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Metodologia para la evaluacion del
estado de conservacion
de obras monumentales

en piedra en relacion a
fenomenos de bioalteracion

a piedra ha sido utilizada ampliamente como

material bdsico en la construccién de obras
monumentales por tener una durabilidad mayor que otros
materiales. A pesar de ello, el estar continuamente some-
tida al ataque por parte de la naturaleza hace que sufra
una serie de dafios que se manifiestan a través de diferen-
tes indicadores de alteracién. Dentro del conjunto de fac-
tores de alteracién deben tenerse en cuenta una serie de
organismos vivos (1,2,3,4,5) como bacterias, actinomice-
tos, algas, liquenes, musgos, hongos, plantas superiores,
animales y hombre; la capacidad bioalterante de los mis-
mos ya ha sido demostrada bajo condiciones de laborato-
rio (6,7,89,10,11,12). En el estudio del estado de conser-
vacién de obras monumentales de piedra se incluye la
comprobacién de la presencia de los agentes bioalteran-
tes, o de sus productos metabdlicos, sobre las superficies
alteradas. Para ello, y dependiendo del tipo de biodeterié-
geno, sera necesario llevar a cabo ensayos de laboratorio
que permitan, de una forma directa o indirecta, establecer
la naturaleza de tal biodeteridgeno, o simplemente bastard
con un examen visual para su identificacion. Ademds de
esta tarea, se hace necesario realizar en el laboratorio ex-

periencias que permitan concluir de forma inequivoca que
efectivamente la presencia de esos organismos estd pro-
vocando un proceso de bioalteracion. No obstante, antes
de abordar la investigacién a la que se acaba de hacer re-
ferencia es preciso llevar a cabo un estudio previo y com-
pleto del Monumento u Obra que se va a abordar: Estu-
dio que permitird evaluar de forma mds correcta la accién
de los biodeteridgenos v los posibles trabajos de conser-
vacion a efectuar.

INVESTIGACION PRELIMINAR

Historia del Monumento

Previamente a cualquier otro tipo de investigacidn, se
debe hacer una recopilacién de todos los datos histdri-
cos existentes y que conciernen de forma caracteristica
al Monumento elegido. Esta informacidn, lo mds com-
pleta posible, debe referirse bdsicamente a:
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* Descripcién del edificio o edificios.

* Historia constructiva del Monumento, reflejando si
es posible el origen de los materiales y cualquier
otro tipo de dato que se considere de interés.

* Obras de conservacién que han sido acometidas
sobre €.

* Acontecimientos catastréficos que hayan afectado
de forma directa al Monumento (guerras, terremo-
tos, explosiones, incendios...).

Caracterizacion de los Materiales de
Construccion

Que el desarrollo de organismos sea mds o menos in-
tenso depende entre otros factores de la naturaleza
del sustrato (I3, 14); asi, el tipo de minerales presen-
tes, el pH o la presencia de sustancias orgdnicas han si-
do apuntados como grandes condicionantes. Por otra
parte, las diferentes caracterfsticas quimicas, petrogrdfi-
cas o mecanicas de los sustratos hacen que sean mds o
menos sensibles al ataque por parte de los organismos.

Por ello, y siempre que sea posible tomar muestras
significativas del material pétreo, deberd hacerse un
andlisis completo que incluye (15, 16, 17):

* Caracterizacién mineraldgico-petrogrdfica
* Caracterizacién quimica

* Caracterizacion fisica

* Andlisis porométrico

* Andlisis mecanico

Caracterizacion del Ambiente

Al igual que la naturaleza del sustrato, las condiciones
ambientales representan, indiscutiblemente, un factor
determinante en el desarrollo de organismos, afectan-
do su presencia tanto cuantitativa como cualitativa-
mente (14, 18, 19). De ahf, la necesidad de realizar un
estudio a este nivel. Dentro de la caracterizacion del
ambiente cabe distinguir:

Localizacion geogrifica

Debe resefiarse claramente la posicion geogrdfica que
ocupa el Monumento en estudio:

- Localidad, provincia, regién, nacién
- Coordenadas geogrdficas: latitud, longitud, altitud
- Tipo de zona: rural, industrial, urbana...

Caracteristicas climatolégicas de la zona

Deberd incluir aquellos pardmetros fisicos mds significa-
tivos del ambiente exterior en el que se ubica la Obra:

* Temperatura

* Humedad relativa

* Radiacién solar

* Intensidad y direccién del viento
* Precipitaciones

Grado de contaminaciéon ambiental

El grado de contaminacién atmosférica deberd ser
evaluado en base a la concentracién de contaminantes
(SO, particulas en suspension, acidez...) aportada por
la fuente de datos mds préxima al lugar.

