCEPTOS BASICOS

Los organismos que hoy estan englobados dentro de la
denominacion de algas, en un principio eran considerados como plantas,
puesto que todos realizan la fotosintesis, aunque carecen de hojas, tallo,
raices y organos reproductores desarrollados. Estudios mas avanzados
permitieron establecer similitudes entre sus caracteristicas y las de
algunos animales. Posteriormente, se decidié inaugurar una categoria para
ellas exclusivamente. En la actualidad conviven varios sistemas o
clasificaciones de los seres vivos, que siguen criterios distintos, aunque el
mas extendido y aceptado es el sistema de Margullis (Van den Hoek et al.,
1995). Esta clasificacion separa a los seres vivos en cinco reinos
diferenciados:

Reino Monera - Eubacterias + Arqueobacterias

Reino Protoctista - Algas eucaridticas + Protozoos + algunos Hongos
Reino Fungi - Hongos

Reino Animalia - Animales multicelulares

Reino Plantae - Musgos, plantas hepaticas y plantas vasculares

Con todo, el asunto sigue suscitando polémica, debido a que los
organismos que se consideran algas pueden llegar a ser muy distintos entre
si, en términos formales, fisioldgicos o filogenéticos.

El hecho que genera mas confusion a la hora de establecer una
clasificacion valida es que las células de las algas pueden ser, segun su
estructura interna, de dos tipos: procariotas y eucariotas. En las células
procariotas el nlicleo no esta diferenciado del resto de los organulos,
mientras que en las eucariotas una membrana mantiene sus elementos
agrupados. Son algas de células procariotas las cianoficeas y las
procloroficeas. Todas las demas son de células eucariotas.

La mayoria de las algas de agua dulce son microscopicas, salvo
algunas excepciones, como las caroficeas, que pueden alcanzar hasta 20
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cm de tamano. Hay algas unicelulares y pluricelulares. Las unicelulares
suelen encontrarse agrupadas formando masas irregulares y amorfas; las
pluricelulares, en cambio, se agrupan de forma organizada, constituyendo
estructuras parenquimaticas o pseudo-parenquimaticas (a modo de
paquetes) de un cierto nimero de individuos, o filamentos, ramificados o
no, de una o mas series de células. Estas estructuras pluricelulares
pueden, a su vez, encontrarse aisladas o agrupadas. En funcion del tipo de
comunidad que generen las algas, Sanchez Castillo y Bolivar Galiano (1997)

distinguen seis biotipos diferentes: |- algas unicelulares aisladas, II-
agregados gelatinosos, grupos de algas envueltas en productos
metabdlicos, como polisacaridos y proteinas, IlI- agregados no gelatinosos,

IV- estructuras pseudo-parenquimaticas, algas agrupadas en estructuras
mas o menos definidas, V- filamentos sin vaina, y VI- filamentos con vaina.

La reproduccion de las algas se puede desarrollar de manera tanto
sexual como asexual, dependiendo del tipo de organismo de que se trate y
de las condiciones ambientales en que viva. La reproduccion asexual
implica la segregacion de una parte del individuo, bien por mecanismos
inespecificos  (fragmentacion), bien mediante estructuras mas
especializadas (esporangios). La reproduccion sexual es un mecanismo mas
complejo, que implica un proceso de formacion de gametos y el desarrollo
de cigotos; por lo general tiene lugar bajo condiciones ambientales
desfavorables.

En funcion del ambiente en que vivan, se distinguen algas
terrestres y acuaticas:

-Terrestres: solo unos pocos tipos de algas, como las chlorococcales
y ciertas clorofitas, se desarrollan en ambientes terrestres. Algunas son en
realidad algas de agua dulce, y viven gracias a la humedad del suelo. Otras
han evolucionado y se han adaptado a medios rocosos. Segun la zona de la
roca en que vivan, se denominan, en la nomenclatura de Friedmann y
Gallum (en Lee, 1989):

-Algas epiliticas, cuando viven sobre la roca, en su parte externa.
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-Algas subliticas, cuando viven en la superficie interna, en contacto
con el suelo, de rocas translucidas.

-Algas endoliticas, cuando viven dentro de la roca. Dentro de este
grupo se distinguen:

-Algas casmoendoliticas, cuando se desarrollan en fisuras y grietas
del sustrato.

-Algas criptoendoliticas, cuando viven en cavidades estructurales y
poros internos.

Otros autores diferencian ademas un quinto grupo, el de las algas
euendoliticas, que también viven en el interior de la roca, pero acceden a
él penetrando activamente (Golubic et al., 1981).

-Acuaticas: son la mayoria. Pueden ser, en funcion de la zona
acuatica en que viven:

-Algas bentodnicas, cuando viven adheridas al fondo o los laterales:
-Algas epipélicas, cuando viven sobre lodos o arena.
-Algas litofiticas, cuando viven en la superficie de rocas
sumergidas.
-Algas endoliticas, cuando viven en el interior de las rocas
sumergidas.

-Algas planctoénicas, cuando viven suspendidas en el agua.

-Algas perifiticas, cuando viven adosadas a organismos vegetales

sumergidos.

Dentro de este grupo, y dependiendo de la naturaleza de las aguas, se
diferencian:

-Algas de agua dulce.
-lénticas, en aguas estancadas.
-loticas, en aguas corrientes.
-Algas marinas.
-Algas de estuario. Son las que presentan mas tolerancia a distintas
temperaturas y grados de salinidad; esto es, son euritérmicas y eurihalinas.
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Las algas que afectan a las obras aqui estudiadas son de agua dulce,
y, dentro de ellas, encontramos varios biotipos de algas de distintos tipos:
epiliticas y endoliticas, lénticas y loticas.

Aparte de estas clasificaciones generales de tipo ecoldgico, las
algas se dividen en grandes grupos taxonomicos o phyla. Las algas que nos
interesan pertenecen a los phyla de las cianofitas, clorofitas y las
heterokontofitas, y, dentro de este Gltimo, mas concretamente a la clase
bacilarioficeas. A continuacién haremos una revision de las principales
caracteristicas de cada grupo.

Cianofitas.

Las cianofitas, también llamadas cianobacterias, cianoprocariotas y
algas verde-azuladas, constituyen el grupo mas primitivo de algas.
Pertenecen, segln el sistema de Margullis antes expuesto, al grupo de las
Eubacterias del Reino Monera, puesto que en sus células el ADN se
encuentra libre y sin cromosomas, no englobado en una membrana
nuclear. Son las Unicas algas de células procariotas. Carecen también, por
tanto, de cloroplastos, de modo que los saculos de granas, o tilacoides,
estan igualmente libres en el citoplasma. Este hecho conduce, como se
adelanté anteriormente, a discrepancias respecto a su integracion en
ciertos grupos taxondémicos y a la nomenclatura para designarlas.

El grupo de las cianofitas contiene una sola clase, las cianoficeas, que
incluye a unos 150 géneros y 2.000 especies. Sus caracteristicas comunes
mas destacables son:

- Los organismos existen en formas unicelulares, coloniales,
filamentosas, y parenquimaticas sencillas. En ningln caso las
células estan dotadas de flagelos.

- Al igual que en el caso de las bacterias, en el citoplasma de las
algas cianofitas no hay un nulcleo definido. Carecen también de
mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico.
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- Los pigmentos fotosintéticos se encuentran en tilacoides libres,
como ocurre en algas de otros grupos, como las Rodofitas y las
Glaucofitas. Contienen clorofila a, perono by c.

- Ademas de la clorofila, tienen otros pigmentos: ficocianina,
aloficocianina y ficoeritrina. Estos pigmentos les confieren, en
funcion del que predomine en cada especie y en cada etapa vital,
una coloracién que puede variar del verde al azul, pasando por el
violeta e incluso el rojo.

- Entre los tilacoides se localizan pequeiios granulos que contienen
reservas de polisacaridos.

- La pared celular esta formada por varias capas, y solo las dos mas
internas son iguales en todas las cianofitas. Las demas dependen
del ambiente, de la cantidad de mucilago que segrega la célula,
etc. Estan compuestas de peptidoglucanos (polisacaridos unidos por
péptidos). A menudo se encuentran envueltas en mucilagos (muco-
polisacaridos hidratados).

- La reproduccion de las cianofitas es asexual, pero la existencia de
procesos parasexuales de transformacion y conjugacion permite el
intercambio genético.

- Las cianofitas pueden vivir en agua dulce, salada, y en ambientes
terrestres. Las hay planctonicas y bentoénicas.

Bacilarioficeas.

Las bacilarioficeas, mas cominmente llamadas diatomeas, pertenecen
a las Heterokonfitas, junto con ocho clases mas. Son las algas mas
extendidas en nuestro planeta, ocupando hasta un 70% de su superficie.
Las diatomeas desempeinan un papel principal en los ciclos geologicos del
Silicio y el Carbono. El grupo incluye a unos 250 géneros y 100.000
especies. Sus caracteristicas principales son:

- Existen normalmente en forma unicelular; a veces se agrupan en
fasciculos, filamentos o pustulas gelatinosas.

- Cada célula esta recubierta de una pared de silicatos (Si0,-nH,0),
exclusiva de este tipo de algas, recubierta de polisacaridos,
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llamada frustulo. El fristulo esta formado por dos mitades o valvas,
ligadas por un cinturén o cingulo.

- En funcion de la configuracion del frastulo, distinguimos dos
ordenes principales: a) diatomeas céntricas, cuando la estructura
silicea forma una imagen radial, y b) pennadas o raficas, cuando la
disposicion del frustulo es a partir de una linea o eje. Cada
elemento del fradstulo se forma en el citoplasma, en una vesicula
que funciona como depdsito de silice.

- En las diatomeas céntricas, las Unicas células moviles o zoidios son
los gametos masculinos.

- Los cloroplastos aparecen de color dorado o marrén, debido a la
presencia de ficoxantina. Contienen también clorofilas ay c.

- Viven en aguas marinas y dulces, formando parte del plancton o del
bentos. Las diatomeas céntricas son principalmente marinas
plancténicas, mientras que las pennadas se encuentran tanto en
agua dulce como salada.

Clorofitas.

Las clorofitas, o algas verdes, forman un grupo muy extenso, que se
considera como el mas evolucionado entre las algas. Tienen caracteristicas
que las distingue de las demas algas, y las acerca a los briofitos y las
plantas vasculares, como por ejemplo la composicion de los polisacaridos
que producen, o la presencia de clorofilas a y b. El phylum engloba varias
clases, subdivididas en unos 500 géneros y 8000 especies. Sus
caracteristicas principales son:

- Aunque algunas son macroscopicas, la mayoria son microscopicas.
Muchas son plancténicas, y viven suspendidas en el medio como
organismos unicelulares aislados o agrupados en colonias, o en
forma multicelular. Otras son bentonicas, y pueden ser epiliticas o
perifiticas.

- Las células pueden realizar movimientos fototacticos, mediante
secrecion de mucilagos o por la presencia de flagelos (zoidios). Las
células flageladas son isocontas, esto es, tienen los flagelos con
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estructuras iguales pero que difieren en su longitud. Normalmente
hay dos flagelos por cada célula.

- En los cloroplastos coexisten varios pigmentos, ademas de las
clorofilas: xantofila, luteina, zeaxantina. Pero estos pigmentos no
enmascaran a la clorofila, por lo que el color predominante es el
que les da el nombre de algas verdes.

- En algunos casos las células tienen pirenoides, que se encuentran
dentro del cloroplasto, y a menudo penetrados por los tilacoides.

- Las reservas de polisacaridos de las células estan en forma de
granulos que pueden encontrarse alrededor del pirenoide, cuando
lo hay, o dispersos en el estroma del cloroplasto, pero no libres en
el citoplasma como ocurre en las demas algas.

- Su pared celular esta compuesta, principalmente, de celulosa.

- La mayoria son de agua dulce, pero las hay también terrestres y
marinas.

Para la redaccion de este apartado se consideraron los siguientes
trabajos: Canter-Lund y Lund (1995), Bourrely (1966-70), Desikachary
(1980), Lee (1989), Round et al. (1990) y van den Hoek et al. (1995).

RECOLECCION DE ESPECIES IMPLICADAS

El estudio de las especies algales presentes en las fuentes
consideradas se realizo mediante toma de muestras y analisis en
laboratorio. Los puntos de muestreo se determinaron, en el caso de los
Reales Alcazares de Sevilla y de la fuente de Bibatauin, por observacion
directa, y, en la Alhambra, ademas, por referencia a los resultados
obtenidos en anteriores trabajos de la misma linea (Bolivar Galiano, 1994).

Los diferentes muestreos se realizaron, una vez obtenida la
autorizacion necesaria de parte de los responsables en cada caso,
mediante bisturi y pinzas. Las muestras se conservaron en recipientes
apropiados (eppendorf) y se fijaron con formaldehido al 4%, antes o
después de su analisis. En total se hicieron 5 muestreos, obteniéndose un
total de 74 muestras destinadas a su observacion y estudio: 2 muestreos en
el Alcazar Real, con 25 muestras finales, 2 en la Alhambra, con 24
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muestras, y 1 en Bibatauin, con 25 muestras. Los muestreos se realizaron
en la época de mayor proliferacion algal, cuando su presencia es mas
evidente. Para la Alhambra y los Alcazares, los muestreos se realizaron con
pocos dias de diferencia cada uno entre un monumento y otro, y con un
mes de intervalo entre el primero y el segundo en un mismo monumento.
En la fuente de Bibatauin, como se indicd anteriormente, el estudio se
desarrollé posteriormente, realizandose el muestreo en un Unico dia.

Las muestras tomadas son exclusivamente de algas y sus productos
de alteracion (costras minerales: acreciones y concreciones). En ningin
caso se tomaron muestras de materiales constitutivos originales.

Las muestras obtenidas se observaron a la lupa binocular para su
caracterizacion en términos macroscopicos. Se realizé una descripcion de
cada muestra, completada en algunos casos con fotografias o esquemas
con lapices de colores. La identificacion de las especies presentes se hizo
por observacion al microscopio éptico. El estudio taxondmico se acompaind
en algunos casos de fotomicrografias. Se empled para este estudio un
microscopio convencional o invertido, y para la documentacion fotografica
un Tesovar, ambos de la casa Zeiss.

Las especies halladas se catalogaron, y se cuantificaron segun el
modelo propuesto en Bolivar Galiano (1994), esto es, mediante la
asignacion de un indice del 1 al 5 cuando constituian mas del 1% de la
muestra. Si una especie se encontraba en menor proporcion, se marco con
un signo +. Los porcentajes que corresponden a las cifras son los
siguientes:

1: del 1 al 10%
2: del 10 al 25%
3: del 25 al 50%
4: del 50 al 75%
5: del 75 al 100%
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CARACTERIZACION DE LAS FORMAS DE ALTERACION RELACIONADAS

Las muestras recogidas en la fuente de Bibatauin y las de los
recintos de la Alhambra y los Alcazares ejemplificaban, como se mencioné
anteriormente, algunas de las formas de alteracion tipicas de las
microalgas: las costras estromatoliticas de carbonatos, denominadas
también concreciones o acreciones (dependiendo de su situacion en la
fuente; Bolivar Galiano, 1994). Estas costras son el estadio final de la
colonizacion algal, y representan una de las formas de alteracion mas
daninas y persistentes de las originadas por microalgas.

Para completar el estudio sobre el biodeterioro en estos
monumentos, se realizd una caracterizacion de estas formaciones. Se
observaron las costras mas representativas a la lupa binocular y se
efectuaron dibujos descriptivos. Ademas, se realizaron analisis
colorimétricos y mineraldgicos, que se completaron con la observacion al
microscopio electronico de barrido de las muestras mas significativas.

Colorimetria.

El analisis colorimétrico tiene como fin caracterizar
cuantitativamente el color de una superficie. En nuestro caso, el interés
de este analisis residia en la obtencion de datos cuantitativos que
complementasen los cualitativos, obtenidos por observacion directa y a la
lupa de las muestras recogidas.

El analisis se basa en la teoria tricromatica de la vision en color,
derivada de las observaciones de Isaac Newton, y formulada por separado
por Young y Helmholzt. El fundamento de la teoria es que cualquier color
puede obtenerse mezclando tres estimulos de color primarios. La eleccion
de estos estimulos es muy amplia, pero no arbitraria, puesto que ninguno
de los tres estimulos debe ser mezcla de los otros dos.

A raiz de esta teoria tricromatica, la Comission Internationale de
I’Eclairage (CIE) estableci6 en 1931 un sistema de colorimetria por
comparacion, que consistia en obtener un determinado color partiendo de
la combinacion de rojo (700 nm de longitud de onda), azul (435,8 nm) y
verde (546,1 nm), para poder asi definirlo mediante tres vectores situados

42



en un espacio tridimensional, llamado espacio triestimulo. En este sistema,
la ecuacion que describe el color es la ecuacion triestimulo (Attridge,
2002):

Q=rR + vV +aA ec. 3est. |

donde Q es el color a definir y R, V y A, llamados valores triestimulo,
corresponden, respectivamente, al rojo, verde y azul. Cada letra, o sea,
cada color, esta precedida por su minlscula, que indica la “cantidad” del
mismo. Segln la ecuacion, entonces, un color cualquiera puede definirse
en funcion de la “cantidad” de rojo, azul y verde que contenga.

El sistema de 1931 se demostré poco acertado, por lo que
posteriormente se efectuaron ciertas modificaciones, de tal forma que la
ecuacion triestimulo se redefinié en funcion de los parametros X, Yy Z:

Q=xX+yY +zZ ec.3est. |l
donde x, y y z se definen como:

X=X/ X+Y+Z y=Y/ X+Y+Z z=1/ X+Y+Z
de modoquex+y+z=1.

Esta formulacion es adecuada para describir colores luz, pero
resulta poco apropiada para definir el color de un objeto. Por este motivo,
en 1976 la CIE introdujo un nuevo modelo colorimétrico, conocido como
CIELAB, que consiste en localizar un color en un sistema tridimensional (L*
a* b*), donde L* representa la luminosidad, y a* y b* forman un plano
circular donde se pueden situar el tono y el croma. El croma esta
relacionado con la saturacion del estimulo, y el tono indica la zona
cromatica en que se encuentra el color.

Estas coordenadas se definen como:
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siempre que X/Xo , Y/Yoy Z/Z, > 0,01, donde X, , Yoy Zo corresponden a
los valores triestimulo de un blanco de referencia. Si no se da esta
condicion, es necesario modificar las expresiones anteriores.

La relacion entre las coordenadas a* y b* con el croma (C) y el tono
(h) viene dada por las siguientes expresiones:

C=+(@*) +(b*) h=arctg(b*]

a*

Experimentalmente, se pueden conocer a* y b* a partir de los
valores de X, Y y Z, que se obtienen mediante un espectrorradiometro. En
el presente estudio se empled un Spectrascan-704 de PhotoResearch, del
Departamento de Optica de la Universidad de Granada (fig. 1.1.5), y las
mediciones se realizaron en una cabina de iluminacion Verivide con
iluminante D65, simulador de la luz dia estandar. La medida del blanco de
referencia se tomo sobre una pieza de sulfato de bario, suministrada por el
fabricante de la cabina. No fue necesario modificar las expresiones
referentes a las coordenadas a* y b*.

Del total de muestras recogidas en las fuentes de la Alhambra y los
Reales Alcazares se seleccionaron las 14 mas representativas para este
estudio. La observacion directa permitié decidir los puntos sobre los que
realizar las medidas en cada muestra. Las muestras se colocaron, dentro
de la cabina, en un plano inclinado 45° sobre la horizontal. Se efectuaron
42 mediciones.

44



Fig 1.1.5- Analisis colorimétrico de una de las muestras (sefalada con una flecha).

Analisis mineralégico.

Para el analisis mineraldgico se recurrio a la técnica de difraccion
de rayos X (DRX), que permite conocer la composicion de los distintos
materiales; la DRX aporta ademas informacion cualitativa sobre la fase
cristalina de las muestras analizadas. La técnica se basa en la difraccion
que experimentan los rayos al incidir con cierto angulo sobre un solido, si
éste es cristalino y ordenado. El empleo de rayos X se justifica porque el
fenomeno de difraccion es posible debido a que su longitud de onda (1) va
desde los 0.02 y los 100 A (1 A =10.000 p ), y las distancias interatomicas
son de alrededor de 1 A . El estudio por difraccién de rayos X permite
obtener el perfil que caracteriza a un material cristalino. Su utilidad se
limita, por tanto, a solidos ordenados, siendo completamente inutil para
analizar sélidos amorfos o sustancias organicas.

Para este estudio, se utiliz6 un difractobmetro Philips PW1710,
equipado con rendija automatica, del Departamento de Mineralogia y
Petrologia de la Universidad de Granada. Las condiciones de trabajo
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fueron: radiacion de emision CuKa., voltaje de 40 kV, intensidad de 40 mA,
zona explorada de 3° a 60° 20 y velocidad de goniometro de 0,1 20 /s. La
mineralogia de las muestras se determiné mediante el método del polvo
cristalino desorientado. Todas las muestras fueron previamente molidas en
mortero de agata hasta un tamano inferior a 0,053 mm (tamiz 140 ASTM).
El polvo obtenido se dispuso, sin ejercer ninguna presion que pudiera
orientar algunos minerales, sobre portamuestras de silice de bajo ruido de
fondo. La interpretacion de los datos obtenidos se llevd a cabo
manualmente y mediante programas informaticos (Martin Ramos, 1990). La
nomenclatura empleada en los difragtogramas resultantes es la siguiente,
y corresponde a la propuesta por Kretz (1983):

Cal: calcita Arg: aragonito
Ank: ankerita Dol: dolomita
Qtz: cuarzo

Microscopia electrénica de barrido.

Esta técnica se basa en la formacion de imagenes mediante el
empleo de electrones. Esta dptica permite al microscopio electronico de
barrido (SEM, en sus siglas en inglés) obtener imagenes de gran aumento,
aunque no tanto como las que ofrece el microscopio electrénico de
transmision (TEM). Con todo, el SEM esta mucho mas difundido vy
desarrollado que el TEM, ya que las imagenes que proporciona son mas
realistas, con mayor definicién y de apariencia tridimensional (Matteini y
Moles, 1990). Esto se debe a que los electrones que forman la imagen no
son los transmitidos por la muestra, sino los reflejados (electrones
secundarios). En este estudio la microscopia aplicada fue la electronica de
barrido por emision de campo (FESEM), una variante del SEM tradicional. El
equipo empleado fue un Leo Gemini 1530 FESEM, acoplado a un analizador
INCA-200 Oxford microanalysis. Las imagenes FESEM por electrones
secundarios se obtuvieron a partir de pequehas muestras de costras
(2x4x1mm aprox.) cubiertas de carbon.
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I.1l. RESULTADOS

AGENTES DE BIODETERIORO

El elenco de géneros identificados en la observacion al microscopio
optico de las muestras tomadas en las fuentes de la Alhambra, Bibatauin y
los Reales Alcazares se ofrece en el anexo I. En las tablas correspondientes
se sefala también la proporcion de cada uno de ellos en el total de cada
muestra analizada. La tabla 1.2.1 ofrece un resumen del contenido del
anexo, indicando las especies que se encontraron en cada recinto
estudiado y en cuantas muestras se identifico cada una de ellas, ademas
de su presencia relativa en el total de muestras analizadas de cada lugar.
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ESPECIE ALHAMBRA | "% | BIBATAUIN | "% | ALcAzaRes | )
Calothrix spp + 3 . - P 16
Chamaesiphon sp - . . 5 B B
%) Chlorogloea sp - - ot 5 - -
| Chroococcidiopsis sp - - ++ 5 - ;
E Chroococcus sp + 1 - - ++ 3
= Gloeocapsa sp - - + 1 - ;
< Phormidium spp PRI 15 - 14 - 17
O Pleurocapsa sp - 5 + 2 - :
Scenedesmus sp 1 - - - R
Symploca sp 3 - - ++ 4
Achnantes sp - - pr 1 - -
Amphora sp 1 - - - R
2! Cymbella spp 1 - - pr 2
< : :
[ Epitemia sp - 5 - - o 7
§ Melosira sp - - - - pr 1
'<_z Navicula spp - 5 + 3 - 4
a Nitzschia spp . 4 pr 1 T 10
Synedra sp - - - - pr 5
Tabellaria sp - - pr 1 -
Apatococcus spp + 3 - - B 2
Chlorella spp pr 2 - - ++ 3
Chlorosarcina spp ot 19 s . R 10
2| Chlorosarcinopsis spp ++ 2 - - ; ;
§ Chroococcidiopsis sp - - ++ 4 - -
S Coccomyxa sp pr 2 - - - :
g Cosmarium spp - - P 6 ) -
o Planophila sp ++ 3 pr 1 + 2
Stichococcus sp - - pr 2 pr 2
Tetracystis sp ++ 2 . . o 5
Ulothrix spp - - + 3 + 2

Tabla 1.2.1- Presencia relativa de las distintas especies de cianoficeas, cloroficeas y
diatomeas en cada una de las fuentes estudiadas, y nUmero de muestras en que fueron
identificadas en cada caso (N° M). Los indices se calcularon dividiendo la suma de los
indices de porcentajes de la catalogacion del anexo | entre el niUmero de muestras total, de

tal forma que (-) =

ausencia; (pr) = menos de 0,1 (presencia no representativa de la

especie); (+) = de 0,1 a 0,25; (++) = de 0,25 a 0,5; (+++) = de 0,5 a 0,75; (++++) =de 0,75 a
1; (+++++) = mas de 1 (presencia muy elevada).

48




Se observa que, mientras que en las muestras extraidas de las
fuentes de los Alcazares sevillanos la presencia de los distintos tipos de
algas es, por término medio, relativamente proporcionada, sin que ninguno
de ellos predomine claramente, en las muestras recogidas en las fuentes
de la Alhambra las algas cloroficeas son mas numerosas que las restantes,
en lineas generales y a excepcion de algunos casos concretos.

o ;".19 .
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Fig. 1.2.2- 4 imagenes de diatomeas (100X): a) y b) dos especies de Navicula, c) varias
células de Gomphonema sp, y d) Nitzschia spp (fotomicrografias cedidas por Eduardo
Linares).

También la en la fuente de Bibatauin estas algas son muy
numerosas, aunque el grupo protagonista es el de las cianoficeas. Entre las
cloroficeas, la especie mas frecuente es Chlorosarcina spp, un alga verde
unicelular; también son abundantes Tetracystis sp, y Planophila sp. Entre
las cianoficeas, en los tres lugares predominan especies del género
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Phormidium (fig. 1.2.3f) y géneros muy similares, como Symploca, y, en los
Reales Alcazares, de Calothrix. Son géneros de algas filamentosas, de
filamentos uniseriados. Por otra parte, las diatomeas mas comunes en
todos los casos son Nitszchia spp, Navicula spp y Cymbella sp (figs. 1.2.2a-
d).

Fig. 1.2.3- a) agregado de algas verdes cocoides (40X); b) algas verdes filamentosas
acompanadas de cocoides (20X); c) algas verdes unicelulares de la especie Cosmarium sp
(40X); d) filamentos de cianoficeas (40X); e) pseudoparénquimas (20X); y f) filamentos de
Phormidium uncinatum cf (40X).
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Desde el punto de vista del biodeterioro resulta interesante conocer
los biotipos a que pertenecen las especies identificadas, es decir, qué tipo
de comunidad generan. En este estudio se seguira la clasificacion
propuesta por Sanchez Castillo y Bolivar Galiano (1997). En la figura 1.2.4
estan reflejados los biotipos predominantes en cada area de muestreo.
Como se observa, los tres biotipos mas representativos son el I, que
corresponde a las unicelulares aisladas, y que aqui se corresponde con las
diatomeas y algunas algas verdes; el Il, células formando agregados
gelatinosos, de algas verdes y, sobre todo, verde-azuladas; y el VI,
filamentos con vaina, mayoritariamente de algas verde-azuladas.
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Fig. 1.2.4- Proporcion de cada biotipo algal en las distintas zonas de muestreo.

ALHAMBRA

BIBATAUIN

ALCAZARES

BIOTIPOS:
I- UNICELULARES

Il- AGREGADOS GELATINOSOS

l1l- AGREGADOS NO GELATINOSOS
IV- PSEUDOPARENMQUIMAS

V- FILAMENTOS CON VAINA

VI- FILAMENTOS CON VAINA
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FORMAS DE ALTERACION RELACIONADAS

Las especies identificadas se encontraron relacionadas con formas
de alteracion caracteristicas, tales como patinas biologicas de distintas
tipologias, y costras carbonatadas biogénicas. La observacion de estas
Ultimas a la lupa binocular permitioé distinguir, en algunos de los casos,
varios estratos perfectamente diferenciables (figs. 1.2.5a-d).

Fig.1.2.5. Costras biogénicas de carbonato calcico: a) y b) muestras procedentes de la
Alhambra; debajo, c) y d) muestras de Bibatauin. Se aprecian los distintos estratos,
correspondientes a diferentes etapas en su formacion y constituidos por diversos
organismos.

o X
J‘ﬁ, @ \L
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Las costras carbonatadas presentan una superficie externa
extremadamente lisa, compacta y homogénea, hecho sobresaliente en el
caso de las muestras tomadas en las fuentes de la Alhambra. En las
muestras provenientes de los Alcazares las costras mostraban un grado
menor de compactacion, y a menudo los estratos se confundian entre si.

La cara interna de las costras, por el contrario, es irregular, y
muestra biofilms de organismos vivos, mezclados con materia inorganica
sin compactar.

Se analizaron al microscopio 6ptico muestras de cada uno de los
estratos, en aquellos casos que se consideraron mas interesantes. Como
era presumible, se encontrd que las capas coloreadas de tonos mas oscuros
correspondian a algas pertenecientes al grupo de las cianoficeas, mientras
que los estratos de tonos verdes mas claros estaban constituidos por
cloroficeas. En ambos casos la presencia de cristales de materia inorganica
era notable.

Colorimetria.

Mediante el analisis colorimétrico se obtuvieron una serie de
valores, recogidos en el anexo Il, que permitieron realizar la grafica que se
muestra a continuacién (fig. 1.2.7), y que ha sido superpuesta a un
diagrama CIELAB, tomado de Hita Villaverde (2001), que sirve de
referencia para su lectura. Los puntos corresponden al tono de las costras
estromatoliticas. La figura que aqui se ofrece es una representacion plana
de un objeto tridimensional, donde el grado de saturacion de los colores
varia a lo largo de un eje perpendicular. Puesto que en este soporte no se
puede representar este parametro, el diagrama ha sido modificado
ligeramente para aproximar la saturacion de los colores de referencia a la
de los colores de las costras analizadas.
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Figs. 1.2.7- Tono de las costras analizadas por colorimetria. El eje de ordenadas
corresponde al parametro a*, y el de abcisas, a b*. Los tonos medidos en las costras
provenientes de los Reales Alcazares estan indicados con rombos, y los de las muestras de
la Alhambra y el Generalife, con cuadrados.
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Analisis mineralégico.

El contenido de los difractogramas que se obtuvieron mediante el
analisis por DRX estd resumido en la tabla 1.2.1; algunos de los mas
representativos de cada zona de muestreo se adjuntan en el anexo lll.
Como se puede observar, los resultados son similares en los tres casos, y en
todas las muestras el mineral predominante fue la calcita. En algunas de
ellas se encontr6 ademas otro mineral calcico, el aragonito, y otro
carbonato, la dolomita. También se detectd en ciertos casos la presencia
de compuestos siliceos.

MINERALES ALCAZARES ALHAMBRA BIBATAUIN
Calcita ++++ ++++ ++++
Dolomita + + +
Aragonito + ++ +
Ankerita - - pr
Cuarzo pr + +

Tabla 1.2.1- Analisis semi-cuantitativo de las costras biogénicas. La concentracion de cada
tipo de mineral se expresa mediante el nimero de (+); (pr) indica una presencia muy baja;
(-) indica ausencia.

Microscopia electrénica de barrido.

El analisis de muestras al microscopio electronico de barrido por
emision de campo (FESEM) proporcioné imagenes muy elocuentes sobre la
estructura de las costras y su caracter biogénico. En la figura 1.2.9 (a-f) se
recogen algunas de las mas representativas, en las que se observa
claramente cémo la materia mineral esta configurada por capas sucesivas,
y como las microalgas se encuentran imbricadas en la matriz mineral.

56



Fig. 1.2.9: a) vista general de la superficie de una costra carbonatada; b) aproximacion a la
misma costra; c) filamentos de cianobacterias recubiertos de materia mineral; d) diatomeas
y cristales minerales; e) especies de diatomeas: Nizstchia sp (1) y Achnantes sp (2), y un
ejemplar del alga verde Cosmarium sp (3); f) Tabullaria sp. Todas las imagenes provienen
de muestras de la fuente de Bibatauin.
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Descripcion genérica.

Como se desprende de estas fotomicrografias (especialmente, figs.
1.2.9a y b), ademas de los dibujos realizados (figs. 1.2.5a-d) y de las
observaciones recogidas en el anexo |, las costras estromatolitcas
presentes en las fuentes ornamentales estudiadas ejemplifican distintas
tipologias de estas formas de alteracion. A partir de su estudio y
comparacion puede establecerse una tipologia modelo, con ciertos rasgos
caracteristicos. En el esquema que se ofrece a continuacion (fig. 1.2.10)
estan senalados esos rasgos:

CARA EXTERNA

ESTRATO MINERAL MUY
COMPACTO Y LISO

CAPAS MINERALES
BIEN ESTRUCTURADAS

ESTRATOS ALGALES
DIFERENCIADOS

MATERIA MINERAL L
ENTREMEZCLADA CON MICROALGAS/V
RIZOMAS Y GLOBULOS ALGALES

Fig.1.2.10- Esquema de la estructura del prototipo de costra estromatolitica.

CARA INTERNA

Asi, la costra biogénica tipica estaria constituida de varias capas
superpuestas en las que la materia mineral, principalmente calcita, se
alterna con masa organica, de forma que cada estrato queda mas o menos
diferenciado. El nimero de estratos varia en funcion de la antigliedad del
estromatolito, principalmente. En su cara externa, estas costras muestran
una superficie lisa y muy compacta, de un tono ocre claro, que puede
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llegar a confundirse con el propio sustrato pétreo cuando sus colores se
asemejan (fig. 1.3.2). Bajo esta superficie suele encontrarse un estrato
mineral bien estructurado y con pocas impurezas, pero a medida que se
profundiza en la costra, se van encontrando estratos cada vez menos
diferenciados.

Fig. 1.3.2- Borde de una fuente del Generalife, en la Alhambra, donde se puede observar el
parecido aspecto de las costras estromatoliticas con el sustrato original.

Los estratos de microalgas pueden estar constituidos por organismos
pertenecientes en su mayoria a una sola especie, aunque lo mas frecuente
es que convivan en proporcion mas o menos equilibrada varias especies de
un mismo género, o varios géneros distintos. También en una misma capa
algal pueden encontrarse organismos de distintos biotipos, pero
normalmente predomina un biotipo sobre los demas.
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En los estratos mas cercanos al sustrato, la materia inorganica se
mezcla con la organica, de tal forma que al final los estratos son
dificilmente individuables. Esto es debido a que estas Ultimas capas son las
mas recientes, y por tanto las mas frescas, donde la mineralizacion no esta
tan avanzada.
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I.11l. DISCUSION

AGENTES DE DETERIORO:
BIODETERIORO POR MICROALGAS EN LAS FUENTES ESTUDIADAS

La importancia de la descripcion taxondémica de los organismos
hallados en estos estudios queda justificada por ser la Unica manera de
someter los resultados obtenidos a una norma que permita contrastarlos y
compararlos entre si, confrontando los resultados del analisis de muestras
provenientes del recinto de la Alhambra y la fuente de Bibatauin, de
Granada, con los de las muestras de los Reales Alcazares, de Sevilla, y
también con los de otros trabajos en la misma linea realizados por otros
autores.

BIOTIPOS

En el presente caso, antes de plantear cualquier tipo de
comparacion con trabajos anteriores, es conveniente establecer las
diferencias y similitudes existentes entre las comunidades y especies
identificadas en los tres lugares de muestreo considerados. En este
sentido, se debe subrayar que las muestras tomadas pertenecen a biotipos
y comunidades distintos: en las tomadas en las fuentes de la Alhambra y de
Bibatauin las microalgas pertenecen, mayoritariamente, al grupo de las
que forman agregados gelatinosos (biotipo Il) y al grupo de las filamentosas
con vaina (VI), estando a menudo muy mineralizadas. Las tomadas en los
Reales Alcazares, en cambio, muestran peliculas menos carbonatadas.
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Alhambra.

Las algas incluidas en los biotipos gelatinosos, como las de las
muestras de la Alhambra, tienden a formar microestromatolitos o costras
estromatoliticas, debido a las excreciones extracelulares que las recubren.
No obstante, algunas de aquellas muestras representan formaciones de
tipo pelicula, aunque éstas fueron menos frecuentes.

Las estructuras estromatoliticas se relacionan con estados de
desarrollo muy avanzados (Golubic, 1973 y 1987, Sanchez Castillo y
Bolivar, 1997). Resulta chocante encontrar en gran nimero este tipo de
formaciones (casi ausentes en las fuentes consideradas en los Alcazares,
como se vera) frente a la escasez de otros biotipos. La explicacion puede
residir en que, dentro de una tendencia general en el ambito andaluz, los
jardines y fuentes de la Alhambra son en la actualidad objeto de
intervenciones de restauracion. Parece acertado suponer que en un
proceso de limpieza reciente se hayan eliminado las comunidades algales
mas visibles y que ofrecen menos resistencia a tratamientos mecanicos y
quimicos, es decir, las pustulas, peliculas y tapetes. Asi, en los momentos
de muestreo, las nuevas comunidades no habrian tenido tiempo de
desarrollarse de forma visible. Si ademas se tiene en cuenta que las tomas
de muestra se realizaron durante el periodo invernal, poco propicio para el
desarrollo de las microalgas, la veracidad de la explicacién resulta mas que
probable.

Bibatauin.

También en la fuente de Bibatauin los biotipos “pegajosos” eran los
mas abundantes, aunque habia gran nUumero de comunidades de
diatomeas, especialmente en las zonas donde el agua incide con mayor
fuerza. Entre las algas recubiertas de mucilagos, la mayoria pertenecian a
géneros de cianobacterias filamentosas. Como cabria suponer, la
proporcion de mineral en las muestras alli tomadas era grande, al igual que
en las provenientes de la Alhambra y el Generalife. Pero en este caso no es
preciso buscar una justificacién para su amplio desarrollo, ya que, como se
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mencioné anteriormente, la fuente de Bibatauin esta bastante desatendida
por las autoridades locales, de modo que la proliferacion de
microorganismos no esta controlada ni limitada por tratamientos biocidas o
de limpieza. Asi, la formacién de costras carbonatadas tiene lugar
libremente, llegandose al inquietante punto descrito en otros apartados de
esta memoria.

Las comunidades que viven en los estromatolitos son muy dificiles
de tratar y eliminar, puesto que se encuentran protegidas por la estructura
mineral (Tiano et al., 1993; Dornieden et al., 2000), con lo que, en
oposicion a las consideraciones que algunos autores anotan (Borowitzka,
1989), la materia inorganica estaria actuando como protectivo en estos
casos. Esto hace que las algas integrantes de estas comunidades
representen un grave problema desde el punto de vista de la conservacion
del monumento (Sand, 1997). Por otra parte, a menudo el aspecto de los
estromatolitos es facilmente confundible con el de la piedra original. Por
tanto, no resulta descabellado pensar que estas comunidades hayan
resistido a los Ultimos tratamientos efectuados.

Reales Alcazares.

Las muestras tomadas en las fuentes del Alcazar de Sevilla
corresponden mayoritariamente a comunidades en forma de pustulas y
peliculas, habiéndose recogido también algunas muestras de tapetes mas o
menos mineralizados. El grado de mineralizacion, en todo caso, no era tan
avanzado como en el caso de los puntos de muestreo granadinos, pese a
ser predominantes las algas filamentosas con vaina. En los primeros
muestreos realizados en esta investigacion, es decir, en los recintos de la
Alhambra y los Reales Alcazares, las muestras fueron tomadas con muy
pocos dias de diferencia, con lo que se descarta la explicacion de esta
escasa mineralizacion alegando momentos vitales distintos debidos a
diferencias estacionales. Puesto que las puUstulas y peliculas de microalgas
corresponden a estadios tempranos de colonizacion y desarrollo (Bolivar
Galiano, 1994), es presumible que su presencia sea consecuencia de
tratamientos de limpieza relativamente recientes: durante el proceso de
limpieza se habrian eliminado comunidades precedentes, con lo que el
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proceso de colonizacion por parte de las microalgas tendria que
recomenzar desde las primeras etapas. Esta hipotesis resulta mas
aceptable adn si se tienen en cuenta las labores de reestructuracion y
restauracion que se vienen desempenando en los jardines del recinto
sevillano desde hace algunos anos.

GENEROS IDENTIFICADOS
Cianofitas.

Las cianobacterias, tanto filamentosas como cocoides, suponen un
porcentaje importante del total de las muestras provenientes de Sevilla, y
un porcentaje discreto de las de Granada (Alhambra y Bibatauin). Su mayor
presencia en las primeras tiene la misma explicacion que la predominancia
de algas verdes en las muestras de la Alhambra.

Entre las filamentosas, las especies mas frecuentes fueron en todos
los casos, Phormidium sp y Symploca sp, ambas del orden de las
Nostocales, y, en las muestras sevillanas, se destaca asimismo la presencia
de Calothrix sp, casi ausente en las muestras tomadas en Granada. Todas
son algas filamentosas con vaina (biotipo 1V); las primeras (Nostocales) son
moviles, mientras que las segundas se caracterizan por fijarse al substrato
por medio de un heterocisto. Ambas pueden encontrarse en ambientes
sumergidos o aéreos, puesto que resisten a condiciones externas muy
diversas, gracias a la proteccion que les proporciona la vaina que las
recubre. La existencia de esta vaina, junto con otros factores, va a
determinar su capacidad deteriorégena. Las Nostocales son algas
tipicamente formadoras de tapetes (Sanchez Castillo y Bolivar, 1997). En
las muestras estudiadas su presencia se relaciona con estadios de
mineralizacion avanzados. Por otra parte, la presencia de Calothrix sp
implica que el agua en que se encuentra es de gran pureza en el sentido de
que carece de compuestos de nitrogeno: estas algas, mediante el
heterocisto, son capaces de fijar N, de la atmosfera, del que obtienen
compuestos organicos. Su abundancia en las fuentes de los Reales
Alcazares es signo de baja concentracion o ausencia de este elemento.
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Las distintas especies identificadas se encuentran con frecuencia en
la bibliografia relacionada: Ortega-Calvo et al. (1991) mencionan la
presencia de varias especies de Phormidium en los substratos estudiados,
al igual que Caneva et al. (1992) en su trabajo sobre marmoles de
monumentos romanos, donde identificaron, ademas de otras microalgas,
una especie de Calothrix. Young y Wainwright (1994), en el mismo estudio
antes citado, mencionan la presencia de una especie de Calothrix, pero no
hallaron ninguna de Phormidium; en ese trabajo se analizan las microalgas
de un monumento de marmol emplazado en un bosque de Canada, un
ambiente virgen donde presumiblemente las aguas no estan contaminadas,
lo que justifica la presencia de Calothrix frente a la ausencia de
Phormidium, que como se ha visto suele ser muy comun. En cambio, en un
trabajo sobre calcificacion biogénica en tumbas romanas, Arifo et al.
(1997) si detectan cianoficeas filamentosas del orden de las Nostocales.
También en Saiz Jiménez (1999), Tomaselli et al. (2000-a) y Urzi et al.
(2001-a) se anota la existencia destacada de Phormidium entre las
cianobacterias presentes en diversos monumentos pétreos.

Por otro lado, las especies mas abundantes de cianoficeas no
filamentosas fueron Chamaesiphon sp y Chroococcidiopsis spp. Estas algas,
al igual que las anteriores, estan recubiertas de secreciones poliméricas
que ellas mismas producen. Por su morfologia, la proteccion no adopta en
estos casos la forma de vaina, sino que configura una matriz gelatinosa que
las mantiene agrupadas y les permite soportar condiciones ambientales
extremas.

Debido a la vaina de las filamentosas y a la matriz gelatinosa de las
cocoides, todas ellas contribuyen al biodeterioro del material en que se
desarrollan, al provocar interacciones quimicas con el sustrato y fijar
carbonatos (Lowenstam, 1981; Borowitzka, 1989; Sand, 1997). En efecto,
el analisis por DRX de las muestras en que aparecen con mas abundancia
estas microalgas refleja la gran cantidad de carbonatos, principalmente
calcita, que contienen, y el analisis por FESEM permitidé observar estratos
minerales entremezclados con estructuras organicas (figs. 1.2.9).
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Bacilarioficeas.

En cuanto a las diatomeas, se aprecia que su presencia es mas
regular en las muestras de las fuentes de los Alcazares, aunque no dejan
de estar presentes en las de Granada. En el primer caso, las especies mas
frecuentes son Epitemia sp y Nitszchia spp, y también se encontraron
especies de Navicula, Synedra y Cymbella. En las fuentes de la Alhambra y
Bibatauin predominaban Navicula spp y Nitszchia spp; se identificaron
también especimenes de Cymbella sp y Amphora sp. Estas especies son
muy similares entre si. No obstante, llama la atencion la ausencia total de
Epitemia sp en las muestras de Granada, cuando fue tan abundante en las
de los Alcazares. Las especies relacionadas son en general habituales en
aguas dulces, y su presencia ha sido detectada en otros estudios sobre
fuentes monumentales (Foged, 1983; Bolivar Galiano, 1994).

Las diatomeas se relacionan con estadios iniciales de colonizacion o
con ambientes de gran estabilidad (Wetherbee, 1998), por lo que no es
frecuente encontrarlas de forma representativa en patinas biologicas no
recientes sobre monumentos. Sin embargo, su presencia en fuentes es
comun, especialmente cuando la renovacion del agua es continua (Tiano et
al., 1995). Foged (1983) y Bolivar y Sanchez Castillo (1995) las mencionan
en sus estudios sobre fuentes monumentales. En este estudio su presencia
se ve justificada no solo por la movilidad del agua, sino también porque,
efectivamente, se trata de sustratos que, como se dijo, han sido limpiados
recientemente, de modo que estamos ante una colonizacion que puede
considerarse nueva, en comparacion con las que afectan a los monumentos
en que se basan otras investigaciones (Caneva et al.,1992; Wendler vy
Prasartset, 1999; Tomaselli et al., 2000-a; Urzi y de Leo, 2001, entre
otros). En todo caso, las especies identificadas no representan un peligro
grave para el substrato, en términos de biodeterioro.
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Clorofitas.

Por lo que se refiere a los grupos y géneros algales identificados en
cada ambito de muestreo, las algas verdes representan un gran porcentaje
del total de microorganismos encontrados en las muestras tomadas en la
Alhambra, y se encuentran también en gran medida en las de la fuente de
Bibatauin. Las especies mas abundantes fueron, en primer lugar,
Chlorosarcina spp, seguidas por Apatococcus sp (sobre todo en la
Alhambra), Tetracystis sp, Planophila sp y Chlorosarcinopsis minor.

A la hora de interpretar esta predominancia hay que considerar
que estas algas son edaficas, es decir, se desarrollan preferentemente en
ambientes no acuaticos. Puesto que las muestras tomadas en la Alhambra y
la fuente de Bibatauin consisten en formaciones estromatoliticas, no es de
extrahar la abundancia de estas especies, que habitan bajo las costras
carbonatadas. Sin embargo esto es contrario al hecho descrito en el
trabajo de Tomaselli et al. (2000-b), donde se apunta que las algas verdes
detectadas solo aparecian después de un ano de los tratamientos de
limpieza efectuados en los marmoles que se estudiaron.

Estas algas son unicelulares; todas tienen caracteristicas similares y
viven agrupadas en sarcinas (Canter-Lund y Lund, 1995), lo que supone un
dano potencial para el substrato (Bolivar Galiano, 1994). Estas especies,
ademas, activan la precipitacion de carbonatos. Por lo demas, son
organismos muy cosmopolitas que se encuentran de forma habitual en
monumentos pétreos, preferentemente en los expuestos a la luz. Ortega
Calvo et al. (1991) mencionan la presencia de otras algas verdes cocoides,
como Muriella terrestris y Chlorella spp, género este Ultimo también
presente en las muestras analizadas, en las fachadas de ciertos edificios
estudiados; en Caneva et al. (1992) se hace hincapié en la abundancia de
Chlorococcum sp en los substratos marmoreos estudiados, una especie muy
cercana a las antes nombradas, e identificada en nuestro estudio. Young y
Wainwright (1994) la identificaron también, ademas de algunas especies de
Chlorella, en el analisis de la microflora causante del biodeterioro de un
petroglifo de marmol en Norteamérica. Especies muy similares encontraron
Gaylarde y Gaylarde (1999) en edificios de Brasil, pais de clima muy
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distinto. Saiz Jiménez (1999), en un estudio en Espaia, identifico especies
parecidas, concluyendo que los microorganismos identificados tenian la
capacidad de transformar los contaminantes atmosféricos antropogénicos
en compuestos favorables a su desarrollo, con los consiguientes problemas
que, en términos de conservacion, se derivan: el deterioro que han de
sufrir los monumentos parece con esto inevitable, sea a causa de los
productos quimicos contaminantes, sea a causa de los microorganismos. En
el estudio de Tomaselli et al. (2000-a) realizado sobre varios substratos
pétreos, entre ellos algunos marmoles, se menciona la presencia de
Apatococcus sp y otras algas verdes cocoides de caracteristicas similares;
en el estudio de Tomaselli et al. (2000-b) sobre ficoflora en estatuas de
marmol de Carrara se identificaron igualmente algas verdes unicelulares
como Chlorococcum y Apatoccocus, entre otros géneros de algas
filamentosas y de otros tipos. También Bellinzoni et al. (2003) citan una
especie de Chlorococcum entre las encontradas en su estudio del rio Tiber,
en Roma.

La ausencia casi total de otras tipologias de algas verdes, como las
filamentosas, se explica por las intervenciones de limpieza mencionadas:
ante estos tratamientos las algas verdes filamentosas son de las primeras
en ser eliminadas, junto con las diatomeas. Sin embargo cabe resaltar la
llamativa presencia en el interior de la fuente de Bibatauin del alga verde
Cosmarium sp, raramente mencionada en estudios de este tipo. En todo
caso, su presencia no implica ninguna amenaza para la integridad del
sustrato. Es un género muy sensible que soporta mal los cambios bruscos
de temperatura y los condiciones extremas; la superficie sumergida de las
paredes internas de la taza de la fuente, que son relativamente altas,
constituye sin duda el habitat idoneo para su desarrollo, pues la masa de
agua filtra la luz y atenua las variaciones de temperatura del exterior.

En cuanto a las muestras procedentes de las fuentes sevillanas, su
analisis reveld que ninguna clase aparecia de forma predominante. Algas
verdes, cianobacterias y diatomeas estaban presentes en proporciones mas
o0 menos equilibradas. Dentro del grupo de las algas verdes, las especies
mas abundantes coincidieron con las identificadas en la Alhambra. En las
muestras de los reales Alcazares abundan también lo que se ha sefalado en
el anexo | como quistes naranjas. Estos quistes, presentes en menor
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proporcién en las muestras granadinas, corresponden a productos de
reserva que almacenan las algas verdes cuando las condiciones
ambientales son adversas, y cuyo color es de bermellon a anaranjado
debido a la presencia de ciertos pigmentos, principalmente p—caroteno.
Estos pigmentos cumplen una funcion protectora, actuando de escudo ante
una radiacion luminica excesiva (Garcia-Pichel y Castenholz, 1991), que
puede deberse a una disminucion de la humedad por alta sequedad
ambiental, lo da lugar a que el microorganismo entre en un periodo de
resistencia (Lee, 1989).

FORMAS DE ALTERACION RELACIONADAS

El analisis colorimétrico de las costras carbonatadas seleccionadas
del total de muestras tomadas mostro que el tono general de las
provenientes de las fuentes de los Reales Alcazares era mas verdoso que el
de las fuentes de la Alhambra, donde los tonos estan en torno a los ocres,
como se desprende de la observacion de la grafica correspondiente (fig.
1.2.7). Esto se corresponde con el hecho de que el proceso de
mineralizacion de las peliculas algales esta menos avanzado en el caso de
las primeras fuentes, de modo que el color de las algas influye mas sobre
el tono del conjunto. En la Alhambra las costras estan mas consolidadas y
extendidas, lo que puede verse influido por la composicion de su agua;
conviene apuntar que también las costras de la fuente de Bibatauin, donde
presumiblemente el agua que fluye es de caracteristicas similares, eran
mayores que las sevillanas. Confrontando estos datos con la observacion a
la lupa binocular de los estromatolitos, se encuentra que efectivamente en
las costras de la Alhambra las capas de materia inorganica son, en lineas
generales, de mayor grosor, con lo que el color de los microorganismos
queda cubierto por el de los minerales. Asi, pese a haberse encontrado en
esas muestras mayoria de algas verdes, el aspecto de las costras
carbonatadas no se ve influido de forma significativa por su color.