Caracteristicas ambientales locales

En este caso nos referimos a las circunstancias que, de
forma general, pueden modificar localmente las condi-
ciones ambientales propias de la zona. Son de interés
aquellas que afectan a la humedad, insolacién y conta-
minacidn, de especial significacidn en los procesos bio-
|6gicos. Deberd por lo tanto hacerse referencia a:

* Presencia en las proximidades de rfos, fuentes, pozos...

* Presencia contigua de jardines, arboledas...

» Caracterfsticas arquitectdnicas, tanto del propio Mo-
numento como de las edificaciones contiguas.

* Presencia de fuentes de contaminacidn presentes en
las inmediaciones (trdfico, calefacciones, actividad in-
dustrial, actividad agricola o ganadera...).

Dada la importancia de los factores ambientales y puesto
que localmente pueden existir diferencias significativas, resul-
ta adecuado la determinacidn de pardmetros (temperatura,
humedad, contaminantes..) en la propia drea de estudio.

TRABA)JO DE CAMPO

Un paso importante a la hora de llevar a cabo un tra-
bajo de investigacidn, en cuanto a fendmenos de bio-
alteracidn y en consecuencia en prevision de posibles
tratamientos, es la observacidn in situ de las manifes-
taciones de vida macroscépica y los indicadores de al-
teracion bioldgicos o con posible origen bioldgico.

En cuanto a las manifestaciones de vida macroscdpica, el
trabajo de campo permite reconocer a simple vista las
especies mas comunes de tanto plantas superiores, lique-
nes como musgos. No obstante, aquellas especies cuya
identificacién presenta mayores problemas requiere de
una recoleccién y posterior clasificacion en el laboratorio.

La observacion detenida del monumento permitird estimar la
abundancia relativa de unos y otros organismos Y su distribu-
cién en relacién a las diferentes condiciones ambientales loca-
les existentes en el Monumento (20, 21); pudiéndose estable-
cer indices de abundancia-dominancia y sociabilidad (22).

En cuanto al establecimiento de los indicadores de
bioalteracidn, o manifestaciones en la piedra de una
accidn alterante por parte de organismos vivos, debe-
ran consultarse las clasificaciones propuestas (15, 23)

Toda la informacién a que se ha hecho referencia de-
berd ser sintetizada grdficamente mediante:

* Documentacién fotogrdfica.
+ Utlizacién de planos sobre los que reflejar; mediante simbo-
los adecuados, fa distribucién de los distintos indicadores.

IDEA
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INVESTIGACION DE LA PRESENCIA DE
ORGANISMOS SOBRE MATERIAL
PETREO ALTERADO

Como ya ha sido comentado, dependiendo de cual
sea la naturaleza de los organismos que se sospecha
puedan ser responsables de un fenémeno de bioalte-
racidn, serd necesario llevar a cabo una serie de andli-
sis que permitan establecer si es asf 0 no.

Los métodos utilizados por los diferentes autores son
variados y no existe un criterio o protocolo bdsico al
que someterse. Cabe distinguir entre lo que podria-
mos llamar métodos directos de estimacién de orga-
nismos y métodos indirectos, segiin se compruebe la
presencia directa de los agentes bioalterantes o de sus
productos metabdlicos, actividad bioquimica.., respec-
tivamente.

Toma de Muestras

La toma de muestras se lleva a cabo, generalmente,
en aquellos lugares donde es evidente la alteracion del
sustrato (21, 24).

La cantidad de muestra a tomar dependerd del tipo
de determinacidn que se desee efectuar. Se hard de
una forma que se elimine una porcién del sustrato tal
que nos permita realizar el andlisis, al mismo tiempo
que resulte lo menos dafiina para el Monumento (21),
estableciendo un compromiso con la posibilidad de
que algunas especies puedan pasar inadvertidas.

La forma de tomar la muestra dependerd del tipo de
biodeteridgeno, alteracidn y estructura pétrea de que
se trate (escultura, muro, relieve...)

En general, las muestras se toman rascando o hacien-
do palanca con la ayuda de un escalpelo o espdtula,
colecciondndose el material obtenido sobre placas de
Petri o cualquier otro tipo de recipiente estéril, que se
etiqueta debidamente y se lleva al laboratorio para su
posterior andlisis (25). En el caso de que el material
sea pulverulento puede tomarse con la ayuda de un
pincel.

Todas las operaciones de muestreo se realizardn, salvo
que se trate de la recoleccidn de plantas superiores u
organismos de tamafio macroscépico para su clasifica-
cién, bajo condiciones lo mas estériles posibles.