El analisis por colorimetria no ofrecid, por tanto, resultados
concluyentes. Por este motivo no se realizd en las muestras provenientes
de la fuente de Bibatauin: estas fueron tomadas después de los primeros
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muestreos en la Alhambra y los Reales Alcazares, cuando ya se habia
efectuado el analisis colorimétrico sobre aquellas muestras.

Por otra parte, en el estudio mineralogico se obtuvieron resultados
que coinciden con los de muchos autores, entre otros, Golubic (1973 y
1987), Briiggerhoff et al. (1999) y Garcia-Valles et al. (2000). Los
difractogramas muestran que las costras estromatoliticas, en todos los
casos, estan compuestas mayoritariamente de calcita. Este hecho responde
a que en el proceso de mineralizacién son los compuestos de calcio los que
las microalgas fijan principalmente (Borowitzka, 1989). Ademas de
carbonato calcico, en algunas muestras se detecté también carbonato de
magnesio, o dolomita, que también es un producto habitual de la
carbonatacion algal (Golubic, 1969). Otro carbonato identificado en la DRX
fue el aragonito, presente en varias muestras. El aragonito es una forma
meta-estable de calcita; por tanto, es indicador del origen biogénico de
estas costras (Bruggerhoff et al., 1999; Kawaguchi y Decho, 2002). Se
detectaron también, en las muestras de costras provenientes de la
Alhambra y Bibatauin, minerales compuestos de silicio. Su presencia puede
estar vinculada a comunidades de diatomeas, cuyo frastulo es siliceo. Otra
posibilidad es que haya habido interferencias con particulas minerales
traidas por el viento. La DRX, sin embargo, no permitié localizar
diferencias significativas en cuanto a la cristalografia de las muestras
analizadas.
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II.I. MATERIALES Y METODOS

MARMOLES Y RESINAS SINTETICAS

Los materiales que se propusieron, como alternativa a los
tradicionales, para su empleo en intervenciones relacionadas con la
restauracion de fuentes monumentales, consisten en una mezcla de
resina sintética con polvo de piedra natural.

Las piedras naturales utilizadas son dos tipos de marmol blanco,
de Macael (Almeria) y de Carrara (ltalia). Estos materiales se eligieron por
ser, en la mayoria de los casos, los constituyentes de las obras originales
consideradas en este estudio.

Las resinas que se emplearon son de tipo termo-endurecible,
seleccionadas por su idoneidad como ligantes y por sus propiedades
mecanicas. Concretamente, estas resinas son las descritas a continuacion:

Resina de poliéster ESTRATIL® AL100, de la casa Cray Valley Ibérica S.A.
Las resinas de poliéster son las mas usadas en la industria,

especialmente en la naval. Las mas frecuentes son las insaturadas; de
hecho, el término “resina de poliéster” se refiere generalmente a ellas.
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Hay una gran variedad de resinas de poliéster, compuestas de acidos,
glicoles y mondmeros, cada una con propiedades diferentes (fig. 2.1.1).

Existen dos tipos principales de resinas de poliéster insaturadas,
en funcion del aditivo (anhidridos) que contengan: las ortoftdlicas y las
isoftdlicas. Pese a que las ortoftalicas son las que se usan comunmente
por ser mas economicas, las isoftalicas estan cobrando preferencia en la
industria, dada su mayor resistencia al agua y los acidos. La empleada en
este estudio pertenece al grupo de las ortoftalicas.

La mayoria de las resinas de poliéster son liquidos viscosos, de
color palido, y consisten en una solucion de poliéster en algin monomero,
normalmente estireno. La adicién de estireno (en una proporcion maxima
del 50%) reduce la viscosidad de la resina y facilita, por tanto, su
utilizacion. Ademas, el estireno tiene la funcion de permitir el
endurecimiento de la resina mediante entrecruzamiento de cadenas
(cross-linking), sin que en el proceso se formen otros productos
secundarios. Es por este endurecimiento sin presién que estas resinas se
llaman “de contacto” o “de baja presion”. Sin embargo, esta cualidad
repercute en su tiempo de almacenaje: aunque para desencadenar la
polimerizacion es preciso anadir un catalizador, tras un cierto tiempo la
resina empezara a endurecer sola. Para evitar esto frecuentemente se
anaden pequenas cantidades de inhibidores a la resina. Con todo, el
proceso de polimerizacion natural es demasiado lento para fines
practicos; tanto es asi que para endurecer una resina habitualmente se
anade, ademas del catalizador, un acelerador. En este trabajo el
acelerador fue octoato de cobalto, y el catalizador, peroxido de metil-
etil-cetona.
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Fig. 2.1.1- Esquema de una cadena de resina poliéster.
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Otras de sus caracteristicas son:

Viscosidad a 25°C (PNE-53 344): 5000 Mpa
Resistencia a la traccion (UNE 53023): 60 Mpa
Resistencia a la flexion (UNE 53022): 110 Mpa

Resina Gel-Coat ADHEGEL serie 11000, de Adhesia S.A.

El componente basico de las resinas Gel-Coat es el poliéster, cuya
composicion quimica le da unas propiedades muy similares a las descritas
anteriormente, con la diferencia de que el Gel-Coat tiene caracteristicas
tixotropicas, que le vienen dadas por la inclusion de silice coloidal en su
composicion. La silice coloidal es un pirogeno hidrofilo inerte; el
empleado en nuestro caso es el HDK N20 de la firma comercial Wacker. El
contenido de silice en la resina es el maximo que ésta permite para su
correcta polimerizacion, es decir, el 20%. La activacion del proceso de
polimerizacion es igual al caso precedente.

Resina epoxidica EC54 + endurecedor K12, de Camattini SPA.

Las resinas epoxi forman una gran familia y son muy versatiles. Se
caracterizan por su color ambar o marrén claro; sus cualidades mecanicas
y adhesivas y su resistencia a la degradacion ambiental y acuatica hacen
de ellas un material excelente para industrias como la aeronautica y la
naval, reemplazando incluso a las resinas de poliéster y las Gel-Coat. Otra
caracteristica favorable es su poca retraccion al
endurecer. CH, OH

]
Fig. 2.1.2- Estructura ideal del grupo epoxi. ‘IIII'\DI'III

El término “epoxi” hace referencia a un grupo quimico que
consiste en un atomo de oxigeno ligado a dos de carbono, ligados a su vez
entre si y con otra molécula (fig. 2.1.2). La resina epoxidica mas sencilla
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tiene una estructura anular de tres miembros, y se denomina ‘alfa-epoxi’
0 ‘1,2-epoxi’.

Las resinas epoxi se diferencian de las de poliéster en que no
endurecen mediante un catalizador, sino mediante un agente reactivo,
normalmente una amina, que también participa en la reaccion quimica de
endurecimiento. En esta reaccion, dos grupos epoxi se enlazan a un grupo
amina, formando una estructura tridimensional compleja. Tanto la resina
liquida como el agente endurecedor tienen baja viscosidad y son
facilmente manipulables. Se puede trabajar con resinas epoxi a
temperaturas entre los 5° y los 150°, en funcion del agente elegido. El
numero de moléculas que intervienen en la reaccion es fijo, por lo que,
para asegurar una reaccion total, la proporcion de cada componente ha
de ser la indicada por el fabricante. De otro modo quedarian grupos
amina o epoxi libres y la calidad final del material se veria afectada.

En las largas cadenas epoxidicas los grupos reactivos estan situados
en los extremos. En otras resinas estos son grupos éster; su ausencia en
las epoxi les proporciona mayor resistencia al agua. Las moléculas epoxi
tienen también dos grupos anulares en el centro (fig. 2.1.3); estos grupos
absorben las tensiones mecanicas y térmicas mejor que los grupos
lineales, proporcionando a la resina buenas cualidades de rigidez y
resistencia térmica.

CH,
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Fig. 2.1.3- Modelo de cadena epoxidica.

Otras de sus caracteristicas son:
Viscosidad a 25°C (PNE-53 344): 1400 Mpa

Resistencia a la traccion (UNE 53023): 40 Mpa
Resistencia a la flexion (UNE 53022): 70 Mpa
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ELABORACION DE LAS PROBETAS

De cada uno de los marmoles naturales se cortaron 55 probetas de
varias dimensiones. En adelante nos referiremos a ellas con las siglas M y
C para el marmol de Macael y Carrara, respectivamente.

Por otra parte, el estudio de las piedras artificiales se estructuro
en dos fases. En la primera de ellas se realizdé un analisis comparativo
entre sus propiedades y las de las rocas naturales. Para la preparacion de
los morteros, en esta primera fase, se fijo la proporcion de sus dos
componentes, en cada caso, en 1:1 en relacion de volumen. El tamafo de
grano de las cargas pétreas fue de 350 micras para ambos marmoles. Se
prepararon 6 morteros diferentes, constituidos por mezclas de:

Marmol de Macael + Resina Epoxi ME
+ Resina de Poliéster MP
+ Resina Gel-Coat MG
Marmol de Carrara + Resina Epoxi CE
+ Resina de Poliéster cP
+ Resina Gel-Coat CG

Las siglas que se indican a la derecha de cada composicion seran
las que, a partir de ahora, se utilicen para designar los distintos morteros
en este trabajo.

De los morteros asi elaborados se realizaron un total de 504
probetas, de varias dimensiones, sobre las que se desarrollaron los
distintos ensayos y experimentos, de tipo fisico, quimico y biologico,
programados para esta etapa. Las probetas se realizaron por vaciado de
moldes de silicona; se sometieron después a una limpieza con acetona, y
finalmente se lijaron con lija de corindon 04-PVI 200.
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ESTUDIOS FiSICO- QUIMICOS

Para conocer las cualidades fisicas y mecanicas de los materiales
pétreos elaborados, y contrastarlas con las de los marmoles de origen
natural, se realizaron una serie de pruebas en laboratorio, que
permitieron obtener, para cada material, los valores correspondientes a
las siguientes magnitudes: masa especifica, porosidad, absorcion,
resistencia a flexidn, resistencia a compresion. Por otra parte, se
sometieron los materiales a ensayos quimicos, con el fin de conocer su
respuesta ante: envejecimiento natural, envejecimiento en camara
climatica, radiaciéon ultravioleta, ciclos de sales de sodio y atmosfera
saturada de dioxido de azufre.

Los estudios de las propiedades fisicas fueron realizados por el
Laboratorio de Materiales de Construccion, del Departamento de
Construccion y Proyectos de Ingenieria Civil de la Universidad Politécnica
de Valencia; las pruebas quimicas se efectuaron en el Laboratorio de
Quimica Analitica del Departamento de Conservacion y Restauracion de
Bienes Culturales, perteneciente a la misma Universidad (Roig-Salom et
al., 2003).

ESTUDIO BIOLOGICO

Para conocer la susceptibilidad de ser colonizados por
microorganismos de los materiales artificiales propuestos, y compararla
con la de los materiales originalmente empleados, se realizé un estudio
experimental. El estudio se basdé en la observacion progresiva de la
colonizacion de algas en probetas representativas de substratos de origen
natural y sintético. Los distintos materiales fueron representados por un
total de 108 probetas:
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Composicion de las probetas (de 2x3x0.5 cm cada una)

-marmol de Carrara (x12 probetas)

-mezcla de Carrara con 50% de -resina epoxi (x12)
-resina poliéster (x12)
-resina Gel-Coat (x12)

-marmol de Macael (x12)

-mezcla de Macael con 50 % de -resina epoxi (x12)
-resina poliéster (x12)
-resina Gel-Coat (x12)

-resina epoxi pura (x4)

-resina poliéster pura (x4)

-resina Gel-Coat pura (x4)

Las probetas se dispusieron en grupos de cuatro pertenecientes a
un mismo material. Los grupos se colocaron aleatoriamente, para
favorecer la homogeneidad de los resultados, sobre una plancha de
metacrilato blanco de 50x70 cm. Las probetas se fijaron al soporte
plastico mediante una masilla adhesiva quimicamente inerte (BluTack ®).
El conjunto se colocé en el area de los semilleros de los jardines del
Generalife, cercano a una fuente de agua corriente de iguales
caracteristicas a la que fluye en las fuentes monumentales del recinto.
Para surtirlo de agua se instalo un sistema de riego consistente en una
tuberia circular, conectada a la red general de las fuentes de la
Alhambra, con cuatro surtidores aspersores. De este modo se obtuvo
sobre las probetas un aporte constante de agua (figs. 2.1.4a y b) que
reproduce las situaciones prototipicas que se pueden dar en una fuente:
el agua incide sobre la superficie de las probetas igual que lo haria sobre
los bordes de una taza, resbala y fluye sobre ellas, acumulandose en
algunos puntos y fluyendo con mas rapidez en otros. Con esto se pretende
abarcar las distintas condiciones de colonizacion y desarrollo que, de
forma natural, pueden encontrar las microalgas en condiciones normales.
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Figs. 2.1.4ayb -
Dispositivo
experimental instalado
en los semilleros del
Generalife, en la
Alhambra.



En los meses sucesivos se hizo un seguimiento de la colonizacion de
los distintos substratos por parte de diversas comunidades de algas. En
intervalos de aproximadamente un mes se recogieron probetas (1 de cada
grupo de 4 en cada extraccion), de las cuales se extrajeron muestras de
organismos que se estudiaron por observacion al microscopio optico (fig.
2.1.5). Para el analisis se empled un microscopio invertido Zeiss Axiovert
35.

/..f ".'k:

Fig. 2.1.5- Segunda recogida de probetas.
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lI.1l. RESULTADOS

PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS COMPARADAS

Las pruebas realizadas por el Departamento de Construccién y
Proyectos de Ingenieria Civil de la Universidad Politécnica de Valencia y
en el Laboratorio de Quimica Analitica del Departamento de Conservacion
y Restauracién de Bienes Culturales, de la misma Universidad, ofrecieron
los datos que se muestran a continuacion.

Los valores medios de masa especifica real, porosidad y absorcion
estan contemplados en la tabla 2.2.1. Se observa que los materiales
artificiales ofrecen valores mas bajos de masa especifica respecto a los
marmoles naturales. En efecto, el caracter ligero de los materiales
propuestos es una de las ventajas que esperaba obtenerse con su disefo.
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material masa esp. porosidad absorcion

C 2,84 0,2934 0,1034
CE 1,85 0,0767 0,0416
CP 1,95 0,0339 0,0174
CG 1,90 0,0321 0,0168
M 2,72 0,0144 0,0053
ME 1,85 0,0337 0,0182
MP 1,96 0,0307 0,0157
MG 1,95 0,0460 0,0236

Tabla 2.2.1- Valores de masa especifica en gr/cm?, y porosidad y absorcién en % de cada
material. Acronimos: C: marmol de Carrara, CE: marmol de Cararra con resina epoxi, CP:
Carrara con resina de poliéster, CG: Carrara con Gel-Coat, M: marmol de Macael, ME:
Macael con epoxi, MP: Macael con poliéster, MG: Macael con Gel-Coat.

Por otra parte, los valores de absorcion y porosidad son muy bajos
en todos los casos, incluso excesivamente para el marmol de Macael.

En cuanto a los valores medios de resistencia a flexion vy
compresion, son los siguientes:

material R. flexion R. compresion

C 22 159
CE 46 93

CP 33 117
CG 32 92

M 20 115
ME 32 95

MP 31 107

MG 32 95

Tabla 2.2.2- Resistencia a la flexion y a la compresion (MPa) de cada material.
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La resistencia a la flexion es menor en los materiales naturales
que en los artificiales, aunque éstos son mas deformables y plasticos que
los primeros. Se desprende que las piedras naturales sufriran roturas de
tipo fragil ante una flexion suficiente. Como dato comparativo, cabe
mencionar que la resistencia a la flexion del hormigon es unas cinco veces
menor que la del marmol de Macael, que ofrece el valor mas bajo en esta
prueba (equipo del Laboratorio de Materiales de Construccion, com.
pers.).

En el caso de la resistencia a la compresidon, es mayor en los
materiales naturales, puesto que antes de que se produzca la ruptura se
dan movimientos y reajustes entre las particulas que los constituyen, en
tanto que en las probetas de materiales compuestos estos movimientos no
tienen lugar. La gran diferencia que ofrecen los marmoles de Macael y
Carrara se debe, precisamente, al mayor tamano de las particulas del
primero.

Por ultimo, la tabla 2.2.3 muestra los valores medios de
porcentaje de masa perdida tras las pruebas con sulfatos y de ciclos de
hielo-deshielo.

Probeta Ensayo con NaSO, Ensayo hielo-deshielo

C 1,06 1,07

CE 0,70 0,00

CP 1,24 0,00

CG 1,25 0,61

M 0,76 1,20

ME 0,71 0,65

MP 0,58 0,60
MG 1,75 0,59

Tabla 2.2.3- Porcentaje de pérdida de masa en cada material. Acronimos: C: marmol de
Carrara, CE: marmol de Cararra con resina epoxi, CP: Carrara con resina de poliéster, CG:
Carrara con Gel-Coat, M: marmol de Macael, ME: Macael con epoxi, MP: Macael con
poliéster, MG: Macael con Gel-Coat.
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Los datos demuestran que la respuesta de las probetas de
materiales artificiales fue, con mucho, mejor que la de los marmoles
naturales ante estas pruebas. Ademas, examenes mediante SEM/EDX
mostraron variaciones significativas en las probetas de material pétreo
natural, cuya superficie sufria una fuerte disgregacion cristalina tras las
pruebas.

Por otro lado, se obtuvieron resultados poco favorables para los
morteros mixtos ante las pruebas de envejecimiento acelerado y
radiaciones. Los morteros que mostraron una reaccion mas negativa
fueron los realizados con resina epoxi. De todos modos, los cambios
cromaticos experimentados por los marmoles naturales fueron también
muy elevados.

SUSCEPTIBILIDAD ANTE LOS AGENTES DE BIODETERIORO

La identificacion de las especies algales que se desarrollaron en las
diferentes probetas permitid la elaboracion de las tablas recogidas en el
anexo IV. A partir de ellas se realizé la siguiente grafica (fig. 2.2.4), en la
que se ofrece una vision general del desarrollo de la colonizacion en cada
sustrato. Como se puede apreciar, las probetas correspondientes a los
materiales naturales (C y M) son las que fueron colonizadas mas
lentamente, mientras que las artificiales, especialmente las mezclas a
partir de marmol de Macael (ME, MP y MG) y la de Carrara con resina Gel-
Coat (CG) fueron colonizadas muy rapidamente.

Mas concretamente, volviendo a los datos del anexo IV, se observa
que las primeras comunidades colonizadoras pertenecen siempre al grupo
de las diatomeas, independientemente del sustrato estudiado. Dentro de
las diatomeas, los géneros que se encontraron con mayor abundancia
fueron Gomphonema en primer lugar, seguido de Nitzschia y Navicula.
Asimismo detectamos la presencia frecuente de otros géneros, como
Fragillaria, Cymbella o Achnantes.
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Colonizacion

% area
colonizada

O1 mes

02 meses
3 meses
W4 meses

Sustratos:

Fig. 2.2.4- Progresion de la colonizacion algal en cada material. Acrénimos de los
sustratos: C: marmol de Carrara, CE: marmol de Cararra con resina epoxi, CP: Carrara con
resina de poliéster, CG: Carrara con Gel-Coat, M: marmol de Macael, ME: Macael con
epoxi, MP: Macael con poliéster, MG: Macael con Gel-Coat, E, probeta de resina epoxi, P:
resina de poliéster, G: resina Gel-Coat.

Tras los primeros estadios del experimento las comunidades de
diatomeas se fijaron al sustrato, formando peliculas, que posteriormente
se recubriron de tapetes de algas verdes, particularmente de filamentos
de Ulothrix sp y Oedogonium sp, y de agregados de Apatococcus sp,
Tetracystis sp y otras especies muy similares. Estos tapetes,
posteriormente, se mineralizaron (fig. 2.2.5).

El proceso, si bien se da repetidamente en todos los tipos de sustratos
analizados, se desarrollé con mayor rapidez en los morteros de marmol de
Macael con resinas sintéticas de cualquier tipo y el mortero de marmol de
Carrara con resina Gel-Coat. Los sustratos mas lentamente colonizados
fueron los marmoles naturales de Carrara y Macael, el mortero de marmol
de Carrara con resina poliéster y la resina de poliéster pura (fig. 2.2.6).
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Fig. 2.2.5- Esquema del proceso de colonizacion de las probetas: a) las primeras
diatomeas toman contacto; b) se forma una pelicula relativamente estable de diatomeas;
c) algas verdes filamentosas y cocoides se desarrollan sobre la pelicula inicial, formando
un tapete de mayor grosor; d) el tapete comienza a mostrar signos de mineralizacion.

Fig. 2.2.6- Estado del dispositivo experimental para evaluar la susceptibilidad de los
diferentes materiales a la colonizacion por microalgas, momentos antes de la tercera
recogida de probetas. Las probetas menos colonizadas corresponden a los materiales
naturales.
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I1.11l. DISCUSION

PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DE LOS MATERIALES COMPARADOS

Las caracteristicas fisico-mecanicas y quimicas que manifestaron
los materiales artificiales propuestos resultaron ser, en general, muy
favorables, desde el punto de vista de los objetivos planteados en este
trabajo. La confrontacion de los resultados obtenidos en las pruebas
abioticas realizadas a estos materiales con los obtenidos para los
marmoles naturales ofrece un panorama satisfactorio, grosso modo. Estos
resultados eran, en cierta medida, presumibles, teniendo en cuenta los
datos que se conocen sobre las propiedades de estas rocas (entre otros,
Winkler, 1975; Cabrera Garrido, 1979) y sobre las de los materiales
elaborados (Roig Salom, 1995). Asi, el empleo de estos materiales para los
fines aqui propuestos no era solo seriamente planteable, sino ademas, al
menos desde esta perspectiva, muy conveniente. De hecho, algunos
autores han sugerido que, ante situaciones de deterioro avanzado de
rocas naturales, concretamente para los marmoles del Patio de los Leones
de la Alhambra y del Hospital Real, en Granada, lo mas razonable seria
sustituir las piezas danadas por otras nuevas, y no consolidar las actuales,
puesto que los problemas surgidos en dichos edificios tienen su origen en
las caracteristicas intrinsecas de la piedra, de modo que un tratamiento
de consolidacion solo retrasaria la necesidad de una intervencion mas
radical (Zezza y Sebastian Pardo, 1992).

89



Con todo, hay que puntualizar sobre el hecho de que algunos de
los morteros testados ofrecieron resultados negativos en las pruebas que
examinaban su estabilidad cromatica. Exactamente, los morteros
elaborados con resina epoxi mostraron un grado de alteracion cromatica
tras estos ensayos excesivamente elevado, lo que los convierte en
inutilizables en labores de restauracion de monumentos. La inestabilidad
cromatica es uno de los mayores inconvenientes de las resinas sintéticas
en general (Melo et al., 1999), y es uno de los principales problemas que
plantea el uso de la resina epoxi (de Witte et al., 1985). Esto supone una
gran contrariedad, puesto que la resina epoxi figura entre las mas duras y
resistentes de las que se aplican en la consolidacion de monumentos
pétreos (Selwitz, 1992); sin embargo, las pruebas fisicas y quimicas
realizadas en la Universidad de Valencia ofrecen resultados que parecen
indicar lo contrario, quizas debido a su mezcla con los micronizados de
marmol.

SUSCEPTIBILIDAD AL BIODETERIORO POR MICROALGAS

La susceptibilidad al ataque microbiolégico de las resinas
sintéticas es un tema de estudio que se ha desarrollado paralelamente a
la profusion del uso de estos materiales en todos los campos de la
tecnologia y la ciencia, principalmente en aplicaciones industriales
(Powers et al., 1979; Stoken y Cobian, 1982; Ait-Langomazino et al.,
1991; Williams y Zhong, 1994; Gu y Mitchell, 1996; Itavaara y Vikman,
1995; Pinchuk et al., 2004; Rashmi et al., 2004). A este respecto, llama
la atencidn la situacion paraddjica que se esta creando en relacion con
este tipo de materiales, ya que las investigaciones se dirigen, por una
parte, a encontrar formulaciones de polimeros cada vez mas resistentes y
duraderos, pero por otro lado el objetivo es conseguir resinas facilmente
biodegradables, para no danar el equilibro medioambiental (Cappitelli et
al., 2004).

En el ambito de la conservacion de obras de arte en general, las
investigaciones se dirigen especialmente a obtener productos resistentes
al biodeterioro (Nugari y Priori, 1985; Koestler y Santoro, 1988; Tiano et
al., 2000). Aunque todas las tipologias artisticas se benefician de estos
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trabajos, son los monumentos pétreos los que mayor atencién reciben.
Entre las publicaciones relacionadas con este tema, cabe citar las de
Accardo et al.(1981), Charola et al. (1986), Salvadori y Nugari (1988),
Selwitz (1992), o Melo et al. (1999), entre otras.

La bibliografia existente sugiere que las resinas sintéticas no son,
en términos generales, menos susceptibles de sufrir deterioro biologico
que los materiales tradicionales, aunque las conclusiones de los distintos
autores al respecto son muy heterogéneas. Domaslowski y Strzelczyk
(1986) senalan que el empleo de resinas epoxidicas en restauracion puede
favorecer el desarrollo de comunidades de microorganismos, aunque
aclaran que quizas sea debido a la presencia de aditivos en la resina, mas
que al polimero en si mismo. Koestler (2000) concluye que los aditivos son
los principales desencadenantes de la colonizacion biologica; Cappitelli et
al. (2004) también subrayan, en relacion con la susceptibilidad al
biodeterioro, la importancia del proceso de elaboracion de los materiales
sintéticos, y proponen la adicion de biocidas en las formulaciones de
resinas como un preventivo. Sin embargo otros autores, como Pankhurst
et al. (1972), Favali et al. (1978), Nugari y Priori (1985), o Sorlini et al.
(1991) inoculan varios tipos de microorganismos a distintas resinas
sintéticas, y encuentran que aquellos no son capaces de alimentarse de
las resinas, con lo cual su desarrollo sobre ellas, cuando lo hay, podria ser
debido a la presencia de nutrientes provenientes de grietas o fisuras, pero
no de las propias resinas.

En el presente trabajo, el experimento realizado para estudiar la
susceptibilidad de ser colonizados por microalgas de los distintos
substratos considerados en un principio (esto es, incluyendo aquéllos
compuestos de resina epoxi, puesto que aun no se conocia su
comportamiento negativo en términos de estabilidad cromatica),
demostro que, pese a que después de un cierto periodo (18 semanas)
habian sido colonizadas las probetas de todos los materiales, el proceso
de colonizacién fue mucho mas rapido en las probetas de los morteros
artificiales, siendo las piedras naturales sobre las que mas lentamente se
desarrollaron las comunidades de microalgas (figs. 2.3.1a y b). En el
estudio citado de Nugari y Priori (1985), aunque las resinas examinadas
(Paraloid b72 y Primal AC33, dos resinas acrilicas muy comunes en
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restauracion de obras de arte) fueron colonizadas por hongos y bacterias,
el proceso fue notablemente mas lento que sobre otros sustratos
naturales. Salvadori y Nugari (1988) experimentan con hongos sobre
probetas de polimeros y marmol natural de Carrara, pero no encuentran
diferencias significativas entre ambos sustratos. Koestler y Santoro (1988)
hacen pruebas, también con hongos, sobre distintas resinas acrilicas y de
silicona, y concluyen que ninguno de los sustratos analizados presentd un
comportamiento tipificable. No obstante, Cappitelli et al. (2004)
sostienen que las resinas de tipo acrilico son mas resistentes al
biodeterioro que las de tipo polivinilico y las alquidicas, aunque insisten
en la necesidad de establecer unas pautas comunes de analisis, ya que
cualquier cambio en la metodologia afectaria a los resultados obtenidos.

Fig. 2.3.1a- En esta etapa del experimen-to se observa que en algunas probetas de a
morteros artificiales (indicadas con una ‘A’) la coloniza-cién comienza antes que en las de
marmoles naturales (marcados un una ‘N’).
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Fig. 2.3.1b- En un momento posterior se ve claramente como las rocas naturales (marmol
de Macael (‘M’), arriba a la izquierda, y de Carrara (‘C’), abajo a la derecha) permane-cen
casi sin colonizar.

En el caso de este estudio seria preciso realizar un nuevo
experimento, con distintas mezclas especialmente disehadas, para
evaluar la influencia de la composicion y el proceso de elaboracion de los
materiales en la resistencia a la colonizacion algal, ya que las probetas
aqui analizadas fueron elaboradas todas de la misma manera, sin
variaciones en la formulacion, lo que no permite extraer conclusiones en
este sentido.
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MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS

Por lo que atane a las microalgas identificadas sobre las probetas,
en todos los casos se verificd que las primeras especies en aparecer son
mayoritariamente del género Gomphonema. Aunque es un género que
también se identificé en las muestras tomadas en las distintas fuentes
estudiadas, su proporcion entonces era mucho menor que en este
experimento. En procesos de biodeterioro de fuentes monumentales, las
algas son los organismos pioneros en colonizar (Tiano et al., 1993); dentro
del vasto elenco de clases y géneros que estan incluidas dentro de la
denominacion de algas, son las diatomeas bénticas las que inician los
procesos de colonizacidn de un substrato, tanto si éste es natural como si
es artificial (Wetherbee et al., 1998). Las del género Gomphonema son
pioneras en la colonizacion formando pUstulas globosas, que pueden
llegar a tener varios centimetros de diametro (Sanchez Castillo y Bolivar,
1997). Son diatomeas con rafe, y se caracterizan por producir gran
cantidad de compuestos de polisacaridos (Lee, 1989), que favorecen o
inducen la adhesion de la célula al substrato. Aunque éste es un proceso
facilmente reversible en las primeras etapas, normalmente las células se
fijan con firmeza al substrato. No se conoce este fendmeno con
profundidad y no se sabe cual es el papel concreto de cada elemento en
el fenomeno de adhesion, pero parece que los compuestos excretados por
Gomphonema spp, entre otras diatomeas, una vez que la célula esta
fijada al substrato, actuan como nicleo de precipitacion de carbonatos
(Golubic, 1987). Esto significa que estas diatomeas intervienen en la
formacion de estromatolitos, lo cual, sumado a la materia inorganica
proveniente del fristulo que se va depositando tras la muerte de las
células, supone que generan un medio idoneo para el desarrollo de otras
especies de algas.

Si bien las especies de Gomphonema son las que aparecen mas
frecuentemente como pioneras en este caso, se encontraron también
otras especies de diatomeas en los primeros estadios de colonizacion,
tales como especies de los géneros Nitszchia, Navicula o Cymbella.
Aunque segun Golubic (1987), Gomphonema spp son las que mas
intensamente intervienen en la precipitacion, estas otras especies
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también favorecen el fenomeno. Todas ellas son habituales en
monumentos pétreos (Bolivar Galiano, 1994; Tiano et al., 1995), y no
representan una causa de alteracion directa para el substrato. No
obstante, su presencia puede favorecer la colonizacidén secundaria y
activar otros mecanismos de biodeterioro (Ascaso et al., 1998; Cappitelli
et al., 2004).

En los meses siguientes se observd como la proporcion de
diatomeas presentes en las probetas fue decreciendo paulatinamente,
dejando paso a comunidades de algas verdes, tanto filamentosas como
cocoides, sarcinoideas y otras. Entre las especies filamentosas destacan
por su abundancia Ulothrix spp, seguidas de Oedogonium spp, ambas
algas de filamentos largos sin vaina, no ramificados, habituales en
ambientes anfibios, donde llegan a formar tapetes fibrosos (Bolivar
Galiano, 1994). Son géneros que también se identificaron en las muestras
provenientes de las fuentes de la Alhambra y los Reales Alcazares. En la
bibliografia, sin embargo, estos géneros no aparecen citados con
frecuencia, y sélo de forma ocasional se han encontrado ejemplos donde
se mencione su presencia (en Caneva et al., 1992, figura la identificacion
de una especie de Ulothrix en un monumento de marmol; en Tiano et al.,
1995, también se menciona su presencia en fuentes monumentales). Esto
se justifica por el hecho de que, en condiciones de humedad baja o muy
alta, estas algas son mas débiles que otras (como algunas algas verdes
unicelulares, o muchas cianoficeas), por lo que se verian desplazadas por
ellas. Ademas, en los monumentos, las intervenciones de limpieza las
eliminan facilmente, por lo que es infrecuente encontrarlas en esos
ambientes. El hecho de que fueran tan abundantes en las probetas
dispuestas en este experimento es fruto de las condiciones que se dieron,
sin duda propicias para su desarrollo.

En menor medida se identificaron otras algas verdes filamentosas,
como Gongrosira sp, que se distingue de las anteriores en que constituyen
estructuras pseudo-parenquimaticas, formadas por filamentos cortos. Se
encontraron también algas verdes unicelulares de varios géneros, como
Apatococcus, Tetracystis y Chlorococcum; son algas que viven agrupadas
en agregados mas o menos irregulares, muy frecuentes en monumentos
pétreos (Bolivar Galiano, 1994; Tomaselli et al., 2000-b). Estas microalgas
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fueron las que se identificaron en las Ultimas etapas del experimento.
Debido al enfoque del mismo, mas centrado en la rapidez y desarrollo de
la colonizacion que en las biocenosis generadas, el tiempo de su duracion
fue demasiado breve para que las colonias aparecidas formaran otro tipo
de estructuras mas avanzadas, como tapetes mineralizados vy
estromatolitos. Aun asi, en el momento de la retirada del dispositivo
experimental se observo una incipiente mineralizacion.
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PARTE Il

INTERACCIONES ENTRE MICROALGAS Y
MATERIALES PETREOS:
ESTUDIO DE SUPERFICIES
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I11.1. MATERIALES Y METODOS

El hecho de que en el presente trabajo la colonizacion algal sobre
los morteros artificiales se desarrollara con una velocidad sensiblemente
mayor que sobre las probetas de marmoles naturales (véase Parte I,
Resultados y Discusion), condujo a considerar la cuestion desde el punto
de vista de las cualidades fisicas superficiales de las probetas, mas alla de
su composicion quimica, y las de los microorganismos.

Se estudiaron las propiedades superficiales de los distintos
materiales pétreos considerados, asi como las de algunas especies
representativas de microalgas. Este analisis permitié también conocer la
relacion existente entre ambas partes, sustrato y microalga, en términos
de adhesion. Se escogieron dos métodos para estos fines: la medida de
angulos de contacto de ciertos liquidos sobre las superficies a estudiar, y
la evaluacion de la afinidad de los microorganismos a medios de distintas
cualidades.

PLANTEAMIENTOS TEORICOS
Como se expuso anteriormente, el problema de la adhesion se

interpreta actualmente desde dos puntos de vista: el termodinamico y el
de las teorias de DLVO.
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La teoria termodinamica es fundamental para interpretar los
fendmenos relacionados con la adhesion microbiana y la formacion de
biofilms (Strevett y Chen, 2003). Desde este punto de vista, cuando una
microalga que se encuentra inmersa en agua esta a punto de entrar en
contacto con un sustrato sélido, las superficies se consideran fisicamente
unidas en un equilibrio termodinamico, que puede alterarse; se entiende,
pues, que la adhesidén se considera reversible. Si se presupone que la
distancia que separa a las dos partes es virtualmente igual a cero, las dos
zonas de contacto que existian en cada uno de los sistemas sustrato-agua
y agua-cuerpo (en el caso de las microalgas), se convierten en tres de un
solo sistema: sustrato-agua-cuerpo. En la interfase se producen una serie
de interacciones diversas, interpretadas a principios del siglo XIX por
Young y Laplace (Wege, 2002). Estas interacciones se pueden describir en
términos de densidades superficiales de energias libres interfaciales
v (Busscher, 1985; Boonaert et al., 2002):

AGadh= Y Ms- ¥ ML- Y sL (ec. )

donde AG,q, es la variacion por unidad de area de la energia libre total
del sistema, que determinara la adhesion; M corresponde a las microalgas
(que constituyen el cuerpo adherido en este caso), S al sustrato y L al
fluido entre ellos, que en condiciones normales es agua.

El sistema antes descrito, como cualquier otro, tiende a alcanzar
el equilibrio, o sea, evoluciona hacia estados de minima energia.
Entonces, y segun la expresion anterior, si la variacion de energia libre
fuera menor de cero, es decir, si la energia en el proceso disminuyera, la
tendencia de los microorganismos seria a adherirse al sustrato para
estabilizar el sistema. Por tanto, conocer el valor de AG para un
determinado sistema permitira prever el comportamiento de los
microorganismos respecto al sustrato.

La variacion de energia libre, si las condiciones de temperatura y
presion son constantes, y si el volumen de los cuerpos implicados es
estable, se relaciona con el trabajo de adhesion mediante la siguiente
expresion (Pedri, 2002) :
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AG = - WSML (ec. ||)

donde W es el trabajo de adhesion entre el sustrato (S) y el
microorganismo (M) en medio acuoso (L).

Mediante la medida del angulo de contacto de un liquido sobre las
dos superficies implicadas en el sistema (es decir, el sustrato sélido y los
microorganismos) puede conocerse el valor de este parametro.

Medida de angulos de contacto.

El angulo de contacto (fig. 3.1.1) es una magnitud macroscopica,
accesible experimentalmente mediante el uso de un goniémetro. El
mecanismo optico del goniometro es similar al de un microscopio, y
ofrece una imagen invertida. Mediante distintas ruedas se puede
modificar la posicidon de la pieza (vertical y horizontal), de la jeringa que
contiene el liquido, y del visor. En el visor aparecen dos lineas de guia:
una horizontal, ligeramente movil, que debe nivelarse con la superficie
de la muestra, y otra totalmente movil que, tangente a la gota que se
deposita sobre la muestra, da el valor del angulo de contacto (fig. 3.1.2).

La magnitud queda definida so6lo en el caso de que la superficie a
estudiar sea solida y forme un Unico plano homogéneo y rigido. El
parametro, al menos tedricamente, esta bien definido, aunque su
aproximacion en términos experimentales resulte dificultosa (Busscher,
1985).

Fig.3.1.1- Esquema /

del angulo @ que forma un L
liquido al entrar contacto con
la superficie de un sélido.
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Fig. 3.1.2- Esquema de funcionamiento de un goniometro (tomado de Busscher, 1985).

La siguiente expresion relaciona el valor del angulo de contacto de
un liquido sobre una superficie y el trabajo de adhesion (Pedri, 2002):

Won = %2 YL (1- cos @s) (1- cos Dy) (ec. 1)
donde vy, es la energia superficial del liquido, ®s es el valor del angulo de
contacto del liquido sobre el sustrato, y ®y el del angulo sobre los

microorganismos.

La medida de angulos de contacto sobre las diferentes superficies,
entonces, hace posible describir las interacciones que se dan entre ellas.
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Sin embargo, aunque de esta forma se obtiene una descripcion global del
fendmeno, con este procedimiento no se pueden conocer con detalle qué
componentes de estas interacciones tienen protagonismo. Como se
expuso anteriormente, en un proceso de adhesion estan presentes una
serie de fuerzas (de Lifshitz - van der Waals, electrostaticas, acido-base)
que intervienen en su desarrollo. Conociendo la variacion de la energia
total del sistema se tiene acceso a una informacion general, sin desglosar.

La ecuacion IV ofrece la relacion que existe entre la energia libre
total de una superficie (y) y algunas de las fuerzas que la componen:

y=y™"+y ey (ec.IV)

El superindice ™" indica que se trata de la componente Lifshitz- van der
Waals de y, mientras que ) y ¥ se refieren a las componentes acido-base
(Gonzalez-Caballero y Garcia Lopez-Duran, 2000). Esta expresion no recoge
la influencia de otras componentes en la y global, como las fuerzas de
atraccion y repulsion electrostaticas, que para algunos autores es muy
significativa en los fendmenos de adhesion (Boonaert et al., 2002). No
obstante, permite conocer con mayor detalle los condicionantes de estos
fendmenos, ya que la descripcion de las propiedades de cada superficie
implicada es mas profunda. Esta informacién es muy valiosa a la hora de
interpretar el desarrollo de la adhesion. Mediante la medida de angulos de
contacto se puede acceder experimentalmente a estos datos.

La expresion termodinamica que describe la relacion entre el
angulo de contacto y las distintas componentes de la energia libre
superficial viene dada por esta variante de la ecuacion de Young (en van
Oss, 1994):

(1+cos @) yi=2(y/ v™Ms v+ vy ey v (ec V)
donde @ es el angulo de contacto, vy, representa la energia superficial del
liquido empleado, y, en el miembro derecho de la expresion, cada y_

supone una parte de la energia superficial total del liquido, y cada vs, una
componente de la energia superficial del sélido (ec. IV).
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Conociendo de antemano las caracteristicas de ciertos liquidos (y.y
sus tres componentes), si se emplean tres liquidos diferentes se conforma
un sistema de tres ecuaciones con tres incognitas, que serian las tres
componentes y del solido, ya que el valor de ® se obtiene por mediciones.
De este modo, ademas del valor de la energia libre total de la superficie,
se pueden conocer los valores de las interacciones de polaridad (sensu
Lewis, como interacciones de tipo acido-base) y de fuerzas no polares (de
van der Waals, sensu Lifshitz).

Los liquidos se escogen en funcién de ciertas caracteristicas que
deben cumplir: dos de ellos deben ser polares y uno no polar.
Habitualmente se emplean agua y formamida como polares, y di-yodo-
metano como no polar. Como alternativa se pueden emplear liquidos
como el etilen-glicol, el glicerol, etc., entre los polares, y el a-
bromonaftaleno entre los no polares (Busscher, 1995). La cantidad de
liquido que se deja caer sobre la superficies se puede regular con
precision mediante un dosificador acoplado a la aguja de una jeringa (fig.
3.1.3). Para cada liquido se dispone de una jeringa diferente.

La aplicabilidad de este método de analisis queda limitada por las
caracteristicas de los liquidos a emplear, ya que algunos pueden resultar
agresivos con la superficie a estudiar, especialmente si se trata de
superficies de naturaleza bioldgica (Pembrey et al., 1999). En este
trabajo, en el que se planted el objetivo de conocer las cualidades
superficiales de los sustratos pétreos y las microalgas, el caso de las
microalgas exigid hacer ciertas consideraciones: liquidos como la
formamida, el a-bromonaftaleno o el di-yodometano alterarian sin duda
sus cualidades, de modo que se optd por realizar las mediciones sobre
ellas empleando Unicamente agua, y emplear tres liquidos, entre ellos el
agua, para estudiar los sustratos pétreos.

Esta simplificacion del método es muy habitual en el estudio de
microorganismos (Busscher et al., 1984-b; Ahimou et al., 2001; van der
Mei et al., 2002). Aunque implica no conocer el valor de las distintas
componentes de y que actian en el proceso, al disponer de datos
referentes a las mediciones de angulos de contacto del agua tanto en el
caso de los sustratos como en el de las microalgas, se puede conocer el
trabajo de adhesion de los microorganismos sobre los sustratos (ec. Ill), y
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a partir de él, la variacion de la energia del sistema (ec. Il). Para el agua,
el valor de v, factor presente en la ecuacién Ill, es 72.8 mJ/m?* (Pedri,
2002); conociendo este dato, la resolucion de la ecuacion es rapida.

Fig. 3.1.3- Llenado de una jeringa con formamida.

Por otra parte, el empleo del agua permite conocer la
hidrofobicidad de las células y de los distintos materiales pétreos en
términos cualitativos.

La hidrofobicidad es una propiedad que repercute enormemente
en los fenomenos de adhesion (Ronner et al., 1990; Busscher et al.,
1995). Por ello, teniendo en cuenta que la medida de angulos de contacto
es un método que no aparece citado para el analisis de microalgas en la
bibliografia consultada, en este trabajo se decidid poner en practica,
como complemento, otro método de estudio que si ha sido empleado
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sobre estos microorganismos, aunque sea en contadas ocasiones (Fattom y
Shilo, 1984; Lamenti et al., 2000; Tomaselli et al., 2000-b): el analisis de
adhesion de microorganismos a hidrocarburos.

Adhesion de microorganismos a hidrocarburos.

Este método, cominmente llamado MATH (acronimo de Microbial
Adhesion to Hydrocarbons) o BATH (Bacterial Adhesion to Hydrocarbons,
lo que hace patente que su aplicacion mas generalizada es el estudio de
bacterias), fue propuesto por Rosenberg y sus colaboradores en 1980. Esta
pensado para conocer, de forma cualitativa, la hidrofobicidad de un
grupo de células frente a un disolvente organico, apolar.

El fundamento del MATH es el siguiente: a una suspension acuosa
de microorganismos se anfade una cantidad de disolvente apolar,
inmiscible; evaluando la proporcion de microorganismos que, por
afinidad, se desplazan a una u otra fase, se puede caracterizar la
hidrofobicidad de las células. Para ello se realiza una prueba de
espectrometria de absorcién en el visible. El fundamento de este tipo de
analisis es el siguiente: cuando un haz de radiaciones electromagnéticas
incide en un cuerpo y lo atraviesa, la radiacion transmitida suele
disminuir de intensidad para ciertas longitudes de onda (1) respecto a la
radiacion inicial. Esto se debe a que los electrones presentes en los
enlaces de la sustancia captan energia de la radiacion, dependiendo de la
naturaleza de los enlaces y los atomos implicados. Si el espectro de la
radiacion incidente es continuo y se conoce, puede conocerse también la
fraccion absorbida por la sustancia, obteniendo asi su espectro de
absorcion. Este espectro, entonces, permitira caracterizar la sustancia.

Como se aprecia, este método aborda la influencia de las
interacciones electrostaticas en los fenomenos relacionados con la
adhesion, lo que no ocurre en el caso de la medida de angulos de
contacto. Desde el punto de vista del grupo de Derjaguin, Landau, Verwey
y Overbeek (normalmente citado como DLVO), las fuerzas de repulsion o
atraccion de naturaleza electrostatica son protagonistas en la adhesion
microbiana, junto con las fuerzas de atraccion de Lifshitz - van der Waals,
de modo que el fenomeno puede explicarse esencialmente como un
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balance entre estas (Bos et al., 1999). Aproximaciones experimentales
como la medicion del potencial zeta de las superficies implicadas ofrecen
informacion sobre las interacciones electrostaticas, pero este analisis
resulta insuficiente por si solo (van Oss et al., 1986; Speranza et al.,
2004): es necesario incluir en el estudio las interacciones acido-base o de
Lewis. La consideracion de las fuerzas de Lewis permite tener en cuenta
las interacciones originadas por distintas polaridades en medio acuoso y
las interacciones de hidrofobicidad. Este punto de vista resulta muy
apropiado para investigar la colonizacion de un sustrato por parte de
microalgas, puesto que el proceso tiene lugar normalmente en medio
acuoso. En este sentido, el método de adhesion a hidrocarburos parece
ajustarse a las necesidades de este trabajo.

SUSTRATOS PETREOS ESTUDIADOS

Los sustratos pétreos empleados para este estudio fueron de varios
tipos. Para una primera fase experimental las mediciones se realizaron
sobre probetas de la misma naturaleza que las empleadas en la segunda
parte de este trabajo. Sin embargo, la medida de los angulos de contacto
con las superficies de los marmoles naturales resulté problematica,
puesto que estas muestras, al ser de origen natural, presentan cristales
de tamano excesivamente grande, lo que influye en el angulo: la distinta
composicion de los cristales afecta de diferente manera al liquido, que
produce gotas de muy distintos angulos de contacto (Busscher, 1985).
Este problema condujo a la elaboracion de comprimidos a partir de polvo
de estos materiales, para realizar las medidas sobre ellos.

Los comprimidos se elaboraron en una maquina que consiste,
basicamente, en un cilindro metalico, donde se deposita el polvo a
prensar, sobre el que se aplica un peso determinado. El peso aplicado fue
en este caso de 8 toneladas, y durante un tiempo de 10 minutos, lo que
permitid obtener el grado de compactacion adecuado. Es importante
subrayar que todos los elementos del aparato que entraron en contacto con
el material a comprimir estaban escrupulosamente limpios, con el fin de
evitar posteriores interacciones a la hora de realizar las medidas de los
angulos.
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Por otra parte, como se mencion6 anteriormente, algunos autores
subrayan la importancia de la rugosidad superficial en el desarrollo de
microorganismos fotosintéticos sobre un substrato (Tomaselli et al., 2000-
b), concluyendo que en superficies porosas e irregulares aumenta la
susceptibilidad a la colonizacién, y que este factor, de hecho, resulta mas
determinante que la propia composicion del substrato a la hora de
promover el desarrollo de comunidades algales. Por este motivo se decidio
en esta investigacion realizar un estudio de las cualidades superficiales de
sustratos artificiales de composicion alterada, con el fin de contrastarlas
con las de los sustratos empleados en las pruebas de colonizacion
bioldgica. Las mezclas preparadas con este fin no respetan las proporciones
de arido/resina que se consideran idéneas, de modo que no estan pensadas
para su uso como material de intervencion en restauracion o réplicas de
obras de arte, sino tan solo como material experimental, ya que su
composicion no permite garantizar un buen comportamiento.

Para esta segunda fase del estudio se emplearon nuevos morteros,
de MP, MG, CP y CG, con variaciones en la composicion. Se abandon¢ el
uso de la resina epoxidica, por no poder considerarse apta para su empleo
como material de intervencion en restauracion y reintegracion de obras
de arte. El tamano de grano de los micronizados de marmol se redujo,
moliendo el material en un molino de bolas, hasta las 100 micras. Se
prepararon dos morteros diferentes de cada pareja de marmol y resina,
uno manteniendo la proporcion 1:1 y otro de 4:1 (80% de aglutinante y
20% de carga inerte). De cada uno de estos morteros se realizaron 3
probetas, lo que supone un total de 12 probetas. Para su realizacion no se
emplearon moldes, sino que los morteros preparados se vertieron sobre
placas porta-objetos de vidrio. La superficie de las probetas se limpié de
igual forma que las anteriores, pero en este caso no se lijaron.

MICROALGAS ESTUDIADAS
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Las especies de microalgas cultivadas para realizar estas pruebas
fueron las siguientes: Symploca elegans, Stichococcus bacillaris, Chlorella
sp, Tetracystis sp y Planophila sp.

Symploca elegans es una cianobacteria filamentosa de la familia
de las Oscilatoriaceas (fig. 3.1.4a). El género Symploca es muy similar a
Phormidium y Lyngbya, de los que se distingue porque los filamentos se
desarrollan formando mechones, mientras que los filamentos de
Phormidium se disponen libremente, y los de Lyngbya se agrupan en
haces mas o menos ordenados. No obstante, estas diferencias llevan a
distintas clasificaciones segun las referencias bibliograficas, apareciendo
a veces una misma especie bajo distintos géneros. En las fuentes
estudiadas se encontraron numerosas especies de los géneros Symploca y
Phormidium. La especie elegans es una de las mas comunes del género
Symploca.

Stichococcus bacillaris es una especie de alga verde de la familia
de las Ulothricaceas, familia que incluye a todas las cloroficeas
filamentosas simples, es decir, de filamentos no ramificados. En el caso
de esta especie, sobre todo en cultivos jovenes, raramente se forman
filamentos propiamente dichos, siendo mas frecuente que las células
aparezcan desunidas, acaso constituyendo pequefias cadenas de tres o
cuatro células (fig. 3.1.4b). Stichococcus es un género cercano a Ulothrix;
en las fuentes monumentales estudiadas aparecieron varias especies de
ambos géneros, aunque Ulothrix fue mas abundante. Sin embargo, debido
a las caracteristicas de las pruebas que se plantearon en esta parte de la
investigacion, se opto por aislar una especie de Stichococcus, y no de
Ulothrix, ya que la forma filamentosa de estas Ultimas dificultaria la
realizacion de dichas pruebas. La especie Stichococcus bacillaris es muy
habitual en aguas dulces.

Chlorella sp es un alga verde unicelular, cocoide y de pequefo
tamano. El género Chlorella pertenece a la familia de las Oocistaceas;
comprende mas de 30 especies, y es muy comun en aguas dulces. Por este
motivo, y porque resulta muy facil de cultivar, se emplea a menudo en
distintos ambitos de investigacion en ficologia.

Tetracystis sp es también un alga verde cocoide (fig. 3.1.4d),
perteneciente a la familia de las Chlorococaceas, que incluye otros
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géneros identificados en este trabajo, como Chlorococcum, con la que
guarda muchas similitudes. Las Chlorococaceas son algas que viven de
forma aislada o en grupos irregulares. En el género Tetracystis las células
se encuentran aisladas o agrupadas en multiplos de 2 6 4; la formacion de
tétradas, junto con la division celular vegetativa, son los caracteres que
lo diferencian de Chlorococcum (Bourrely, 1972).

La ultima especie cultivada es Planophila sp, otra cloroficea
cocoide (fig. 3.1.4e), en este caso de la familia de las Chlorosarcinaceas,
a la que pertenecen también los géneros Chlorosarcina vy
Chlorosarcinopsis, y con la que guarda muchas similitudes Apatococcus.
Son algas que se desarrollan formando paquetes, agrupadas mediante
polimeros extracelulares. La peculiaridad mas llamativa del género
Planophila es que las células a menudo presentan dos o tres pirenoides.
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tomadas a 40 aumentos.