Métodos de Estimacion Directa
Microscopia

La microscopia es una técnica empleada principalmen-
te para evaluar la accidn alterante de los organismos
mediante el estudio, para ello, de la interfase sustrato-
organismo. Por otra parte, permite establecer casi in-
mediatamente el tipo y morfologfa del los organismos
presentes, salvando asi la dificultad que otras técnicas,
como la de cultivos, tan ampliamente utilizada en este
campo, plantean en cuanto que pueden darse falsos
negativos (26).
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Utilizada también, aunque menos frecuentemente, pa-
ra llevar a cabo estimaciones cuantitativas de la carga
microbiana de un sustrato, utilizando cdmaras de re-
cuento (I3, 18), presenta el inconveniente de que es-
tos recuentos directos pueden incluir organismos no
viables (27).

Las técnicas microscdpicas incluyen microscopia dptica
o de luz y microscopia electrdnica. En el primer caso,
las muestras pueden ser observadas directamente en
fresco o pueden ser montadas, previa tincién o no,
para su observacién. La microscopfa electrdnica re-
quiere de una serie de pasos mas o menos complica-
dos previos a la observacion (28, 29, 30, 31, 32).

Cuando se pretende estudiar las caracteristicas estructu-
rales del sustrato, se requiere una consolidacién previa
del material que conserve dichas estructuras (33, 34).

Dentro de la microscopfa dptica, se ha empleado mi-
croscopio dptico, microscopio mineraldgico, micros-
copio de contraste de fases y microscopio de luz po-
larizada; y dentro de la microscopia electrdnica,
microscopio electrénico de barrido (SEM) y microsco-
pio electrdnico de transmision (TEM).

En la bibliograffa, se observa como la mayorfa de los
estudios de microscopfa van acompafiados de ensayos
que establecen la composicidn quimica de la muestra,
principalmente difraccién de rayos X (XRD) (30, 34,
35, 36, 37, 38, 39) y microsonda electrdnica (40, 41).

Métodos microbiolégicos

* Recuento del nimero de unidades formadoras de colonias

El fin de esta técnica es la identificacion y cuantificacion
de la microflora que se desarrolla sobre la piedra,
siendo, al menos en un primer término, una determi-
nacién de "poblaciones” caracterizadas por sus funcio-
nes bioquimicas, en lugar de una caracterizacion de
especies (42).

Puesto que los grupos funcionales que intervienen en
los mecanismos de alteracién de las piedras son prin-
cipalmente las bacterias del ciclo del nitrégeno y del
azufre, asi como hongos, actinomicetos y algas, es de-
cir, aquellos que se desarrollan sobre el suelo, se apli-
can las técnicas de microbiologfa del suelo (42).

El principio general de esta técnica consiste en tomar
las muestras de la forma mds estéril posible, pulveri-
zarlas en un mortero, suspenderlas en solucién fisiold-
gica estéril (1:10), desadsorber las bacterias de la pie-
dra, hacer series de diluciones (orden de dilucién 10)
y, a partir de tales diluciones, sembrar medios de culti-
vo especificos e incubarlos, bien a temperatura am-
biente o controlada, durante periodos de tiempo va-
riables, en funcién del tipo de medio vy, en
consecuencia, del tipo de organismos. Posteriormente,
se observa que cultivos dieron resultado positivo y
cuales negativo para determinar el nimero de unida-
des formadoras de colonias (u.f.c.) por gramo de
muestra pulverizada, para lo cual se recurre al método
estadistico de Mc Crady, si se trata de cultivos liquidos,
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o al recuento en placa, si se trata de medios sélidos.
Todas estas operaciones, indudablemente, deben ser
realizadas en condiciones estériles (15, 43, 44, 45).

La desadsorcidn de las bacterias de la superficie de la
piedra necesita técnicas que no sean perjudiciales para
las células. Aunque la agitacion magnética es la mds
utilizada, se han probado otras técnicas, como trata-
mientos fisicos (sonicacidn, agitacion), tratamientos
quimicos y surfactantes (25, 44, 46). Comparando su
eficacia, se ha llegado a la conclusién de que la mayor
eficacia se obtiene mediante un empleo combinado
de agitacidn vigorosa y surfactantes (25).

Actualmente una nueva técnica automatizada, "spiral
plating", viene a sustituir a estos laboriosos ensayos
manuales, facilitando las investigaciones sin perder pre-
cision (25, 46, 47).