11




PROTOCOLOS DE TRABAJO

En este trabajo, como se ha explicado, se emplearon dos métodos
de analisis diferentes: la medida de angulos de contacto y la adhesion de
microorganismos a hidrocarburos.

Para efectuar las medidas de angulos de contacto se adoptaron dos
protocolos diferentes, en funcion de la superficie a estudiar. El primero
de ellos, aplicado al analisis de las superficies de las probetas pétreas,
implica el empleo de tres liquidos de caracteristicas conocidas: agua,
formamida y di- yodometano.

Para estudiar las microalgas, en cambio, se siguid un segundo
protocolo, empleando Unicamente agua.

Por ultimo, el método de MATH se desarrolldé segin una
modificacion del protocolo estandar de Rosenberg et al. (1980)

Medida de angulos de contacto sobre sustratos pétreos.

La ejecucion del método exige que las superficies a estudiar estén
impolutas, ya que cualquier deposito extrano sobre ellas podria interferir
en los resultados (Speranza et al., 2004). Por ello, las probetas de los
distintos sustratos pétreos, en todos los casos, fueron lavadas
minuciosamente en acetona y sometidas a ultrasonidos durante 2 min
para garantizar la regularidad de la superficie a examinar y asegurar asi la
fiabilidad de los resultados. Después de esta operacion, se aclararon en
agua destilada. Se dejaron secar a temperatura ambiente en un lugar
libre de contaminacion; para completar el secado se metieron en un
horno a 40° durante dos horas. Se conservaron en una campana
desecadora hasta el momento de realizar las medidas.

Los datos de las distintas mediciones realizadas se introdujeron en
un programa informatico disefado a propdsito para resolver forma
automatica el sistema de tres ecuaciones que permite conocer los valores
de las distintas componentes de y.
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Medida de angulos de contacto sobre microalgas.

El segundo método seguido es, como se expuso, una simplificacion
del anterior, y se realiza empleando Unicamente agua para tomar las
medidas. La metodologia desarrollada se tomd de la expuesta por
Busscher et al. (1984-b), aunque en su trabajo la medida de angulos de
contacto se aplico a cultivos de distintas bacterias. Las diferencias de
tamano y forma celular entre esos microorganismos y los que
consideramos nosotros llevaron a realizar ciertas modificaciones en el
procedimiento a seguir.

Las microalgas empleadas fueron cultivadas en laboratorio, para
poder trabajar con comunidades mono-algales aisladas y poder obtener
datos “limpios”. Para ello se sembraron directamente en placas de Petri
muestras provenientes de varias de las fuentes estudiadas. El medio de
cultivo empleado fue BG-11 para las cianoficeas, y BBM para las algas
verdes, ambos consolidados con Agar, segin el protocolo descrito en
Gonzalez et al. (1995).

A partir de los primeros cultivos se seleccionaron cepas que se
sembraron, en funcion del tipo de alga, en nuevas placas de Petri o en
placas de pocillos, con BG-11 o BBM liquidos en este caso (fig. 3.1.5a).
Tanto las placas de Petri como las de pocillos se sellaron con cinta
Parafilm para evitar la contaminacion de los cultivos. Tras 2 semanas de
observacion y resiembra fueron aisladas ciertas especies, que se
inyectaron en frascos y, posteriormente, en Erlenmeyer con medio de
cultivo liquido (fig. 3.1.5b). Para facilitar e incrementar su proliferacion,
se conecté un motor que proporciona aire a cada Erlenmeyer. Todos los
cultivos se conservaron durante el tiempo de aislamiento vy
experimentacion en una camara a 19°C y con un fotoperiodo de 14/8 h.
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Figs. 3.1.5a y b- Cultivos en placas de pocillos y cultivos de microalgas aisladas en
Erlenmeyer.

Figs. 3.1.6a y b- Dos momentos del proceso de filtrado.
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Si en el caso de los materiales pétreos la superficie a estudiar
constituia un sodlido regular, como exige el método en cuestion, las
microalgas, de forma natural, conforman comunidades, a menudo mixtas,
de forma y perfil mas o menos irregulares, incluso cuando generan
peliculas o tapetes. Por ello fue preciso, para poder llevar a cabo la
medicion de angulos de contacto, provocar la formacion artificial de un
plano homogéneo, tanto desde el punto de vista de su composicién como
de su superficie. Las suspensiones algales fueron filtradas a través de dos
filtros distintos: a) una membrana de fibra de vidrio de 1 micra de
diametro de poro (Whatman), y b) un filtro de acetato de celulosa (ATTP)
de 0.8 micras de diametro de poro (fig. 3.1.6ay b).

Estas membranas se colocaron sobre placas de Petri recubiertas
con una fina capa de Agar y glicerol (1% peso/volumen de Agar y 10%
volumen/ volumen de glicerol) y se dejaron reposar durante 30 minutos,
con el objeto de que se homogeneizara la humedad que contenian y
obtener angulos relativamente estables (fig. 3.1.7). Seguidamente se
realizaron las medidas de angulos sobre ellos (fig. 3.1.9). 30 minutos
después se realizd una segunda medicion. En el caso del cultivo de
cianobacterias filamentosas, y debido a sus caracteristicas, no se filtré la
suspension, sino que se colocd directamente una pelicula algal natural
sobre la placa de Petri preparada (fig. 3.1.8).

Tanto para el analisis de las probetas de materiales pétreos como
para el de las peliculas algales, las medidas de los angulos se tomaron con
un goniometro Olympus DGHM. En todos los casos, las medidas de angulos
de contacto se realizaron a 25°C y en condiciones de presion constante.
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Fig. 3.1.9- Medicion sobre una
capa de algas verdes.
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Adhesion de microorganismos a hidrocarburos.

El protocolo mas comiUnmente seguido para poner en practica el
MATH es el original de Rosenberg et al. (1980), empleado, entre otros,
por Zhang y Miller (1994), Baldi et al. (1999), Ahimou et al. (2001) o
Krepsky et al. (2003). En todos estos trabajos el método MATH se aplica al
estudio de las propiedades de la pared celular de bacterias. Fattom y
Shilo (1984) lo adaptan al estudio de cianobacterias filamentosas, muy
similares a algunas de las identificadas en el presente trabajo. Un
procedimiento similar siguen Lamenti et al. (2000) y Tomaselli et al.
(2000-b). Sin embargo, aqui se realizara la prueba siguiendo,
esencialmente, el protocolo mas extendido, puesto que las ventajas de
las modificaciones de Fattom y Shilo no son obvias, y su dificultad es
mayor.

Las microalgas empleadas para esta prueba procedian de los
mismos cultivos con que se realizaron las mediciones de angulos de
contacto (fig. 3.1.4), pero para esta prueba se excluy6 el cultivo de
Symploca elegans por problemas metodologicos (fig. 3.1.4a). En cada
caso, se coloco un volumen determinado de cultivo en una camara de
sedimentacion, y se espero a que las células se posaran sobre un plano
(alrededor de dos horas). Al microscopio, se conto el nUmero de células
por campo en varios campos y se calculdé el niumero total teniendo en
cuenta el aumento empleado. En el caso del cultivo de Stichococcus
bacillaris (fig. 3.1.4b), cuando habia filamentos, las células se contaron
individualmente dentro de cada uno. Segun la siguiente expresion, se
calculé qué volumen de cultivo se necesitaba para obtener la proporcion
requerida:

n° células x sup.camara x 1 = céls /ml
n° campos sup. campo V muestra (ml)

El factor correspondiente a la relacion entre la camara de
sedimentacion y el campo observado se determiné en:
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-2793 para un aumento de 40X
18953 para un aumento de 100X

Rosenberg et al. (1980) y, a partir de su trabajo, muchos autores,
emplean para su experimento una concentracion de 10® células/ ml, pero
en su estudio se analizan las propiedades de distintas bacterias, cuyo
tamano es menor que el de las células aqui estudiadas. Por este motivo se
decidié realizar la prueba de MATH con dos suspensiones celulares
distintas: a) una estandar con 10® células suspendidas en 3 ml de PBS
(phosphate buffer solution), para poder comparar los resultados con los
obtenidos en los trabajos citados; y b) otra modificada en funcién del
tamano medio de las células en cada uno de los cultivos estudiados, con
diferentes cantidades de células en cada suspension, para obtener el
mismo volumen celular total.

Las medidas de absorbancia se realizaron a 600 nm, con un
espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys, que se calibré6 empleando
solucion de PBS como blanco. Para preparar las muestras de los cultivos
se tomaron los volumenes necesarios en cada caso. Cada suspension se
centrifugd durante 5 minutos para eliminar el medio de cultivo y asi lavar
las células. El sedimento obtenido se diluy6é en PBS de la casa Sigma. Se
midio la absorbancia de estas primeras suspensiones. Posteriormente se
anadié tolueno puro, de la firma Merck, de forma que por cada 3 ml de
suspension se tuvieran 0.15 ml de tolueno. Se agitd enérgicamente
durante 10 segundos hasta homogeneizar la emulsion resultante. Se dejo
reposar 10 minutos para permitir que las fases se separaran. Se coloco el
tubo en el espectrofotometro y se realizaron las medidas.
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l1l.1l. RESULTADOS

MEDIDA DE ANGULOS DE CONTACTO

En la medida de los angulos de contacto descritos por los distintos
liquidos  predeterminados sobre las  superficies estudiadas,
correspondientes a las probetas realizadas en la primera fase de este
trabajo, se obtuvieron los resultados que estan recopilados en la tabla
3.2.1, en la que se ofrece ademas el coeficiente de variacion de Pearson
(CVP) correspondiente a cada caso. El CVP se emplea para analizar y
contrastar medias diferentes entre si, e indica el tanto por ciento de
dispersion existente entre un grupo de valores y su media aritmética; se
calcula a partir de la media y de la desviacion tipica:

CVP= S x100

o

donde S es la desviacion tipica y ‘}‘es el valor absoluto de la media

aritmética.
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CVP- DI- CVP-

probeta AGUA CVP- agua | FORMAMIDA formamida | YODOMETANO | diyodom.
CG 67.82 4.75 29.55 8.9 20.86 8.68
CP 64.86 1.73 45.62 4.76 19.00 7.89
MG 68.08 5.24 24.40 6.64 17.89 7.15
MP 85.88 5.79 40.82 5.61 17.10 9.24
C 26.00* 4.69 35.63 9.82 33.50 7.58
M 31.66" 6.48 33.37 7.91 35.82 7.31

Tabla 3.2.1- Valores medios en grados de los angulos de contacto de cada liquido sobre
cada material de la 1? fase experimental, y valor del CVP en cada caso. Los valores
sefalados con un asterisco corresponden a los obtenidos en las mediciones efectuadas
sobre los comprimidos de polvo de marmol. Acronimos de los sustratos: CG: marmol de
Carrara con Gel-Coat, CP: Carrara con resina de poliéster, MG: Macael con Gel-Coat, MP:
Macael con poliéster, C: marmol de Carrara, M: marmol de Macael.

La sustitucion de las incognitas de la ecuacion V (en este mismo
capitulo, Materiales y Métodos) por estos valores, permite obtener los
valores de las distintas componentes de y que corresponden a cada
superficie. Los valores obtenidos tras realizar los calculos necesarios se
ofrecen en la tabla 3.2.2, expresados en mJ/m?:

probeta v LW Y+ y— v total
CG 47.525 1.4762 5.4770 53.212
CP 48.070 0.0011 14.643 48.326
MG 48.373 1.9869 4.2390 54.178
MP 48.579 1.3164 0.0180 48.888

C 42.712 0.0020 57.740 43.405

M 41.646 0.1388 49.060 46.866

Tabla 3.2.2- Valores en mJ/m? de las componentes y y y total en cada material de la 12
fase experimental.
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Se observa que en estas primeras probetas analizadas,
correspondientes a los marmoles naturales y los morteros de micronizados
de hasta 350 micras, los valores correspondientes a los substratos
artificiales son ligeramente superiores a los de los naturales,
posiblemente debido a las irregularidades de las superficies.

De la misma manera, los valores correspondientes a las medidas y
calculos realizados para las probetas de la segunda fase del estudio se
detallan en las siguientes tablas (3.2.3 y 3.2.4).

probeta | AGUA g;,/:a FORMAMIDA | 10 |\ METANO diyco\fj%m.
CG50% 74.42 1.87 42.00 4.76 36.30 5.92
CG80% 80.88 2.57 32.90 6.57 34.91 7.05
CP50% 68.00 1.82 52.77 4.7 31.72 5.20
CP80% 69.16 2.13 51.75 3.21 33.80 6.15
MG50% 67.70 2.60 47.00 2.83 30.40 5.13
MG80% 60.50 1.79 39.63 4.54 35.66 5.10
MP50% 67.00 3.27 57.36 4.13 31.51 4.38
MP80% 70.37 1.99 54.41 4.32 31.80 4.15

Tabla 3.2.3- Valores medios en grados, agrupados por tipo de mezcla, de los angulos de
contacto de cada liquido sobre cada material de la 2* fase experimental. Acronimos: CG:
probeta de marmol de Carrara con resina Gel-Coat, CP: Carrara con resina de poliéster,
MG: marmol de Macael con Gel-Coat, MP: Macael con poliéster. Los porcentajes 50% y 80%
indican la proporcion de resina que se anadio en la elaboracion de cada grupo de probetas.

probeta v LW Y+ Y — y total
CG50% 41.419 1.3427 4.1370 46.133
CG80% 42.067 3.7770 0.1676 43.658
CP50% 43.492 0.0067 15.157 44.133
CP80% 42.577 0.0138 13.114 43.428
MG50% 44.056 0.1095 12.079 46.356
MG80% 41.718 0.6226 15.973 48.026
MP50% 43.543 0.2707 19.748 48.167
MP80% 43.461 0.0172 13.433 44.423

Tabla 3.2.4- Valores en mJ/m? de las componentes de y y v total en los materiales de la 22
fase experimental.
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De estas tablas se desprende que las medidas tomadas sobre las
segundas probetas dan valores mas bajos que las precedentes. No
obstante, en todos los casos se observa que los valores de y* son menores
que los de y7, y que ambos son distintos de cero para todas las probetas.
Los valores de la componente LW son mayores que los anteriores para
todas las probetas, y mayores en las de materiales artificiales que en las
de marmol natural.

En cuanto a los angulos de contacto medidos sobre los depodsitos
algales, la tabla 3.2.5 muestra los resultados medios obtenidos, ademas
del coeficiente de variacion de Pearson para cada valor medio:

Filtro A Filtro B
cultivo 30 minutos 1 hora 30 minutos 1 hora
media cVP media cVp media cVP media cVP
aritm. aritm. aritm. aritm.
Symploca " "
Licoans | 220 6.43 | 19,5 6.64
Stichoc.
pacloc | 233 | 11.96 | 22,7 | 1075 | 233 | 1147 | 245 | 12.07
C”"gg’“" 195 | 924 | 170 | 8266 | 155 | 19.22 | 206 | 7.26
Te"‘s’gy“"s 249 | 6.49 | 24,7 | 87.91 | 26.8 | 12.33 | 257 | 4.77
P’“”;’é”’”" 13.5 | 10.25 | 13,0 | 7.01 13.3 | 13.25 | 13,0 | 29.98

Tabla 3.2.5- Valores medios en grados de los angulos medidos para cada cultivo, tras 30
minutos y tras 1 hora de secado, sobre los depdsitos filtrados con el filtro de fibra de
vidrio (A) y el filtro de acetato de celulosa (B). En cada caso se da el valor del CVP. Los
valores sefalados con un asterisco corresponden a la pelicula algal del primer cultivo,
sobre la que, directamente vy sin filtrar, se efectuaron las mediciones.

A partir de estos valores se obtiene el valor de Wy en cada caso,
mediante la ecuacion

Wsme = Y2 7 (1- cos @s) (1- cos Dy) (ec. 1)
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Como se menciond anteriormente, el valor de yacua €s 72.8 mJ/m?
(Pedri, 2002). Una vez obtenidos los valores de los cosenos de los angulos,
la ecuacion se resuelve facilmente. A partir de Wy, se accede a AG:

AG = - W (ec.ll)
Los valores de AG se detallan en la tabla 3.2.6:
cultivos
probetas Symploca Stichococcus Tetracystis Planophila
elegans bacillaris 3 sp sp
CG -1.46 -1.87 -1.12 -2.21 -0.60
CG50% -1.72 -2.19 -1.32 -2.53 -0.70
CG80% -1.98 -2.53 -1.52 -2.98 -0.81
cp -1.35 -1.72 -1.04 -2.04 -0.55
CP50% -1.47 -1.88 -1.13 -2.22 -0.60
CP80% -1.51 -1.93 -1.16 -2.28 -0.62
MG -1.47 -1.88 -1.13 -2.22 -0.60
MG50% -1.46 -1.86 -1.12 -2.20 -0.60
MG80% -1.19 -1.52 -0.91 -1.80 -0.49
MP -2.18 -2.79 -1.67 -3.29 -0.89
MP50% -1.43 -2.08 -1.10 -2.16 -0.58
MP80% -1.56 -1.99 -1.20 -2.35 -0.64
C -0.23 -0.30 -0.18 -0.39 -0.09
M -0.35 -0.44 -0.26 -0.52 -0.14

Tabla 3.2.6- Valores de AG en la interaccion entre los distintos materiales pétreos y las
microalgas cultivadas. Los valores se han separado, dentro de cada cultivo, por grupos de
materiales, diferenciando cada mezcla de resina con marmol y cada marmol natural.

Se observa que todos los valores son negativos, lo que implica que
todos los sustratos estudiados propician la adhesion de microorganismos.
Sin embargo, los valores obtenidos para los marmoles naturales resultan
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mucho mayores que los obtenidos para todas las mezclas de resinas
sintéticas con polvo de marmol. Por otra parte, llama la atencion el
hecho de al aumentar la proporcion de resina en las mezclas con
micronizado de Carrara (CG y CP), aumenta también el valor absoluto de
AG, mientras que en las mezclas con micronizado de Macael (MG y MP)
ocurre lo contrario en casi todos los casos: al aumentar la proporcion de
resina, disminuye el valor absoluto de AG.

ADHESION DE MICROORGANISMOS A HIDROCARBUROS

La prueba de hidrofobicidad en un sistema bifasico, o prueba de
adhesion de microalgas a un hidrocarburo, permiti6 obtener los
porcentajes de células desplazadas de una fase a otra que se recogen en
la siguiente tabla (3.2.7):

. Symploca | Stichococcus | Chlorella | Tetracystis | Planophila
cultivo elegans bacillaris sp sp sp
% células \' - 41,82 % 2,21% -11,11% -
desplazadas | . : 11,56 % | 2,50% | 25,91% | 66,67%

Tabla 3.2.7- Valores de absorbancia para el volumen de muestra indicado en el protocolo
estandar (V) y para el volumen resultante de adaptar dicho protocolo (V’). El porcentaje
de células desplazadas se obtuvo a partir de las medidas de absorbancia correspondientes
a la suspension en PBS y la suspension modificada con tolueno.

Un primer analisis de esta tabla obliga a desconfiar de los valores
obtenidos con el volumen de cultivo establecido por el protocolo
estandar: en el caso del cultivo de Tetracystis sp, el valor negativo del
porcentaje de células desplazadas implicaria que en la segunda medida
hay mas células que en la primera, lo que resulta inadmisible. Ademas,
las mediciones realizadas sobre la primera concentracion del cultivo de
Planophila sp tuvieron que considerarse nulas, puesto que el
espectrofotdbmetro no ofrecia respuesta. Sélo en las mediciones
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efectuadas sobre el cultivo de Chlorella sp los dos valores obtenidos se
asemejan.

Entonces, cabe pensar que los valores obtenidos en las medidas
realizadas con la cantidad de cultivo que contenia el mismo volumen
celular que el propuesto en la bibliografia fueran mas fiables. Segln
estos, la hidrofobicidad de las distintas especies estudiadas varia mucho,
siendo el cultivo de Chlorella sp el que presenta células mas hidrofilas, y
el de Planophila sp el mas hidrofobo. Por su parte, Stichococcus bacillaris
y Tetracystis sp muestran una hidrofobicidad relativamente baja.

Todos los datos completos referentes a este capitulo estan
recogidos en el anexo V.
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I11.111. DISCUSION

METODOS DE ANALISIS EMPLEADOS

Para el estudio de las cualidades superficiales de las probetas
pétreas y las microalgas biodeteriorogenas, en este estudio se emplearon
la medida de angulos de contacto y la prueba de adhesién de
microorganismos a hidrocarburos.

Medida de angulos de contacto.

La medida de angulos de contacto es un método de estudio que
cuenta con gran aceptacion en la comunidad cientifica, puesto que
permite diversas aplicaciones, es de facil ejecucion, y ofrece resultados
muy satisfactorios desde varios puntos de vista.

Busscher y sus colaboradores, en sus multiples publicaciones,
(Busscher, 1985; Busscher et al., 1984-a y -b; van Oss, 1994; Busscher et

127



al., 1995; van der Mei et al., 2002, entre otras), defienden los
planteamientos en que se sostiene el método, aunque aceptan que
existen otros mas sofisticados y complejos, como la camara de flujo con
laminas paralelas (van Oss, 1994), que resultan mas completos. Boonaert
et al. (2002) consideran que el método es muy apropiado para realizar
estudios teoricos abstractos, pero que los resultados que se obtienen al
estudiar sistemas reales no son fiables. Argumentan que el método exige
que las superficies a estudiar sean homogéneas y estén en contacto
molecular formando un sistema que se encuentre en equilibrio, lo que en
la realidad es dificil de garantizar. Segln ellos, los calculos que se
realizan para obtener datos sobre la energia libre estan basados en
desarrollos tedricos insuficientes, pues no contemplan las influencias
electrostaticas en los fenomenos estudiados.

En su estudio con diferentes resinas, Speranza et al. (2004)
concluyen que las interacciones electrostaticas no tienen una importancia
grande cuando el material a estudiar es un polimero neutro, y desprecian
también el efecto de las fuerzas de van der Waals en esos casos, por ser
insignificantes en el desarrollo de los fendmenos de adhesion. Estos
investigadores, en cambio, hacen hincapié en la aportacion de las
interacciones quimicas, y demuestran que los analisis que se realicen
sobre superficies que no sean ideales no pueden considerarse validos,
puesto que, en superficies “impuras”, no se puede discernir qué valor
tienen estas interacciones sobre las demas. En su estudio con polimeros
advierten del riesgo que se corre al trabajar con polimeros comerciales, y
recomiendan el empleo de materiales especificamente preparados.

Brugnara et al. (2003), en su evaluacion de las cualidades
protectoras de las resinas sobre superficies pétreas, recuerdan que la
interpretacion de los resultados obtenidos por medida de angulos de
contacto sobre piedras y resinas es arriesgada, debido a las
caracteristicas de porosidad y heterogeneidad intrinsecas a estos
materiales. Con todo, admiten que es el método mas adecuado para
estudiar su hidrofobicidad, en el sentido de que ofrece una descripcién de
las cualidades “medias” de la superficie.

Por otra parte, cuando se trata de analizar capas de
microorganismos, Pembrey et al. (1999) critican la metodologia estandar
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por su imprecision, alegando que el valor de los angulos medidos
dependera enormemente del tiempo de secado y las condiciones de
trabajo. Busscher et al. (1984-b) comparan los angulos de contacto
obtenidos para distintos tiempos de secado, y establecen el tiempo
idoneo en 30 minutos a contar desde la deposicion total de las células
sobre el filtro. Este es el tiempo que emplean también Ahimou et al.
(2001); estos investigadores, tras realizar diferentes pruebas, concluyen
que la medida de angulos de contacto es la que ofrece resultados mas
fiables, puesto que incluye implicitamente todas las contribuciones de las
diferentes interacciones que conducen a la adhesién. En el presente
trabajo, los depositos algales se dejaron secar durante 30 minutos antes
de realizar las primeras mediciones, y luego otros 30 minutos para tomar
una segunda serie de medidas y comparar los resultados. Como se vio, los
cambios no fueron significativos (tabla 3.2.5).

En el presente estudio, los resultados obtenidos mediante el
analisis por medicién de angulos de contacto sobre las probetas pétreas
pueden considerarse altamente reproducibles y representativos,
especialmente en el caso de las mediciones efectuadas con agua. Las
siguientes graficas (figs. 3.3.1a, b y c) representan la comparacion de los
valores de la media de los angulos obtenidos sobre los distintos materiales
pétreos de las dos fases experimentales y el coeficiente de variacion de
Pearson (CVP) en cada caso.

Los datos completos a partir de los cuales se elaboraron las
graficas de las figuras 3.3.1a, b y ¢ estan recogidos en el anexo V. Del
analisis de estas graficas se infiere que el coeficiente de variacion de
Pearson tiene, en términos absolutos, valores menores en todas las
mediciones realizadas con agua. Si se consideran estos valores en
términos relativos, es decir, comparandolos con los valores medios de los
angulos medidos, los valores del CVP son muy pequeiios en relacion con
los de los angulos medios del agua; en los casos de la formamida v,
particularmente, del di-yodometano, la relacion es menos favorable.
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Figs. 3.3.1a, b y c- Comparacion entre los valores de los angulos del agua, formamida y di-
yodometano con el CVP sobre cada uno de los materiales pétreos estudiados. Los valores
medios de los angulos estan expresados en grados. El CVP representa el % de desviacion
tipica por valor medio de los angulos. El empleo de un solo eje de valores para ambas
magnitudes pretende facilitar la comparacion de los datos. Acréonimos de los sustratos: CG:
marmol de Carrara con Gel-Coat, CP: Carrara con resina de poliéster, MG: Macael con Gel-
Coat, MP: Macael con poliéster, C: marmol de Carrara, M: marmol de Macael. Los
porcentajes 50% y 80% indican la proporcion de resina que se afadio en la elaboracion de
las probetas de la segunda fase experimental.
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Las graficas permiten también hacer una evaluacion general del
comportamiento de cada material respecto a cada liquido. En este
sentido, se observa que el agua produce angulos de valores entre los 60° y
90° para los sustratos artificiales, variando el valor medio en funcion de la
mezcla, pero sin mostrar las variaciones un comportamiento lineal. En
este caso hay que destacar, ademas, el valor claramente menor de los
angulos tomados sobre los marmoles naturales.

La formamida presenta, en general, mas irregularidades, aunque
son las del di-yodometano las mas elocuentes: los angulos medidos son
sensiblemente menores sobre las probetas artificiales de la primera fase,
sin excepcion. Al aumentar la proporcion de resina, los angulos crecen, y
alcanzan valores relativos mas altos cuando la cantidad de resina en la
mezcla es mayor. Estos valores, sin embargo, son muy parecidos a los
obtenidos sobre los sustratos naturales.

En el caso de las microalgas los angulos fueron mucho mas
inestables que sobre las probetas artificiales, lo que obliga a interpretar
los resultados obtenidos con mas prudencia que los referentes a los
sustratos pétreos. Las siguientes graficas revelan la relacion existente
entre los valores medios de los angulos y el coeficiente de variacion de
Pearson en cada caso (fig. 3.3.2).

La relacion entre los valores medios de los angulos y el CVP
sugiere, sin duda, que los resultados de estas medidas no deben
considerarse tan representativos como los de los sustratos: en varios casos
el CVP tiene un valor muy parecido al de la media de los angulos medidos,
como en las mediciones realizadas sobre el cultivo de Planophila sp en
ambos filtrados; en otros casos su valor es mucho mayor que el de los
angulos, como ocurre para las mediciones sobre los cultivos de Chlorella
sp y Tetracystis sp filtrados con el filtro de fibra de vidrio (A); solo en
algunas ocasiones se obtiene un coeficiente de variaciéon relativamente
pequeio respecto al valor medio del angulo, como en la segunda
medicion realizada sobre el cultivo de Tetracystis sp (filtro B).
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MEDICIONES SOBRE FILTRO A SOBRE FILTRO B
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Figs. 3.3.2- Comparacion entre los valores medios, en grados, de los angulos medidos con
agua sobre cada cultivo tras 30 minutos de secado y tras 1 hora, y el CVP para cada caso.
La numeracion de los cultivos corresponde a: 1) Symploca elegans, 2) Stichococcus
bacillaris, 3) Chlorella sp, 4) Tetracystis sp, y 5) Planophila sp. Se dan los valores
correspondientes a las mediciones realizadas sobre el filtro de fibra de vidrio (A) y el de
acetato de celulosa (B), excepto en el caso del cultivo 1 (Symploca elegans), en que las
mediciones se efectuaron directamente sobre una pelicula algal, cuyo valor se ofrece en
la grafica correspondiente al filtro A.

Adhesion de microorganismos a hidrocarburos.

El empleo del método de estudio por adhesion de particulas a
hidrocarburos se limité en este estudio al analisis de las microalgas. El
fundamento del MATH permitiria aplicarlo también a sustancias
inorganicas, siempre que cumplieran ciertos requisitos; sin embargo, en
la bibliografia consultada no se han encontrado trabajos en que se
aplique a materiales inorganicos. De este modo, al no contar con un
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protocolo de referencia, se optd por emplearlo Unicamente para estudiar
las propiedades superficiales de los microorganismos.

La eleccion del método de adhesion microbiana a hidrocarburos, o
adhesién bifasica, responde al hecho de que, comparando con otros
métodos posibles, ha sido aplicado anteriormente con aparente éxito al
estudio de microalgas (Fattom y Shilo, 1984; Lamenti et al., 2000;
Tomaselli et al., 2000-b), mientras que los demas se han empleado sobre
todo en el estudio de bacterias (Ahimou et al., 2001; Boonaert et al.,
2001; Dufréne et al., 1999 y 2001; Pedri, 2002, entre otros). Ademas,
tiene la ventaja de que, segun el protocolo estandar descrito por
Rosenberg et al. (1980), resulta relativamente sencillo de desarrollar, lo
que garantiza la reproducibilidad de los resultados. No obstante, el
método tiene limitaciones que es preciso tener en cuenta a la hora de
interpretar los resultados obtenidos.

Algunas de estas limitaciones vienen dadas por la propia
impostacion tedrica de que deriva el método. Las teorias de DLVO estan
desarrolladas a partir del supuesto de que las superficies que se estudian
son quimicamente homogéneas, perfectamente lisas y rigidas, e
impermeables a iones. Estas cualidades no pueden esperarse de una
pared celular, puesto que las células tienen caracteristicas distintas en
cada zona de su superficie, con lo que la adhesidon puede estar provocada
por algun factor localizado y concreto, como la presencia de un flagelo o
apéndice, por ejemplo. Boonaert et al. (2001) detectan un caracter
adhesivo localizado, no general, en las células de una bacteria,
Pseudomonas aeruginosa, lo que les hace dudar de la eficacia de este
método para el estudio de los fenomenos de adhesion relativos a
microorganismos.

El método de MATH, por otra parte, aunque considera la accién de
fuerzas de largo alcance como las electrostaticas y las de van der Waals,
no recoge los efectos de otras fuerzas de corto alcance, como las
interacciones acido-base y los puentes de hidrogeno. La teoria DLVO, en
su version extendida, considera también las interacciones acido-base,
definitivas en los fendmenos de hidrofobicidad, y algunos autores han
desarrollado el método experimental MATH para abarcar estas fuerzas (en
Boonaert et al., 2002). Sin embargo, las modificaciones introducidas
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dificultan la puesta a punto del método, ya que resulta muy sensible a
factores como el tiempo de mezcla de las dos fases (acuosa y organica),
el area de superficie de las gotas del hidrocarburo (que depende de la
temperatura), y el tipo de recipiente empleado, entre otros parametros.
Esta hipersensibilidad representa un problema que afecta a la fiabilidad y
reproducibilidad de los resultados, por lo que el protocolo mas
comunmente usado no incorpora las modificaciones que permiten
considerar las interacciones acido-base.

La realizacion del método conlleva otros problemas practicos. Por
ejemplo, la formacion de una emulsion como paso previo a su separacion
en dos fases hace que en la interfase se pierda definicion. Si se piensa
que muchas células podrian ser afines a esa fase de polaridad confusa, el
resultado final del ensayo resultaria altamente impreciso (Boonaert et
al., 2002). Ademas, las células pueden tener un caracter anfifilico, esto
es, mostrarse afines a uno u otro medio en funcion de factores externos.
Ahimou et al. (2001) y Boonaert et al. (2001) encuentran diferentes
comportamientos en células de la misma especie dependiendo del medio
de cultivo en que hayan crecido y del tiempo que hayan permanecido en
ese medio. May (2003) advierte de la poca semejanza que tienen los
microorganismos cultivados en laboratorio con los que se encuentran en
medios naturales. Fattom y Shilo (1984) encuentran que el
comportamiento de los filamentos maduros de una cianobacteria,
Calothrix desertica, es claramente hidréfobo, mientras que el de sus
hormogonios es hidrofilo. Experimentan con la adicién de sales, y
concluyen que algunos cationes, como el magnesio y el calcio, alteran las
propiedades superficiales de los microorganismos. Lamenti et al. (2000),
que también consideran esta cuestion, observan que sus resultados son
distintos si se realiza la prueba ahadiendo una sal de magnesio a la
suspension celular, y apuntan que, segln sus estimaciones, esa adicion
proporciona datos mas veraces. Esto parece indicar que las interacciones
electrostaticas tienen, efectivamente, un papel relevante en los
fendmenos de adhesion, papel que mediante el analisis MATH queda
puesto de manifiesto, aunque no se puede describir de forma
cuantitativa.
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Pembrey y sus colaboradores (1999) llaman la atencion sobre el
hecho de que el protocolo de ejecucién de la prueba resulta daiino para
las células de los microorganismos, con lo que los resultados que se
obtienen no corresponderian a células en estado natural, sino a células
deterioradas. El centrifugado de la suspension celular, preciso para el
lavado de las células, puede provocar roturas; la adicién posterior al
lavado de un medio diferente al de cultivo conlleva cambios de presion
osmotica; el empleo de disolventes fuertes como son los hidrocarburos
altera enormemente las cualidades de los microorganismos. Esto les hace
concluir que no es un método apto para el estudio de las propiedades
superficiales de las células. Con todo, el MATH resulta menos agresivo
que otros métodos de estudio que requieren de estos y otros pasos de
preparacion de las muestras.

Por ultimo, hay que considerar los problemas especificos que
surgieron en este estudio al aplicar el MATH al analisis de microalgas.
Aunque, como se dijo, ya ha sido empleado por algunos autores (Fattom y
Shilo, 1984; Lamenti et al., 2000), en sus trabajos no se mencionan
ciertos puntos que resultan de gran interés metodoldgico. El MATH fue
disefado para el estudio de las propiedades de células bacterianas (no en
vano es muy frecuente encontrar en la bibliografia relacionada las siglas
BATH -Bacterial Adhesion To Hydrocarbon-), cuyo tamaio es menor que
el de las células de las microalgas. El problema es aun mayor cuando se
trabaja con especies filamentosas. Esto supone un inconveniente a la hora
de ejecutar el método con vistas a obtener resultados comparables, tanto
con los de otros autores como con los relativos a especies algales
cocoides, o de menor tamano. Si el volumen de las gotas de disolvente,
como se ha visto, va a influir sobre los resultados, cabe suponer que el
del microorganismo también lo hara. Ademas, el protocolo estandar
indica una concentracion celular determinada, que da lugar a un volumen
celular total de valor mas o menos acotado. Pero, al ser mayor el
volumen celular con el que se trabaja, se puede considerar que no se esta
respetando el protocolo si se mantiene la concentracion celular, puesto
que el volumen total resultante sera mucho mayor que en el caso de las
células bacterianas. Esta es la razon de que en este trabajo se optara por
realizar dos tipos de mediciones: una serie con suspensiones de
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concentracion estandar, y una serie con suspensiones de concentracion
adaptada para respetar el volumen celular estandar (véase el apartado de
Materiales y Métodos correspondiente).

CUALIDADES SUPERFICIALES, HIDROFOBICIDAD Y ADHESION
Materiales pétreos.

Los angulos de contacto medidos sobre las probetas pétreas
permitieron caracterizarlas en términos de energia libre superficial. Los
valores de la energia libre obtenidos para los diversos sustratos son
parecidos entre si, aunque las probetas de marmoles naturales dieron
valores mas bajos que las de marmoles artificiales. En el caso de las
mezclas mas refinadas, estos valores se acercan mas a los de las probetas
naturales que a los de las artificiales de la primera fase.

Los valores de las componentes positiva y negativa de y indican
que las muestras estudiadas tienen cierto caracter polar, y que existe una
contribucion acido-base a la energia superficial (Gonzalez-Caballero y
Garcia Lépez-Duran, 2000). El hecho de que y~ ofrezca valores mas altos
significa que la tendencia de los sustratos es, en una interaccion, a donar
electrones. Esto va a influir de forma determinante en el tipo de
microorganismos que tendran tendencia a adherirse. Speranza et al.
(2004) analizaron la adhesion de un bacteria Gram -, Escherichia coli,
sobre distintos sustratos, unos acidos y otros basicos, concluyendo que la
composicion quimica de los sustratos estudiados definia la carga
superficial, y con ello los fendmenos de adhesion.

Los mismos autores sefialan que en superficies poliméricas, las
fuerzas de van der Waals no tienen gran incidencia en los procesos de
adhesion. No obstante, entre los valores relativos de las distintas
componentes de y obtenidos aqui, el valor de la componente Lifshitz - van
der Waals es mas alto que el de las restantes. Esto hace pensar que la
energia superficial de estos materiales viene dada, principalmente, por
las interacciones entre las moléculas. El mayor valor en el caso de los
materiales artificiales se explica si se tiene en cuenta la naturaleza
organica de las resinas constituyentes, cuyas moléculas tienen largas
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cadenas hidrocarbonadas. Esto coincide con la tesis de Speranza et al.
(2004) de que la energia superficial depende en gran medida de la
composicion quimica del soélido considerado, pero se contradice con sus
resultados.

Otro factor que parece haber intervenido en los resultados
obtenidos es la rugosidad superficial, un factor exclusivamente fisico. En
una cierta medida de area de un sustrato rugoso, hay mas superficie que
en la misma medida de area de un sustrato pulido. Esto, logicamente,
favorece la colonizacion, al ofrecer un espacio mayor en la misma area
(Hazlett, 1993). Este factor, que para algunos autores es definitivo
(Tomaselli et al., 2000-b; Brugnara et al., 2003), segin otros tiene, sin
embargo, menos peso que el anterior: Miller-Steinhagen et al. (2000)
demuestran que sin variar la rugosidad de un sélido puede disminuir su
energia superficial, de la misma manera que disminuyendo la rugosidad,
la energia superficial puede mantenerse. En su trabajo concluyen que
tanto la energia superficial como la rugosidad tienen un efecto sobre la
resistencia a la colonizacion, pero demuestran que éste es mucho mas
significativo en el caso de la energia superficial. Otro trabajo en que se
trata la cuestion es el de Krumbein et al. (1993), donde se comprobo la
escasa colonizacion de sustratos de marmol gracias a lavados sucesivos
con agua de cal. Los investigadores llegaron a la conclusion de que la cal,
lejos de atraer a las microalgas (como cabria esperar, atendiendo a
razones puramente quimicas), hacia invulnerable al sustrato en la medida
en que habia tapado sus poros, convirtiendo su superficie en lisa y
uniforme. Eginton et al. (1995), en cambio, tras estudiar la adhesion de
varias bacterias a distintos sustratos, concluyen que la rugosidad no
influyd en los resultados obtenidos en todos los casos. Ese mismo estudio
les permitio observar que tampoco la hidrofobicidad, factor cuya
importancia se discutira mas adelante, tenia un papel determinante en la
adhesion de todas las bacterias, sino que solo en caso encontraron
relacion entre la hidrofobicidad del sustrato y la mayor tendencia a la
adhesion del microorganismo.

En el caso del presente estudio, la observacion de las probetas
empleadas a la lupa binocular reveld que su superficie, aunque estaba
finamente pulida, presentaba numerosos poros como consecuencia del
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proceso de polimerizacion de las resinas constituyentes. Las superficies
de los marmoles naturales, en cambio, se mostraron lisas y homogéneas,
lo que podria explicar que el proceso de colonizacion fuera mas lento
sobre ellos; de hecho, los valores de y obtenidos son menores en el caso
de estos materiales. Como se desprende de la expresion que relaciona el
valor de y con el de la energia libre total de sistema,

AGadh= 1Y Ms- Y ML= Y SL (ec. I)

cuanto mayor sea el valor de ys_ (y de interaccion entre el sustrato y el
liquido), menor sera el de AG,qh, si los otros dos factores se mantienen
estables. Como se expuso anteriormente (véase el apartado de Materiales
y Métodos de este capitulo), un valor negativo de este parametro implica
que la adhesion se ve favorecida. De todas maneras, Speranza et al.
(2004) insisten en la necesidad de disehar cuidadosamente las superficies
a analizar, puesto que el método analitico de medida de angulos de
contacto exige que las superficies sean ideales. Sin esa exigencia, los
resultados que se obtengan deben considerarse con reserva.

Por lo que se refiere a la hidrofobicidad, la figura 3.3.3 muestra
los valores comparados de los angulos de contacto del agua obtenidos
sobre los distintos sustratos pétreos. Se observa claramente que los
angulos sobre las rocas naturales son mucho menores que los medidos
sobre los sustratos artificiales, con diferencias de hasta 40°. Los valores
para los sustratos artificiales rondan los 70° en todos los casos. Esto
significa que todos estos materiales tienen una hidrofobicidad muy alta,
tanto en términos absolutos como en relacion con los valores de los
marmoles, lo cual se explica por su composicion quimica y su forma
molecular, donde grupos apolares ocupan los extremos de las largas
cadenas hidrocarbonadas (fig. 2.2.1). Hay que resaltar que su alta
hidrofobicidad coincide con el alto indice de colonizacion que sufrieron
las probetas correspondientes (fig. 2.2.5).

Por otra parte, la adicion de mayor proporcion de resinas a
micronizados provoca resultados contrarios para cada tipo de marmol. Las
mezclas elaboradas con micronizado de Carrara se muestran mas
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hidrofobas a medida que se anade resina, al contrario de lo que ocurre
con las de Macael, donde el valor de los angulos medidos desciende en
casi 20° en las probetas con mayor proporcion de resina de poliéster, y
presentan un descenso mas ligero en las de Gel-Coat. Esto indica que el
caracter hidrofobo de estos materiales no viene dado exclusivamente por
la presencia de resina, sino que también es significativa la proporcién de
cada componente en la mezcla.

ANGULOS DE CONTACTO CON AGUA: MATERIALES PETREOS

Ll

C M
Minicial @50% resina 080% resina ‘

100
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Probetas: CG CP

Fig. 3.3.3- Valor medio en grados de los angulos de contacto del agua sobre las distintas
superficies estudiadas. Acronimos de los sustratos: CG: marmol de Carrara con Gel-Coat,
CP: Carrara con resina de poliéster, MG: Macael con Gel-Coat, MP: Macael con poliéster,
C: marmol de Carrara, M: marmol de Macael.
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ANGULOS DE CONTACTO CON AGUA: MICROALGAS
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CULTIVOS EN FILTRO A FILTRO B

Fig. 3.3.4- Valor medio en grados de los angulos de contacto del agua sobre los varios
depositos algales, filtrados con filtro de fibra de vidrio (A) y de acetato de celulosa (B). La
numeracion de los cultivos corresponde a: 1) Symploca elegans, 2) Stichococcus bacillaris,
3) Chlorella sp, 4) Tetracystis sp, y 5) Planophila sp. El cultivo 1, sefalado con un
asterisco, no fue filtrado, como ya se indico anteriormente; por tanto los valores dados en
esta tabla corresponden a las mediciones efectuadas directamente sobre una pelicula
algal. Los tiempos de secado son: t0= 30 min. después del filtrado, t1= 60 min.

Microalgas.

Las propiedades superficiales de los organismos implicados
resultan otro factor a considerar. Como se viene diciendo, la bibliografia
disponible relativa a organismos fotoautdtrofos es muy escasa; al respecto
se puede citar el trabajo pionero de Fattom y Shilo (1984), y los del
equipo de Luisa Tomaselli (Lamenti et al., 2000; Tomaselli et al., 2000-
b), mas cercanos en el tiempo. No obstante, se han publicado infinidad de
trabajos que abordan el tema desde la optica de la industria, sobre todo
de la farmaceltica y de tecnologia de los alimentos, estudiando
especialmente las propiedades de algunas bacterias (algunos entre los
recientes, Eginton et al., 1995; Baldi et al., 1999; Bowen et al, 1999;
Ahimou et al., 2001; Boonaert et al., 2001; Hsu y Huang, 2002; van der
Mei et al., 2002; Krepsky et al., 2003; Speranza et al., 2004).
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Los valores de los angulos de contacto de agua medidos sobre los
depositos filtrados de microalgas estan reflejados de forma comparada en
la figura 3.3.4. Los angulos oscilan entre une media de 15° y 35°, es decir,
valores relativamente bajos, indicadores de una alta hidrofilia. Son
valores similares a los obtenidos por Ahimou et al. (2001) sobre capas de
la bacteria Bacillus subtilis, o los de Boonaert et al. (2001) sobre
Lactococcus lactis. Sin embargo, hay que ser cautos ante esta similitud,
ya que las condiciones de cultivo -tiempo de desarrollo, medio de cultivo,
condiciones del filtrado, secado, etc.- afectan enormemente a los
resultados de las medidas (Pembrey et al., 1999; Ahimou et al., 2001),
con lo que cualquier diferencia minima en la aplicacion del protocolo
podria significar que los datos obtenidos no son comparables. Parece mas
prudente, por tanto, tomar los datos ajenos como referencias, y limitar la
comparacion y la extraccion de conclusiones al caso concreto de este
estudio, contrastando entre si los datos propios.

Por otro lado, los valores obtenidos en la prueba de adhesion a
hidrocarburos son muy dispares entre si, e indican una hidrofobicidad
distinta de la que se desprende de la medida de angulos de contacto del
agua. Mientras que algunos de los cultivos aparecen como muy
hidrofilicos, otros lo hacen como muy hidrofobicos. Esto contradice los
valores del analisis por angulos de contacto, segln los cuales todas las
especies estudiadas serian hidrofilicas. Los resultados obtenidos parecen
corroborar la presuncion de que el método no esta disefiado para trabajar
con ciertos volumenes celulares, y por tanto el protocolo original ha de
ser adaptado especificamente al estudio de algas.

Si las microalgas implicadas en procesos de biodeterioro tuvieran
caracter hidrofébico, quedaria explicada en gran parte su tendencia a la
adhesioén a sustratos artificiales como los aqui estudiados. Este caracter,
sumado al mismo caracter de los sustratos artificiales propuestos, y
comparando éste con el de los marmoles naturales, mas hidrofilicos, seria
la razon de que estos microorganismos prefirieran adherirse y colonizar
los morteros artificiales, puesto que serian mas afines a ellos que a los
naturales o incluso que al agua en que se hallan suspendidas. Este
razonamiento se corresponde con los resultados experimentales obtenidos
en la prueba de biorreceptividad y susceptibilidad a la colonizacion
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realizada sobre todos los sustratos considerados, pero no coincide con los
resultados obtenidos en la prueba de medida de angulos de contacto ni
con todos los de la prueba de adhesion a hidrocarburos. Si, como indican
estos resultados, los microorganismos estudiados son hidrofilicos,
tenderian a permanecer en suspension en el agua o a adherirse a los
sustratos naturales, y no colonizarian los sustratos artificiales en primer
lugar.

Las conclusiones emitidas a este respecto en estudios similares de
otros autores difieren enormemente de las que podrian extraerse en este.
En su analisis mediante MATH de filamentos de la cianobacteria
Phormidium sp, Fattom vy Shilo (1984) encuentran que son muy
hidréfobos, y que este caracter esta presente a lo largo de todo el
filamento, no localizado en ninguna zona concreta. Estos autores
introducen una serie de modificaciones al protocolo de Rosenberg et al.
(1980), y concluyen, tras distintas pruebas, que la hidrofobicidad no la
estan dando las células que conforman los filamentos, sino la vaina
mucilaginosa que los envuelve. La pared celular de estas microalgas esta
compuesta, principalmente, de celulosa (Lee, 1989; Canter-Lund y Lund,
1995), de modo que cabria esperar un comportamiento hidrofilo de ellas.
La existencia de un entramado de sustancias poliméricas de excrecion
(EPS) recubriendo a las células podria explicar que se mostraran
hidréfobas. En nuestro estudio se trabajé con el género Symploca, uno de
los mas presentes en las fuentes analizadas, y de caracteristicas muy
similares a Phormidium. Como se explico, la especie cultivada no se
estudi6 mediante la prueba de MATH, pero si mediante angulos de
contacto, y los valores obtenidos apuntan claramente a una alta hidrofilia
de los filamentos. El cultivo analizado no fue tratado para eliminar las
EPS, ni siquiera fue lavado o filtrado, sino que las mediciones se
realizaron directamente sobre una natural pelicula de filamentos. Con
todo, los resultados son diametralmente opuestos a los obtenidos en el
trabajo de Fattom y Shilo.

Tomaselli et al. (2000-b) ponen de manifiesto que las células de
algas verdes que estudiaron presentaban, contrariamente a lo que podria
pensarse a priori, una muy alta hidrofobicidad. Sin embargo, los mismos
autores obtuvieron resultados opuestos en un trabajo con cianobacterias,
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lo que parece corresponderse con los resultados obtenidos aqui, y tan sélo
después de eliminar el envoltorio celular observaron comportamientos
ligeramente hidrofdbicos en ellas, justo al contrario que en el trabajo de
Fattom y Shilo antes mencionado.

Lamenti et al. (2000), del mismo grupo de trabajo, estudiaron la
hidrofobicidad de distintas cianobacterias y algas verdes mediante MATH,
aportando otras modificaciones, diferentes de las de Fattom y Shilo, al
protocolo original de Rosenberg et al. (1980). Sus resultados son, por
motivos distintos, sorprendentes. En su estudio analizaron un cultivo de
alga verde del género Chlorella, muy comin en monumentos pétreos
situados al aire libre, y presente también en las fuentes objeto de este
estudio; encuentran que es completamente hidrofilica, es decir, que en la
prueba de adhesion a hidrocarburos no hubo desplazamiento celular
alguno, todas las células permanecieron en la fase acuosa. Las especies
Chlorella sp, Tetracystis sp y Planophila sp son parecidas a la estudiada
por Lamenti et al., y en los tres casos hubo desplazamiento celular. Si
bien es cierto que en el cultivo de Chlorella sp tan solo un 2,5 % de las
células se desplazd, el porcentaje es mucho mayor para los cultivos de
Tetracystis sp (25,91%) y Planophila sp (66,67%). Estos datos se oponen a
los resultados del equipo de G. Lamenti. También en ese estudio los
investigadores analizaron un cultivo de Ulothrix sp, un alga verde
filamentosa muy similar a Stichococcus bacillaris. El tanto por ciento de
células desplazadas en ambos casos coincide casi exactamente: 11,1%
para Ulothrix sp en el trabajo de Lamenti y sus colaboradores, 11,56%
para la segunda medicion realizada sobre Stichococcus bacillaris en el
presente estudio. Si se tiene en cuenta que los protocolos seguidos
difieren en cada trabajo, cabe pensar que esto sea una mera
coincidencia.

Las divergencias y coincidencias entre los resultados que pueden
encontrarse en la bibliografia y los que se obtuvieron en este estudio
sugieren que los métodos actuales para el estudio de la hidrofobicidad en
microalgas deben ser revisados, redisefiados, y comprobados hasta que se
demuestre su eficiencia y la reproducibilidad de sus resultados, ya que
por ahora ninguno de ellos puede considerarse concluyente.
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Interacciones.

La grafica de la figura 3.3.5 representa, en valor absoluto, las
variaciones de energia libre que se dan en cada sistema sustrato-alga-
agua. Los valores, reportados en la tabla 3.2.6, se obtuvieron mediante la
medicion de angulos de contacto con agua sobre cada sustrato pétreo y
cada deposito algal, segun la relacion descrita en la ecuacion Ill.

La grafica es elocuente: para todas las microalgas cultivadas, AG
tiene un valor mayor (mas cercano a 0) en combinaciéon con los marmoles
naturales, y es mucho mas negativo en todas las demas combinaciones.
Esto se traduce en el fendmeno que se pudo observar en el experimento
de resistencia a la colonizacion de cada sustrato; los sustratos elaborados
con resinas sintéticas propician la adhesion de microalgas en mucha
mayor medida que los naturales.

VARIACIONES DE ENERGIA LIBRE
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Fig. 3.3.5- oG, en mJ/m?, para cada microalga estudiada en interaccién con cada sustrato pétreo
considerado. oG se representa en su valor absoluto (el valor real, en todos los casos, es negativo).
Los valores referentes a cada familia de sustratos pétreos se han agrupado por gamas de color.
Acronimos de los sustratos: CG: marmol de Carrara con Gel-Coat, CP: Carrara con resina de
poliéster, MG: Macael con Gel-Coat, MP: Macael con poliéster, C: marmol de Carrara, M: marmol de
Macael. Los porcentajes 50% y 80% indican la proporcion de resina que se afadio en la elaboracion
de las probetas de la segunda fase experimental. Numeracion de los cultivos a: 1) Symploca elegans,

2) Stichococcus bacillaris, 3) Chlorella sp, 4) Tetracystis sp, y 5) Planophila sp.