Los medios de cultivo especfficos que se emplean pue-
den ser elaborados en el laboratorio, seguin las recetas
que ofrecen los distintos autores (15, 42, 45, 48, 49), o
pueden adquirirse en el comercio bajo una determina-
da nominacién (9, 29, 50, 51, 52).

Algunos autores consideran que esta técnica tiene
ciertos inconvenientes. Las investigaciones dan poca
informacién acerca de los microorganismos involucra-
dos en el deterioro y la interpretacidn de los recuen-
tos es a menudo dificil, debido a la variacién entre
muestras y a la diferente selectividad de los medios de
cultivo (11), ademas, puede ocurrir que los medios
utilizados no permitan establecer la presencia de un
determinado organismo (53).

A pesar de estas limitaciones apuntadas, se trata de
una técnica muy extendida en el campo de la bioalte-
racion (24, 43, 50, 54, 55, 56, 57, 58, 59) v, frecuente-
mente, va acompafada de andlisis quimicos de algunos
compuestos como sulfatos, carbonatos, nitratos, nitrd-
geno orgdnico.., que permitan establecer una relacidn
entre los microorganismos identificados y las modifica-
ciones superficiales sufridas por el sustrato (60,61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70) y/o de técnicas de mi-
croscopia (28,29, 51,71,72,73,74).

* Obtencion de cultivos puros

Se puede proceder, si interesa, a la obtencién poste-
rior de cultivos puros, para lo cual se llevan a cabo va-
rios pasos sobre medios de cultivo de enriquecimien-
to, utilizando como indculo el tubo positivo de mayor
dilucién, y posterior siembra en medio con agar (57,
72,74,75,76).

* Técnica de impresion

Para poner de manifiesto la distribucién de los mi-
croorganismos en la superficie de la piedra, se ha uti-
lizado una técnica de impresién de placa con agar.
Bdsicamente, consiste en colocar directamente el
agar sobre la superficie del sustrato e incubarlo para
asf observar como los distintos microorganismos se
distribuyen sobre la piedra (77). Esta técnica no es,
sin embargo, Util para obtener datos cuantitativos de
poblaciones (78).

* Pruebas fisioldgicas

Se han llevado a cabo otros ensayos microbioldgicos
para evidenciar las caracteristicas fisioldgicas y bioqui-
micas de los diferentes microorganismos que crecen
sobre la piedra:

— Influencia de la temperatura en el crecimiento (60,
72,79).

— Ensayos enzimdticos y tinciones especificas (oxidasa,
catalasa...) (18, 79).

— Experiencias de crecimiento en condiciones oligo-
trdficas y "copiotrdficas’, para evaluar la influencia de
la composicién de los distintos medios sobre el cre-
cimiento microbiano (14, 53, 72, 79, 80).

— Evaluacion de la posible interdependencia entre los
distintos microorganismos, en su crecimiento y en
su accién degradativa (53, 81).

— Capacidad de los microorganismos para producir
dcidos u otras sustancias (77, 79, 82).

* Recuentos bacterianos en el aire

Puesto que gran parte de los microorganismos presen-
tes en los sustratos pétreos provienen directamente del
aire que les circunda, sobre todo aquellos con una alta
produccién vy dispersion de esporas, en algunas ocasio-
nes, fundamentalmente en sitios cerrados, como lugares
arqueoldgicos (83, 84) o salas donde existen problemas
de conservacidn (85), se llevan a cabo andlisis de la car-
ga microbiana del aire, con el fin de aclimatar las condi-
ciones de tal forma que esos recuentos disminuyan, o
de establecer la influencia de la apertura al publico de
lugares en cuanto a problemas de conservacion.

El ensayo es simple y consiste en retener sobre placas
las particulas suspendidas en el aire, que se hace circu-
lar a una determinada velocidad, posteriormente se
incuban, expresando finalmente el resultado en
ufc/m3 (86).

Métodos de Estimacion Indirecta de
Organismos

El examen microbioldgico tan ampliamente utilizado,
como Ya se ha visto, requiere varios dfas para la ob-
tencién de resultados; por ello, en ocasiones, se recu-
rre a otro tipo de ensayos (bioquimicos, histoldgicos,
quimicos Y fisicoquimicos) que, aunque de manera in-
directa, permiten estimar la accién bioalterante en un
perfodo relativamente corto.