144



Entonces, los resultados de los distintos analisis chocan de nuevo.
La causa de este choque podria residir en una incorrecta puesta a punto
de los métodos de analisis. Como se dijo, tanto la prueba de MATH como
la medida de angulos de contacto son métodos que vienen empleandose
desde hace décadas para el estudio de capas bacterianas, pero solo
raramente se han aplicado a microalgas. Por tanto, cabe pensar que
deban realizarse algunas modificaciones en los protocolos (por ejemplo,
en el tiempo de secado en la medida de angulos de contacto, o la
concentracion celular en el MATH) para adaptarlos a estos
microorganismos. En el caso de la prueba de adhesiéon a hidrocarburos,
parece obvio que el método precisa de algunas modificaciones. Sin
embargo, en el caso de la medida de angulos de contacto, resulta
paraddjico que mientras los valores brutos de los angulos contradicen las
expectativas respecto al caracter hidrofobo de las algas, los mismos
valores, en relacion con los de los angulos medidos sobre los sustratos
pétreos, ofrecen una descripcion cuantitativa fiel de un fenomeno
observado experimentalmente, la colonizacion mas rapida de los sustratos
artificiales.

Como refleja la grafica 2.2.4 del segundo capitulo de este trabajo,
las probetas artificiales elaboradas a partir de marmol de Macael (MP y
MG), y la de Carrara y Gel-Coat (CG), fueron las que mas rapidamente
sufrieron la colonizacion algal. En la grafica 3.3.5 se observa que los
valores mas negativos de AG corresponden, para todos los cultivos
(aunque en distinta medida para cada uno de ellos), a las mezclas de
polvo de Macael con resina de poliéster (MP), seguidas de cerca por las
mezclas de Macael y Carrara con resina Gel-Coat y las mezclas de Carrara
con poliéster. Los valores relativos a los marmoles naturales quedan muy
alejados de todos ellos. Esto se ajusta, pues, a la evolucion del
experimento realizado en los semilleros de Generalife.

El dispositivo experimental que se disefid entonces no incluia
probetas de mezclas de composicion alterada a favor de la resina, por no
ser estas mezclas aptas para su uso en restauracion. Asi, sélo se estudio la
colonizacion en probetas elaboradas con una proporcion 6ptima de resina
/ marmol. Sin embargo, las mediciones de angulos de contacto se
realizaron también sobre probetas elaboradas con mezclas forzadas, con
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el fin de conocer la influencia de la resina en los fenomenos relacionados
con la colonizacion. A este respecto, los resultados obtenidos son muy
lamativos.

Como se observa en la grafica 3.3.5, la adicion de mas resina
produjo resultados opuestos con cada marmol. En su interaccion con las
microalgas estudiadas, las mezclas de marmol de Carrara con las dos
resinas sintéticas consideradas propiciarian la adhesion de forma mas
significativa a mayor proporcion de resina en la mezcla. Esto es mas
acusado en el caso de la combinacion con Gel-Coat, combinacién que
estaba entre las mas rapidamente colonizadas (fig. 2.2.4). Por el
contrario, la interaccion de las microalgas con las mezclas de polvo de
marmol de Macael y resina no se ven afectadas de la misma manera. La
adicion de resina a la mezcla original no provoca alteraciones importantes
en el caso del Gel-Coat, aunque los cambios siempre son de signo opuesto
a los que se daban con las mezclas de Carrara. El fenédmeno es mucho mas
notable en las mezclas con resina de poliéster, donde su mayor
proporcion conlleva una caida dramatica en el valor de AG. Segun esto,
las mezclas de micronizado de marmol de Macael y resinas sintéticas
serian menos atractivas para las microalgas si la proporcién de resina
fuera excesiva. Sin embargo, los valores de la energia superficial yse
acercaban mas a los de los sustratos naturales cuanto mayor era la
proporcion de resina en esas mezclas, al igual que en las mezclas
elaboradas con Carrara (tablas 3.2.2 y 3.2.4). Esto parece indicar que la
rugosidad superficial, que influyd de forma determinante en los valores
de vy, queda relegada a un segundo plano cuando se trata de interacciones
con microorganismos, teniendo protagonismo la composicion quimica del
sustrato. Speranza et al. (2004) estudiaron los fenomenos de adhesion de
bacterias a sustratos poliméricos, concluyendo que, efectivamente, la
composicion quimica del sustrato era definitiva.

Relacionando estos datos con los valores de los angulos medidos
con agua sobre las distintas probetas pétreas (fig. 3.3.3), resulta evidente
que la hidrofobicidad del sustrato influye de forma determinante en la
adhesion: las probetas elaboradas a partir de marmol de Carrara son mas
hidrofobas a medida que se incrementa la proporcion de resina en la
mezcla, especialmente en el caso de la resina de Gel-Coat. Por el
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contrario, la adicion de mas resina en las mezclas de Macael disminuye su
hidrofobicidad. Aunque el valor mas alto de AG fue el relativo a las
probetas de marmol de Macael y resina de poliéster en combinacién con
las algas del cultivo de Tetracystis sp (fig. 3.3.5), al aumentar la cantidad
de resina en la mezcla hasta el 50%, el valor de AG cae hasta igualar al de
las probetas iniciales de Carrara, mientras que en estas probetas el valor
asciende y casi alcanza al primero, de MP, cuando la proporcion de resina
(en este caso, Gel-Coat) es del 80%.

Puesto que las probetas artificiales con mayor porcentaje de
resina no fueron sometidas a la prueba de resistencia a la colonizacion de
microalgas, no se conoce qué influencia real tendria la hidrofobicidad
sobre el desarrollo de la colonizacion en cada caso, ya que podrian
intervenir otros factores en el proceso, como la rugosidad superficial. Hay
que recordar que las probetas empleadas en la segunda fase de este
trabajo estaban realizadas con micronizados de marmol mas finos que los
de las mezclas de la primera fase; sin duda, el tamano del grano influye
en los valores de los parametros que se analizaron. No obstante, aunque
no se puedan extraer conclusiones sobre la relevancia de la
hidrofobicidad en los fenomenos de adhesion, los datos experimentales
obtenidos en las distintas pruebas realizadas si permiten emitir la
hipotesis solida de que la hidrofobicidad del sustrato favorece su
colonizacion.
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CONCLUSIONES

1- En las fuentes estudiadas se identificaron algas verde-azuladas,
diatomeas y algas verdes como principales agentes de biodeterioro. Las
cianoficeas predominaban en la fuente de Bibatauin y en las de los Reales
Alcazares, mientras que en las fuentes de la Alhambra y el Generalife son
las cloroficeas las mas abundantes. En los tres casos, las diatomeas son
también muy numerosas.

2- Las especies presentes en las fuentes monumentales
consideradas pertenecen a distintos biotipos. En la Alhambra, el biotipo
mas representativo es el de agregados gelatinosos (Il), seguido de los
filamentos con vaina (VI). Este Ultimo biotipo (VI) fue el mas abundante
en las especies de las fuentes de Bibatauin y los Alcazares, donde ademas
se identificaron especies unicelulares que viven aisladas (1).

3- La formacion de costras carbonatadas supone la alteracion
biogénica mas significativa. Estas costras, de dificil eliminacién, pueden
constar de varias capas de materias mineral y organica, que se disponen
alternadamente. En su cara externa, este tipo de alteracion muestra una
superficie lisa que puede llegar a confundirse con el propio sustrato
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pétreo cuando su coloracion se asemeja. Debido a su génesis, los estratos
de estas costras van perdiendo definicion en sus capas mas internas, de
modo que la materia inorganica se entremezcla con los microorganismos.

4- Como alternativa a las intervenciones tradicionales de
conservacion y restauracion, se propuso el empleo de materiales pétreos
sintéticos, cuyas cualidades fisicas y quimicas, en comparacion con las de
los marmoles naturales, los hace idoneos para este fin, excepto en el caso
de los elaborados con resina epoxi.

5- En la prueba de colonizacion sobre distintos sustratos pétreos,
las algas pioneras fueron, en todos los casos, las diatomeas.
Posteriormente aparecieron, mayoritariamente, algas verdes, lo que dio
lugar a un inicio de mineralizacion.

6- La respuesta a la colonizacion algal por parte de los materiales
sintéticos fue, sin embargo, mas desfavorable que en el caso de los
marmoles, especialmente en los materiales compuestos de micronizado
de marmol de Macael, y en la mezcla de resina Gel-Coat con marmol de
Carrara.

7- Se realizo un estudio de superficie de los distintos materiales
estudiados mediante medida de angulos de contacto, que puso de
manifiesto que la energia libre superficial era mayor en los sustratos
artificiales, incluso cuando las mezclas estaban mas refinadas, que en los
naturales, lo que favorece la adhesion de microorganismos sobre los
primeros.

8- El estudio efectuado para conocer la interaccion entre los
distintos sustratos y cinco microalgas de especies representativas
demostro que la adhesion se ve favorecida en el caso de los materiales
sintéticos. Con todo, estos materiales mostraron comportamientos
distintos: los elaborados con micronizado de marmol de Carrara son mas
susceptibles de ser colonizados a mayor proporcion de resina en la
mezcla, lo contrario que en los elaborados con marmol de Macael.
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9- La prueba complementaria de hidrofobicidad de las microalgas
ofrece resultados cualitativos, que ponen de relieve el papel protagonista
de la hidrofobicidad en los fenomenos de adhesion. De las cuatro especies
analizadas en esta prueba, tres muestran un comportamiento
eminentemente hidrofilo, mientras que una presenta alta hidrofobicidad.

10- En este trabajo se pone de manifiesto el interés en profundizar
en las técnicas de analisis superficial de los sistemas implicados en
procesos de deterioro, que han de particularizarse para cada caso
concreto, conociendo a fondo sus limitaciones, presentes de ordinario en
las aproximaciones exigidas cuando se trata de sistemas vivos y, por
tanto, muy sensibles a los agentes externos. La aplicacion de estas
técnicas es indispensable para establecer las caracteristicas ideales de los
materiales a emplear en intervenciones de conservacion y restauracion.
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ANEXOS






ANEXO |

ESPECIES EN FUENTES: CATALOGACION

Géneros algales identificados en los distintos puntos de
muestreo: el complejo monumental de la Alhambra, la fuente de
Bibatauin, y los Reales Alcazares de Sevilla.

Leyenda:

N- N° de muestreo
M- N° de muestra
P- Proporcion de cada género en la muestra analizada:

1: del 1 al 10%
2: del 10 al 25%
3: del 25 al 50%
4: del 50 al 75%
5: del 75 al 100%

B- Biotipos:
|- unicelulares II- agregados gelatinosos
Ill- agrs. no gelatinosos IV- pseudoparénquimas

V- filamentos sin vaina VI- filamentos con vaina



Alhambra.

N|[M CLASE GENERO P| B OBSERVACIONES
Diatomeas Navicula 2 I )
Cloroficeas Chroococcus |2 | |l Estratos finos

111 Chlorosarcinopsis |3 Il P diferenciados.

. resencia de quistes
Chlorosarcina 2 ] naranjas.
Apatococcus + | 1
Diatomeas Nitzschia + I Idem
2 | Cloroficeas Planophila sp 1 Il ’
Cianoficeas Phormidium 1 | Vi
Cloroficeas Chlorosarcina |4 | Il | Materia mineral en estratos
Chlorella + | VI | finos, casi fundidos entre
3 Coccomyxa 1 Vi si.
Cianoficeas Calothrix 2 Presencia de quistes
Phormidium + naranjas.
Diatomeas Nitzschia + I
4 Navicula 1 | | Estratos bien diferenciados.
Cloroficeas Chlorosarcina |3 Il Quistes naranjas.
Cianoficeas Calothrix + | VI
Diatomeas Cymbella + I
Amphora + I
Cloroficeas Tetracystis 4 Il
5 Apatococcus 1 lll | Estratos bien diferenciados.
Chlorella + 1
Cianoficeas Phormidium 3 | VI
Symploca + | VI
Diatomeas Navicula + | | Estratos bien diferenciados.
6 | Cloroficeas Chlorosarcina |2 Il Quistes naranjas.
Coccomyxa 2 | Costra compacta.
7 | Cianoficeas Phormidium 3 (VI Costra compacta.
8 Cloroficeas C’;llz;()os;f:,.c['ga ? :: Estratos'bien difergnciados.
Chlorella 1 | Quistes naranjas.
Cloroficeas Chlorosarcina 2 Il
9 | Cianoficeas Phormidium 3 | VI |Estratos bien diferenciados.
Calothrix 1 \'
Cloroficeas Tetracystis 3 Il
10 | Cianoficeas Phormidium 1 | VI Idem.
Symploca + | VI
Cloroficeas Chlorosar.cma 3 I Estratos bien diferenciados.
11 Planophila 1 I Quistes naranjas
Cianoficeas Phormidium 2 | VI )
12 | Cloroficeas Chlorosarcina 5 ] Idem.
2 1 Cloroficeas Chlorosarcina 3 1] Materia mineral sin
estratos.
2 | Cloroficeas Chlorosarcina 5 Il | Estratos bien diferenciados.




Cloroficeas Chlorosarcina + ] Materia mineral sin

3 | Cianoficeas Phormidium 1 \" estratos.

Symploca 1 VI Quistes naranjas.
Diatomeas Navicula 1 | . .

4 | Cloroficeas Chlorosarcina 3 ] Prese:;z:ga fu‘SteS
Cianoficeas Phormidium + | VI jas.
Diatomeas Navicula + |
Cloroficeas Chlorosarcinopsis |1 Il

5 Chlorosarcina? |3 Il | Estratos bien diferenciados.
Cianoficeas Scenedesmus? |1 1]

Phormidium 2 | Vi

6 Cloroficeas Chlorosarcina 4 Il | Estratos bien diferenciados.
Cianoficeas Phormidium 1 | VI Quistes naranjas.

7 Diatomeas Nitzschia 2 |
Cloroficeas Chlorosarcina |4 Il
Cloroficeas Chlorosarcina 3 Il | Estratos bien diferenciados.

8 Apatococcus + | 1 Cianoficeas en cara
Cianoficeas Phormidium 4 | VI interna: color marron.

Symploca 1 VI Quistes naranjas.
Cloroficeas Chlorosarcina 1 Il | Estratos bien diferenciados.
9 | Cianoficeas Phormidium |4 | VI Presencia de quistes
naranjas.
Cloroficeas Chlorosarcina + Il | Estratos bien diferenciados.
10| Cianoficeas Phormidium |2 | VI Quistes naranjas. Poca
mat. org.
11 Cloroficeas Chlorosarcina 3 Il | Estratos bien diferenciados.
Quistes naranjas.
Diatomeas Nitzschia 1 |
12 Cloroficeas Chlorosarcina + ] Sin estratos. Muy poca
Chlorella + | 1 materia organica.
Cianoficeas Phormidium + | VI




Bibatauin.

N| M | CLASE GENERO P B OBSERVACIONES
1 Cloroficeas Ulothrix + |V
Stichococcus + \"
Cianoficeas Chlorog‘lo.ea . 4 Il Material mineral sin
2 Ch;%?f%?&?znoﬁﬂs % \IIII estratos. Color pardo.
Cloroficeas Cosmarium 1 [ ]
3 Cianoficeas Chlorogloea T Eqstulas marrones-.
Chroococcidiopsis |1 | |l rimeras etapas de
Phormidium 3 VI carbonatacion.
4 | Cloroficeas Cosmarium 4 [
- | Cianoficeas Phormidium 1 1 VI
10
Diatomeas Achnantes + I
: Navicula : ! Estratos minerales
11 | Cloroficeas Ch&?;%iiius 1 U diferenciados
Cianoficeas Chamaesiphon |3 | IV
Cloroficeas Cosmarium + [ L .
12 Ulothrix + v Material mineral sin
Cianoficeas Chamaesiphon |3 v estratos
Cianoficeas Chlorogloea 2 Il
13 Chamaesiphon |3 | IV Estratos diferenciados
Phormidium 1 | VI
Cloroficeas Stichococcus + \"
14 | Cianoficeas Phormidium 4 | VI
Symploca 1| VI
15 Cianoficeas Phormidium 3 | VI Material mineral sin
Symploca 2 | VI estratos
16 Cloroficeas Chroococcus 1 Il Material mineral sin
Planophila 1 Il estratos
Diatomeas Navicula 1 I
Nitzschia 1 | .
17 | Cloroficeas Cosmarium + [ P”megas etapas de
Cianoficeas Chamaesiphon + v carbonatacion
Phormidium |3 | VI
Cloroficeas Cosmarium 2 [
18 | Cianoficeas Chamaesiphon |1 | IV
Phormidium 2 |V
Cianoficeas Chlorogloea 2 |1
19 g;s;’r’slc;z ’j?, ; D/I Estratos bien diferenciados
Symploca 2 | VI




Diatomeas Tabellaria + I
20 Cianoficeas Chlorogloea 11
Phormidium 2 |V
Symploca 2 | Vi
Diatomeas Navicula + I
21 Cianoficeas | Chroococcidiopsis |1 Il Plstulas ligeramente
Phormidium 3 |V carbonatadas
Microcoleus 1 | Vi
Cloroficeas Cosmarium + [
22 | Cianoficeas Gloeocapsa 311
Phormidium 1| VI
Cloroficeas | Chroococcidiopsis |1 I
23| Cianoficeas Phormidium |2 | VI
24 | Cianoficeas Phormidium 3 (VI
Diatomeas Navicula 1 I
Cianoficeas | Chroococcidiopsis |2 I
25
Pleurocapsa 11 IV
Phormidium 3 |V




Reales Alcazares.

N | M | CLASE GENERO P B OBSERVACIONES
Diatomeas Epitemia 2 I
Nitzschia + [
1 1 Cloroficeas Chroococcus 1 Il Sin estratos
Chlorella 1 ]
Cianoficeas Calothrix 3 | VI
Phormidium 2 | VI
Cianoficeas Calothrix 4 | VI | Materia mineral en estratos
2 Phormidium 1 VI muy finos, casi fundidos
entre si.
Diatomeas Epitemia + I
Cloroficeas Chlorosarcina 2 ]
3 Planophila 1 Il Presencia de quistes
Tetracystis 3 Il naranjas.
Cianoficeas Phormidium 1| VI
Calothrix + | VI
Diatomeas Epitemia 2 I o .
. . Mucha materia mineral, sin
4 NltSZChlG * I formar costras ni estratos
Cianoficeas Phormidium + | VI
Diatomeas Navicula 1 I
5 Nitzschia + I
Cianoficeas Phormidium + | VI
Diatomeas Epitemia 3 I
Nitzschia 4 I
6 | Cloroficeas Ulothrix 1 \% Sin estratos
Stichococcus + \"
Cianoficeas Phormidium 1 | Vi
Diatomeas Nitzschia + I
1 Cloroficeas Chlorella? 2 Il | Materia mineral sin formar
2 Cianoficeas Calothrix 3 (Vi costra ni estratos.
Symploca 1 Vi
Cloroficeas Chlorosarcina 2 ]
Planophila 1 Il
2 | Cianoficeas Calothrix 3 | VI Quistes naranjas.
Phormidium 2 | VI
Symploca 1 Vi
3 Cloroficeas Tetracystis 1 1] Muestra seca. Muy poca
mat.org.
4 Cloroficeas Chlorosarcina |3 Il Muestra seca.
Tetracystis 2 Il Quistes naranjas.
Cloroficeas Chlorosarcina 1 Il Muestra seca. Muy poca
5 Chroococcus 2 1l mat.org.
1

Planophila

Estratos bien diferenciados.




Diatomeas Nitzschia + I
Epitemia + I
6 | Cloroficeas Chlorosarcina 3 Il
Chlorella? 2 ]
Cianoficeas Calothrix 4 | VI
Diatomeas Synedra + I
Nitzschia + | L .
7 | Cloroficeas Chlorosarcina 2 ] Mater;ztggzral sin
Cianoficeas Calothrix 4 | VI )
Phormidium 3 | VI
Cloroficeas Chlorosarcina + 1 Muestra seca.
8 | Cianoficeas Calothrix 2 | VI | Estratos muy finos. Costra
Symploca 3 |V fragil.
Cloroficeas Chlorosarcina 1 1 N .
9 | Cianoficeas Calothrix 2 | VI Mater;ztgltr:)esral sin
Phormidium + | VI )
Cloroficeas Chlorosarcina 1 ]
10 | Cianoficeas Calothrix 4 | VI
Phormidium 3 | VI
Diatomeas Nitzschia 1 |
Navicula + I Materia mineral sin
11 | Cloroficeas Tetracystis 1 Il estratos.
Cianoficeas Calothrix 3 (VI Quistes naranjas.
Phormidium 4 | VI
12 | Cianoficeas Calothrix 5 | VI Idem.
Cloroficeas Chroococcus? 3 1 N .
13 | Cianoficeas Calothrix 4 | VI Mater;;atgltr;esral sin
Phormidium 1 Vi )
Diatomeas Nitzschia 1 I
14 Cloroficeas Tetracystis? + Il Idemn
Cianoficeas Calothrix 3 | VI ’
Phormidium 2 | Vi
Diatomeas Nitzschia + I
Navicula + I
Cymbella + I
Cloroficeas Chlorosarcina 2 Il -
15 Costra fragil.
Apatococcus? 1 Il
Chlorella + 1l
Cianoficeas Calothrix 2 | VI
Phormidium 1 \
Diatomeas Epitemia 2 I Materia mineral sin
Cloroficeas Chlorosarcina |2 | |l _ estratos.
16 | Cianoficeas Calothrix 2 | VI Quistes naranjas.
Phormidium 2 | VI
Symploca 2 | VI
Cloroficeas Chlorosarcina 1 Il Materia mineral en estratos
17 Stichococcus + \" muy finos. Quistes
Cianoficeas Calothrix 4 | VI naranajas.




Diatomeas Navicula + I
Cymbella + I .
18 Cianoficeas Calothrix + | VI Sin estratos.
Phormidium + | VI
Diatomeas Epitemia 1 I
Nitzschia 2 I
Melosira + v
19 Synedra + | Quistes naranjas.
Cloroficeas Chlorosarcina 2 1
Cianoficeas Calothrix + | VI
Phormidium 3 |V




ANEXO Il

COLORIMETRIA

Datos obtenidos en el analisis colorimétrico para las distintas
muestras estudiadas.

Patrén Photo-Research

Colorimetric-Data

1.736e+002 1.841e+002 1.566e+002 (X,Y,Z) 0.3375 0.3580 0.3045 (x,y,z)
0.2039 0.3244 (u,v)

0.2039 0.4866 (u,v)

AO3ex1 Photo-Research

Colorimetric-Data

6.679e+001 7.233e+001 4.999e+001 (X,Y,Z) 0.3532 0.3825 0.2644 (x,y,z)
0.2052 0.3334 (u,v)

0.2052 0.5001 (u',v)

A03in1 Photo-Research

Colorimetric-Data

2.916e+001 3.174e+001 1.753e+001 (X,Y,Z) 0.3718 0.4046 0.2236 (X,Y,Z)
0.2091 0.3414 (u,v)

A08001 Photo-Research

Colorimetric-Data

4.684e+001 4.991e+001 3.047e+001 (X,Y,Z) 0.3682 0.3923 0.2395 (x,y,z)
0.2113 0.3376 (u,v)

0.2113 0.5065 (u,Vv)

0.2091 0.5121 (u,Vv)



A08002 Photo-Research
Colorimetric-Data

2.113e+001 2.272e+001 1.216e+001
0.2122 0.3422 (u,v)

B09ex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

9.001e+001 9.578e+001 6.358e+001
0.2096 0.3346 (u,v)

0.2096 0.5019 (u,v)

B09in1 Photo-Research

PR-704

Colorimetric-Data

3.854e+001 4.024e+001 2.227e+001
0.2175 0.3406 (u,v)

0.2175 0.5108 (u',v)

B09in2 Photo-Research
Colorimetric-Data

3.603e+001 3.553e+001 1.737e+001
0.2320 0.3432 (u,v)

0.2320 0.5149 (u,v)

B10ex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

9.834e+001 1.025e+002 6.404e+001
0.2153 0.3364 (u,v)

0.2153 0.5046 (u,v)

0.2122 0.5132 (u,Vv)

B10in1 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.102e+002 1.136e+002 5.651e+001
0.2221 0.3436 (u,v)

0.2221 0.5154 (u,v)

B10in2 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.098e+002 1.139e+002 7.031e+001
0.2164 0.3368 (u,v)

0.2164 0.5052 (u,v)

B13ex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.254e+002 1.307e+002 8.113e+001
0.2153 0.3367 (u,v)

0.2153 0.5050 (u',Vv)

(X,Y,Z) 0.3773 0.4056

(X,Y,Z) 0.3609 0.3841

(X,Y,Z) 0.3814 0.3982

(X,Y,Z) 0.4051 0.3996

(X,Y,Z) 0.3713 0.3869

(X,Y,Z) 0.3930 0.4053

(X,Y,Z) 0.3734 0.3874

(X,Y,Z) 0.3719 0.3876

0.2171

0.2550

0.2204

0.1953

0.2418

0.2016

0.2391

0.2405

(x,¥,2)

(X)y)Z)

(x,¥,2)

(X7y’z)

(%,¥,2)

(X7y’z)

(x,¥,2)

(x,¥,2)



B13in1 Photo-Research
Colorimetric-Data

6.459e+001 6.720e+001 3.724e+001
0.2181 0.3405 (u,v)

0.2181 0.5107 (u,v)

B15Aex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

5.623e+001 5.741e+001 3.444e+001
0.2204 0.3375 (u,v)

0.2204 0.5062 (u,Vv)

B15Aex2 Photo-Research
Colorimetric-Data

5.415e+001 5.429e+001 2.695e+001
0.2282 0.3431 (u,v)

0.2282 0.5147 (u,v)

B15Ain1 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.496e+002 1.568e+002 1.250e+002
0.2080 0.3270 (u,v)

0.2080 0.4906 (u',v')

B15Ain2 Photo-Research
Colorimetric-Data

6.278e+001 5.998e+001 1.669e+001
0.2480 0.3554 (u,v)

0.2480 0.5331 (u,Vv)

B15Ain3 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.577e+002 1.604e+002 9.459e+001
0.2216 0.3380 (u,v)

0.2216 0.5070 (u',v)

B15Bex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

5.599e+001 5.743e+001 3.307e+001
0.2203 0.3389 (u,v)

0.2203 0.5084 (u',v)

B15Bin1 Photo-Research
Colorimetric-Data

6.264e+001 6.234e+001 2.440e+001
0.2340 0.3493 (u,v)

0.2340 0.5239 (u,v)

(X,Y,Z) 0.3821

0.3976

0.2203

(X,Y,Z) 0.3797 0.3877 0.2326

(X,Y,Z) 0.4000

(X,Y,Z) 0.3467

(X,Y,Z) 0.4502

(X,Y,Z) 0.3822

(X,Y,Z) 0.3822

(X,Y,Z) 0.4193

0.4010

0.3635

0.4301

0.3886

0.3920

0.4173

0.1991

0.2898

0.1197

0.2292

0.2258

0.1633

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(X7y’z)

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(X7y’z)

(x,¥,2)



B15Bin2 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.302e+002 1.321e+002 8.198e+001
0.2209 0.3362 (u,v)

0.2209 0.5043 (u,v)

B15Bin3 Photo-Research
Colorimetric-Data

8.824e+001 9.267e+001 7.046e+001
0.2089 0.3291 (u,v)

0.2089 0.4936 (u,v)

B15Bin4 Photo-Research
Colorimetric-Data

8.369e+001 8.466e+001 3.709e+001
0.2285 0.3468 (u,v)

0.2285 0.5201 (u,Vv)

B17001 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.051e+002 1.092e+002 7.169e+001
0.2147 0.3346 (u,v)

0.2147 0.5019 (u,v)

B17002 Photo-Research
Colorimetric-Data

8.122e+001 7.772e+001 3.234e+001
0.2417 0.3470 (u,v)

0.2417 0.5204 (u,v)

B20ex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

6.213e+001 6.539e+001 4.619e+001
0.2104 0.3321 (u,v)

0.2104 0.4981 (u,v)

B20in1 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.770e+001 2.048e+001 8.611e+000
0.2019 0.3504 (u,v)

0.2019 0.5255 (u,v)

B20in2 Photo-Research
Colorimetric-Data

5.999e+001 6.228e+001 3.561e+001
0.2179 0.3394 (u,v)

0.2179 0.5091 (u,v)

(X,Y,Z) 0.3781

(X,Y,Z) 0.3510

(X,Y,Z) 0.4073

(X,Y,Z) 0.3675

(X,Y,Z) 0.4246

(X,Y,Z) 0.3577

(X,Y,Z) 0.3783

(X,Y,Z) 0.3800

0.3837

0.3687

0.4121

0.3818

0.4063

0.3764

0.4377

0.3945

0.2381

0.2803

0.1806

0.2507

0.1691

0.2659

0.1840

0.2256

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(X’y)Z)

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(X7y’z)

(x,¥,2)



C05ex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

5.308e+001 5.228e+001 2.779e+001
0.2307 0.3407 (u,v)

0.2307 0.5111 (u,v)

C05ex2 Photo-Research
Colorimetric-Data

8.048e+001 8.310e+001 5.267e+001
0.2168 0.3358 (u,v)

0.2168 0.5036 (u,v)

C05ex3 Photo-Research
Colorimetric-Data

4.960e+001 5.343e+001 3.654e+001
0.2065 0.3337 (u,v)

0.2065 0.5006 (u',v')

C05in1 Photo-Research
Colorimetric-Data

1.563e+002 1.638e+002 1.123e+002
0.2119 0.3332 (u,v)

0.2119 0.4997 (u,v)

C05in2 Photo-Research
Colorimetric-Data

9.097e+001 1.013e+002 6.584e+001
0.2012 0.3362 (u,v)

0.2012 0.5043 (u,v)

C13001 Photo-Research
Colorimetric-Data

6.910e+001 7.811e+001 5.375e+001
0.1971 0.3343 (u,v)

0.1971 0.5014 (u,v)

C13002 Photo-Research
Colorimetric-Data

4.779e+001 5.285e+001 3.253e+001
0.2038 0.3380 (u,v)

0.2038 0.5070 (u',v)

DCex1 Photo-Research
Colorimetric-Data

6.374e+001 6.689e+001 4.219e+001
0.2136 0.3362 (u,v)

0.2136 0.5043 (u,v)

(X,Y,Z) 0.3987

(X,Y,Z) 0.3722

(X,Y,Z) 0.3554

(X,Y,Z) 0.3614

(X,Y,Z) 0.3524

(X,Y,Z) 0.3438

(X,Y,Z) 0.3588

(X,Y,Z) 0.3688

0.3926

0.3843

0.3828

0.3789

0.3925

0.3887

0.3969

0.3871

0.2087

0.2436

0.2618

0.2597

0.2551

0.2675

0.2443

0.2441

(%,Y,2)

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(X7y’z)

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(x,y,2)

(x,¥,2)



Dlex1 Photo-Research
Colorimetric-Data
1.435e+002 1.506e+002
0.2105 0.3314 (u,v)
0.2105 0.4971 (u,v)

Dlex2 Photo-Research
Colorimetric-Data
1.238e+002 1.242e+002
0.2243 0.3377 (u,v)
0.2243 0.5065 (u,v)

Dlex3 Photo-Research
Colorimetric-Data
8.556e+001 9.201e+001
0.2110 0.3403 (u,v)
0.2110 0.5105 (u,Vv)

Dlin1 Photo-Research
Colorimetric-Data
8.740e+001 9.041e+001
0.2187 0.3393 (u,v)
0.2187 0.5090 (u',v)

Dlin2 Photo-Research
Colorimetric-Data
3.226e+001 3.596e+001
0.2074 0.3468 (u,v)
0.2074 0.5202 (u,v)

DJex1 Photo-Research
Colorimetric-Data
7.576e+001 7.822e+001
0.2187 0.3387 (u,v)
0.2187 0.5080 (u',v)

1.081e+002

7.336e+001

5.218e+001

5.166e+001

1.681e+001

4.557e+001

(X,Y,Z) 0.3568 0.3745 0.2687

(X,Y,Z) 0.3852 0.3866 0.2282

(X,Y,Z) 0.3724 0.4005 0.2271

(X,Y,Z) 0.3809 0.3940 0.2251

(X,Y,Z) 0.3794 0.4229 0.1977

(X,Y,Z) 0.3797 0.3920 0.2284

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(x,¥,2)

(X7y’z)

(x,¥,2)

(x,¥,2)



ANEXO Il
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ANEXO IV

COLONIZACION DE LAS PROBETAS

Géneros identificados en las probetas de los distintos materiales
pétreos estudiados, en cada uno de los 4 muestreos que, en intervalos de 1
mes, se efectuaron. Las probetas de un mismo material estaban dispuestas
en 3 grupos de 4.

Leyenda:

Sustratos- C: marmol de Carrara
CE: marmol de Cararra con resina epoxi
CP: Carrara con resina de poliéster
CG: Carrara con Gel-Coat
M: marmol de Macael
ME: Macael con epoxi
MP: Macael con poliéster
MG: Macael con Gel-Coat
E: probetas de resina epoxi
P: resina de poliéster
G: resina Gel-Coat.

Col- % de Area colonizada.
P- Proporcion de cada género en la muestra analizada:

1: del 1 al 10%
2: del 10 al 25%
3: del 25 al 50%
4: del 50 al 75%
5: del 75 al 100%



C | Grupo a P Grupo b P Grupo ¢ P
Col: 0% Col.:1% Col.:1%
- Diatomeas: Diatomeas:
1 Gomphonema + | Gomphonema +
Niztschia +
Otras +
Col.:1% Col.:1% Col.:1%
2 Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema 1 | Gomphonema 1 | Gomphonema +
Nizstchia +
Col.: 5% Col.:5% Col.: 5%
Diatomeas: Diatomeas varias + | Diatomeas varias +
3 Gomphonema 3 | Algas verdes 1 | Algas verdes 1
Nitzschia 2
Otras 1
Algas verdes 1
Col.: 5% Col.:100% Col.:60%
Diatomeas varias Algas verdes: Diatomeas:
Algas verdes: 5 | Ulothrix 4 | Cymbella 2
4 | Gongrosira Cianobacterias 2 | Nizstchias 2
1 Algas verdes:
Ulothrix 4
Oedogonium 2
CE | Grupo a P | Grupo b P | Grupo c P
Col.: 0% - | Col.:1% Col.:0% -
1 |- Diatomeas: -
Gomphonema +
Col.:50% Col.: 40% Col.:5%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema 4 | Gomphonema 5 | Gomphonema 5
2 | Nizstchia 3 | Nizstchia 2 | Nizstchia 2
Navicula + | Navicula + | Achnantes 1
Algas verdes 1 | Navicula +
Cymbella +
Col.:100% Col.:100% Col.: 100%
Diatomeas: Diatomeas varias: Diatomeas:
Nizstchia 3 | Algas verdes 3 | Gomphonema 4
3 Gomphonema 2 2
Otras 1
Chlamydomona 2
(a.parda) 1
Algas verdes
Col.:100% Col.:60% Col.:100%
Diatomeas varias 5 | Diatomeas varias 2 | Diatomeas:
Algas verdes: Algas verdes: Gomphonemas 4
4 | Chlorosarcinopsis |1 | Gongrosira 5 | Apatococcus 2
Gongrosira 1 Algas verdes:
Ulothrix 4
Oedogonium 1




CP | Grupo a P | Grupo b P | Grupo c P
Col.: 1% Col.:1% Col.:1%

Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:

1 | Gomphonema + | Gomphonema + | Gomphonema +
Navicula + | Nizstchia + | Nizstchia +

Navicula +
Col.: 5% Col.:5% Diatomeas: Col.: 5%
Diatomeas: Gomphonema Diatomeas:
Gomphonema 5 | Nitzschia 5 | Gomphonema 4

2 | Cymbella 1 | Fragillaria 2 | Nitszchia 2
Achnante + | Navicula 1 | Fragillaria +

+ | Cymbella +
Navicula +
Col.: 70% Col.: 100% Col.: 1%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:

3 Navicula 4 | Gomphonema 5 | Gomphonema 3
Otras 1 | Otras 1 | Otras +
Algas verdes: Algas verdes +
Apatococcus 3
Col.:100% Col.:100% Col.: 60% Diatomeas
Diatomeas: Diatomeas: varias 4
Gomphonema 4 | Nitszchia 2 | Algas verdes:

4 | Otras 1 | Otras 1 | Ulothrix 4
Algas verdes: Algas verdes: Tetracystis 1
Ulothrix 3 | Ulothrix 4 | Cianobacterias +
Oedogonium 3 | Apatococcus 2

CG | Grupo a P | Grupo b P | Grupo c P

1 | Col.: 0% Col.: 0% Col.: 0%

Col.: 100% Col.:10% Col.: 100%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:

2 Gomphonema 2 | Navicula 3 | Gomphonema 4
Nitzschia 1 | Gomphonema 2 | Navicula 2
Otras + | Nitzschia 1 | Nitzschia 1

Chlamidomona + | Cymbella +
Col.: 100% Col.:50% Col.:100%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Nitzschia 2 | Gomphonema 3 | Nitzschia 2

3 Otras 1 | Navicula 3 | Otras 1
Algas verdes: Cianobacterias + | Algas verdes:

Oedogonium 3 Ulothrix 3
Oedogonium 2
Gongrosira 1

Col.:100 Col.:80% Col.:100%

Diatomeas varias 3 | Diatomeas varias 3 | Diatomeas varias 2

Algas verdes: Algas verdes: Algas verdes:

4 | Ulothrix Ulothrix 3 | Ulothrix 3
Chlorosarcinopsis 2 | Gongrosira 3 | Oedogonium 3

2 | Oedogonium 1 | Gongrosira 2
Apatococcus +




M | Grupo a P | Grupo b P | Grupo c P

Col.: 1% Col.: 1% Col.:1%

Diatomeas: Diatomeas : Diatomeas:

Gomphonema + | Nitzschia + | Gomphonema +
Nitzschia + Nitzschia +
Col.: 5% Col.: 1% Col.: 1%

Diatomeas: Diatomeas varias + | Diatomeas:

2 Navicula 1 Gomphonema 2
Gomphonema 1 Nitzschia +
Achnante 1
Cymbella +
Col.: 5% Col.: 1% Col.: 10%

Diatomeas: Diatomeas varias 1 | Diatomeas:
Gomphonema 3 | Algas verdes: Gomphonema 3

3 Otras Diatomeas 1 | Apatococcus 2 | Chlamidomonas 2
Algas verdes: Otras Diatomeas 1
Ulothrix 2 Algas verdes:

Ulothrix 2
Apatococcus 1
Col.: 100% Col.: 100% Col.: 100%
Diatomeas varias 2 | Diatomeas varias Diatomeas:
Algas verdes: Algas verdes: 2 | Gomphonema 4
Ulothrix 4 | Oedogonium Cymbella 2
4 | Otras 1 | Ulothrix 3 | Otras Diatomeas 1
Apatococcus 2 | Algas verdes:
Cladophora 2 | Apatococcus 3
1 | Ulothrix 1
Cianobacterias +

M | Grupo a P | Grupo b P | Grupo c P

E
Col.: 1% Col.:0% Col.:1%

Diatomeas varias + |- Diatomeas:
1 . :
Nitzschia +
Navicula +
Col.: 100% Col.:80% Col.:25%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:

2 Gomphonema 5 | Gomphonema 5 | Gomphonema 5
Nitzschia 3 | Nitzschia 3 | Nitzschia 3
Fragillaria 1 | Cymbella 1 | Cymbella 1

Chlamidomona +
Col.: 100% Col.:100% Col.:100%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema 3 | Navicula 3 | Chlamydomonas 2
Navicula 3 | Otras 1 | Otras 1

3 | Nitzschia 2 | Algas verdes: Algas verdes:

Fragillaria 1 | Apatococcus 3 | Ulothrix 3
Algas verdes: Otras 1 | Cladophora 1
Ulothrix 1 Oedogonium 1
Cladophora 2

Col.:100% Diatomeas: Col.: 100% Col.:100% Diatomeas:
Nitzschia Diatomeas: Gomphonema 3

4 Cymbella 1 | Gomphonema 1 | Otras 1
Algas verdes: 1 | Algas verdes: Algas verdes:

Ulothrix Ulothrix 5 | Apatococcus 4
5 | Chlorococcum 2 | Gongrosira 2




M | Grupo a Grupo b P | Grupo c P
2]
Col.:1% Col.:1% Col: 0%
1 Diatomeas: Diatomeas: -
Gomphonema Gomphonema +
Nitzschia Nitzschia +
Col.: 70% Col.: 5% Col.: 100%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema Gomphonema 2 | Gomphonema 3
2 | Nitzschia Navicula + | Navicula 2
Navicula Nitzschia 1
Achnante 1
Fragillaria +
Col.:40% Col.:100% Col.:100%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema Gomphonema 4 | Gomphonema 4
Otras Navicula 3 | Otras 1
3 | Algas verdes: Otras 1 | Algas verdes:
Oedogonium Algas verdes: Ulothrix 2
Gongrosira 2 | Oedogonium 2
Ulothrix 2
Oedogonium 2
Col.:100% Col.: 100 % Col.:100%
Diatomeas varias Diatomeas varias: Diatomeas:
Algas verdes: Algas verdes: 2 | Gomphonema 2
4 | Ulothrix Ulothrix Otras 1
Apatococcus 3 | Algas verdes:
Gongrosira 3 | Ulothrix 4
1 | Apatococcus 3
M | Grupo a p Grupo b P | Grupo c P
G
Col.: 1% Col.:1% Col.:1%
1 | Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema + | Gomphonema + | Navicula +
Col.:70% Col.: 25% Col.:100% Diatomeas:
Diatomeas: Diatomeas: Gomphonema
2 | Gomphonema 4 | Gomphonema 5 | Nitzschia 4
Nitzschia 3 | Nitzschia 2 | Achnante 1
Navicula 2 | Navicula 1 +
Col.:80% Col.: 100% Col.:100%
Diatomeas: Diatomeas varias: 4 | Diatomeas:
Gomphonema 3 | Algas verdes: Gomphonema 4
Nitzschia 2 | Ulothrix 3 | Otras 1
3 Chlamydomonas 1 | Cladophora 2
Otras 1 | Chlorosarcinopsis 1
Algas verdes:
Ulothrix 3
Cladophora 2
Chlorosarcinopsis 1
Col.:90% Col.: 100% Col.:100%
Diatomeas: Diatomeas varias: Diatomeas varias:
Gomphonema 3 | Algas verdes: 1 | Algas verdes: 3
4 Otras 1 | Apatococcus Gongrosira
Algas verdes: Gongrosira 3 | Apatococcus 4
Ulothrix 5 | Ulothrix 2 | Ulothrix 2
Chlorococcum 2 1 1
Chaetophorales 1




Epoxi P | Poliester P | Gel-Coat P
Col.:1% Col.: 2% Col.:1%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema + | Gomphonema + | Gomphonema +
Navicula + | Nitzschia +
Navicula +
Col.:1% Col.: 1% Col.: 25%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas:
Gomphonema 1 | Cymbella + | Gomphonema 4
Achnantes + | Gomphonema + | Navicula 1
Nitzschia + | Fragillaria + | Gongrosyra 1
Fragillaria + | Nitzschia + | Nitzschia +
A.verdes: Achnante +
Chlamydomona +
Col.:100% Col.:20% Col.: 100%
Diatomeas varias 4 | Diatomeas: Diatomeas:
Algas verdes: Gomphonema 2 | Gomphonema 4
Apatococcus 1 | Fragillaria 2 | Otras 1
Gongrosira 1 | Nitzschia 2 | Algas verdes:
Algas verdes: Apatococcus 1
Apatococcus +
Col.:100% Col.: 100% Col.: 100%
Diatomeas: Diatomeas: Diatomeas varias
Gomphonema 4 | Navicula 3 | Algas verdes: 4
Algas verdes: Otras 1 | Ulothrix
Ulothrix 3 | Algas verdes: Gongrosira 4
Apatococcus 2 | Ulothrix 3 1
Oedogonium 1 | Oedogonium 3
Apatococcus 1
Gongrosira 1




ANEXO V

ESTUDIO DE SUPERFICIES DE MICROALGAS Y SUSTRATO:
RESULTADOS

MEDIDA DE ANGULOS DE CONTACTO

MATERIALES PETREOS

FASE |

I-Valor en grados de la media estadistica, la desviacion tipica, el coeficiente de variacion
de Pearson, y el intervalo de confianza, de los 15 angulos de contacto medidos con cada
uno de los 3 liquidos empleados sobre las probetas de la primera fase analitica.

liquido AGUA
. media desviacion

material | ;ritmética tipica CvpP
CG 67.82 3.22 4.75
CP 64.86 1.12 1.73
MG 68.08 3.57 5.24
MP 85.88 4.97 5.79

C 26.00* 1.22 4.69

M 31.66* 2.05 6.48




liquido FORMAMIDA
materal| s | “ar | O
CG 29.55 2.63 8.9
CP 45.62 2.17 4.76
MG 24.40 1.62 6.64
MP 40.82 2.29 5.61
C 35.63 3.50 9.82
M 33.37 2.64 7.9
liquido DI-YODOMETANO
materal| s | o | "
CG 20.86 1.81 8.68
CP 19.00 1.50 7.89
MG 17.89 1.28 7.15
MP 17.10 1.58 9.24
C 33.50 2.54 7.58
M 35.82 2.62 7.31

I-Valores de las componentes v y y total en cada material, expresados en mJ/m?.

probeta

v LW

Y+

Y_

y total

CG

47.525+-0.55272

1.4762+-0.052967

5.477+-1.6845

53.212+-1.5292

CcpP

48.070+-0.42119

0.0011152+-0.006

14.643+-0.048971

48.326+-1.1339

MG

48.373+-0.3402

1.9869+-0.24107

4.239+-1.19747

54.178+-2.0443

MP

48.579+-0.40281

1.3164+-0.15548

0.01807+-0.1787

48.888+-1.9463

C

42.712+-1.1397

0.0020833+-0.009

57.74+-1.8158

43.405+-2.7637

M

41.646+-1.2309

0.13887+-0.01062

49.06+-0.46133

46.866+-1.4552




FASE Il

Ill- Valor en grados de la media estadistica, la desviacion tipica, el coeficiente de
variacion de Pearson, y el intervalo de confianza, de los 15 angulos de contacto medidos
con cada uno de los 3 liquidos empleados sobre las probetas de la segunda fase analitica.

liquido AGUA
media desviacion
mezcla | aritmética tipica cvP
CG50% 74.42 1.39 1.87
CG80% 80.88 2.08 2.57
CP50% 68.00 1.24 1.82
CP80% 69.16 1.47 2.13
MG50% 67.70 1.76 2.60
MG80% 60.50 1.08 1.79
MP50% 67.00 2.19 3.27
MP80% 70.37 1.40 1.99
liquido FORMAMIDA
media desviacion

mezcla | aritmética tipica CcvP
CG50% 42.00 2.00 4.76
CG80% 32.90 2.16 6.57
CP50% 52.77 2.48 4.7
CP80% 51.75 1.66 3.21
MG50% 47.00 1.33 2.83
MG80% 39.63 1.80 4.54
MP50% 57.36 2.37 4.13
MP80% 54.41 2.35 4.32




liquido DI-YODOMETANO
media desviacion

mezcla | aritmética tipica cvp
CG50% 36.30 2.15 5.92
CG80% 34.91 2.46 7.05
CP50% 31.72 1.65 5.20
CP80% 33.80 2.08 6.15
MG50% 30.40 1.56 5.13
MG80% 35.66 1.82 5.10
MP50% 31.51 1.38 4.38
MP80% 31.80 1.32 4.15

IV- Valores en mJ/m? de las componentes v y y total de las probetas de la segunda fase.

probetas yLW Y+ Y- y total
CG50% | 41.419+-0.6682 | 1.3427+-0.082998 | 4.137+-0.34429 | 46.133+-1.0101
CG80% 42.067+-1.136 3.777+-0.17953 | 0.16762+-0.18308 | 43.658+-2.043
CP50% | 43.492+-0.71184 | 0.0067+-0.017884 | 15.157+-0.10806 | 44.133+-1.5599
CP80% | 42.577+-0.93921 | 0.01382+-0.00245 | 13.114+-0.34429 | 43.428+-1.0373
MG50% | 44.056+-0.6518 | 0.1095+-0.007618 | 12.079+-0.31941 | 46.356+-0.84497
MG80% | 41.718+-0.85262 | 0.6226+-0.027259 | 15.973+-0.31941 | 48.026+-1.0537
MP50% | 43.543+-0.59373 | 0.2707+-0.089014 | 19.748+-1.1242 | 48.167+-1.4856
MP80% | 43.461+-0.57043 | 0.01722+-0.02783 | 13.433+-0.14566 | 44.423+-1.3528




MICROALGAS

V- Valor en grados de la media estadistica, la desviacion tipica, el coeficiente de variacion
de Pearson, y el intervalo de confianza, de los 10 angulos de contacto del agua sobre cada
deposito de cultivo. Se ofrecen los valores correspondientes a los depdsitos filtrados con
el filtro de fibra de vidrio (A) y el filtro de acetato de celulosa (B), tras 30 minutos y tras 1
hora de secado en ambos casos. Los valores sefialados con un asterisco corresponden a la
pelicula algal del primer cultivo, sobre la que, directamente y sin filtrar, se efectuaron las
mediciones.

Filtro A
cultivo 30 minutos 1 hora
mgdia qe§v. CVP mgdia C!e§v. cvP
aritm. tipica aritm. tipica
Symploca &
elegans 22.0 1.414 6.43 19,5* 1,295 6.64
Stichococcus
bacillaris 23.3 2.788 11.96 22,7 2,441 10.75

Chlorella sp 19.5 1.803 9.24 17,0 14,053 82.66

Tetracystis
sp 24.9

Planophila sp 13.5 1.384 10.25 13,0 0,912 7.01

1.617 | 6.49 247 | 21,714 | 87.91

Filtro B
cultivo 30 minutos 1 hora
mgdla d’e§v. cVP mgdla d,e§v. cVp
aritm. tipica aritm. tipica
Symploca
elegans
Stichococcus
bacillaris 23.3 2.603 11.17 24,5 2,958 12.07

Chlorella sp 15.5 2.979 19.22 20,6 1,496 7.26

Tetracystis
Sp
Planophilasp | 13.3 1.763 | 13.25 13,0 | 3,898 | 29.98

26.8 3.304 12.33 25,7 1,228 4.77




INTERACCIONES SUSTRATO - MICROORGANISMO

VI- Valores en grados de los angulos ¢ medidos con agua sobre las probetas de todos los
materiales pétreos (fases | y 1) y los depdsito algales, valores de los cosenos de ¢ y de la
expresion (1- cos¢) en cada caso.

material (0] cos ® 1-cos @
CG 67.82 0.3775 0.6225
CG50% 74.42 0.2686 0.7314
CG80% 80.88 0.1585 0.8415
CcpP 64.86 0.4248 0.5752
CP50% 68.00 0.3746 0.6254
CP80% 69.16 0.3557 0.6442
MG 68.08 0.3733 0.6267
MG50% 67.70 0.3794 0.6205
MG80% 60.50 0.4924 0.5075
MP 85.88 0.0718 0.9281
MP50% 67.00 0.3907 0.6092
MP80% 70.37 0.3359 0.6640
C 26.00* 0.8988 0.1012
M 31.66* 0.8512 0.1488
cultivo [} cos & 1-cos @
Symploca
elegans 20.75 0.9351 0.0648
Stichococcus
bacillaris 23.45 0.9174 0.0826
Chlorella sp 18.15 0.9502 0.0497
Tetracystis
sp 25.525 0.9024 0.0976
Planophila
sp 13.25 0.9733 0.0266




VII- Valor del trabajo de adhesion Wy, para las probetas de las fases | y Il con cada cultivo
de microalgas.

Wom CG Cp MG MP C M

Symploca
elegans 1.4683 1.3567 1.4782 2.1891 0.2387 0.3509

Stichococcus

bacillaris 1.8716 1.7294 1.8851 2.7904 0.3043 0.4474

Chlorellasp | 1,1261 1.0409 1.1342 1.6790 0.1831 0.2692

Tetracystis

o 2.2115 | 2.0435 | 2.2263 | 3.2972 | 0.3979 | 0.5286
Pl hil
Tt 0.6027 | 0.5569 | 0.6068 | 0.8986 | 0.0979 | 0.1441
Wau C(;J50 CCEZO cP50% | CP80% M(oi50 M(oi80 M|;50 MI;SO
Symploca
yrploca 11725 | 1.984 | 1.475 | 1.519 | 1.463 | 1.197 | 1.436 | 1.566

stichococcs | 2,199 | 2.530 | 1.880 | 1.936 | 1.865 | 1.525 | 2.080 | 1.996

bacillaris

Chlorellasp | 1.323 | 1.522 | 1.131 | 1.165 | 1.122 | 0.918 | 1.102 | 1.201
Te"‘s’gys“'s 2.536 | 2.987 | 2.221 | 2.288 | 2.204 | 1.802 | 2.164 | 2.358

Planophila | 0,708 | 0.814 | 0.605 | 0.623 | 0.600 | 0.491 | 0.589 | 0.642