Por otra parte, la determinacidn cuantitativa de micro-
organismos no parece ser la mds adecuada para ex-
presar la actividad litocldstica que estd teniendo lugar,
ya que existen microorganismos litopatégenos y no li-
topatdgenos, al mismo tiempo que el hecho de que
se produzca un crecimiento en los cultivos no significa
necesariamente que esté actuando un proceso de al-
teracidn, sino que, dado el estado metabdlico quies-
cente de algunos microorganismos, Unicamente repre-
senta un potencial biodeteriégeno, que se hard real
cuando las condiciones sean favorables (87). Sélo utili-
zando métodos bioquimicos parece posible obtener
informacidn a cerca de dicha patogenicidad (88).

IDEA
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Métodos bioquimicos

Los andlisis bioquimicos permiten determinar cuantitativa-
mente los productos organicos del metabolismo de la Iito-
microflora y obtener algunos pardmetros para evaluar la en-
tidad del proceso de bioalteracion que estd teniendo lugar

* Determinacion de ATP por bioluminiscencia

El ATP es un compuesto que se encuentra en todas
las células vivas y que puede ser facilmente extraido
de una muestra. Puesto que el nimero de microorga-
nismos es proporcional a la cantidad de ATP hallada,
se puede, a través de este ensayo, estimar en que gra-
do la microflora se estd desarrollando sobre la piedra.

El ensayo consiste en extraer el ATP hacerlo reaccionar
con el reactivo luminiscente (luciferin/luciferasa) y deter-
minar la cantidad de ATP en la muestra mediante el em-
pleo de un aparato de conteo por bioluminiscencia, y to-
mando como referencia un patrdn interno (15, 52, 88).

Permite una cuantificacién rdpida de los microorganis-
mos que crecen activamente sobre la superficie de los
monumentos (89).

* Determinacion de la DBOs

Se trata de una modificacién del método utilizado pa-
ra determinar la demanda bioquimica de oxigeno a los
cinco dfas en aguas residuales, y permite valorar la
presencia de materia orgdnica en los materiales pétre-
o0s. Es una medida de la cantidad de oxigeno consumi-
do por los microorganismos al descomponer com-
puestos orgdnicos (90).

El ensayo consiste en incubar en frascos, que contie-
nen una solucién determinada, una cantidad conocida
de material pétreo pulverizado durante un periodo de
cinco dfas, y calcular el oxigeno consumido mediante
la determinacién del oxigeno disuelto antes y después
de la incubacién (15, 90).Determinacidn de la activi-
dad lactato deshidrogenasa (LDH)

Con este ensayo se evalua la entidad de algunos pro-
cesos metabdlicos, que se pueden considerar como
pardmetros cuantitativos de la actividad alterante de
los microorganismos (88).

Para llevar a cabo este ensayo, se realiza el Test-Fibel
Boehringer Mannheim Gmbh sobre una muestra pre-
viamente liofilizada y desecada al vacio (15, 52, 88, 91).

Métodos histoquimicos

La simplicidad y rapidez de estas técnicas son de gran
interés para una primera evaluacién de la agresion
bioldgica de los monumentos (92).

* Determinacion de materia cromdtica con hematoxilina

Puesto que todos los microorganismos estan provistos
de material cromatinico (RNA, DNA, histonas...), una
tincién nuclear; como la hematoxilina, es una buena
forma para confirmar la presencia de materia viva. La
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observacién microscépica ofrece, ademads, en algunas
ocasiones, la posibilidad de llevar a cabo un diagndsti-
co y un reconocimiento de las especies presentes
(91).  El ensayo es simple y consiste en la tincidn de
la muestra pulverizada con hematoxilina Carazzi y
posterior observacién al microscopio (15, 52, 90).

* Determinacion de la actividad enzimatica TTC

Se trata de un ensayo incluso mds sencillo que el ante-
rior, en el que la reaccidén del TTC (sales de trifenil-te-
trazolium) pone de manifiesto la actividad enzimdtica
deshidrogenasa. Las reacciones positivas dan lugar a la
formacidn de cristales rojos de formazano alli donde
exista esa actividad, lo cual es facilmente observable al
microscopio (15, 90, 93).Determinacidn histoquimica
de lipidos y polisacdridos

La determinacidn histoquimica de lipidos y mucopolisacari-
dos en superficies de piedra alteradas permite hacer una
evaluacidn de la agresion bioldgica que estd teniendo lugar

El ensayo consiste en la utilizacién de tinciones especi-
ficas, tales como Sudan lll para grasas neutras, que se
tifien de rojo-naranja; sulfato de Azul Nilo, que tifie
los dcidos grasos de azul y los lipidos neutros de rosa;
Azul Alcian 8G, que tifie los mucopolisacdridos de
azul-verde. Después de la tincidn las muestras se ob-
servan al microscopio dptico (15, 92).

Métodos quimicos y fisicoquimicos

La presencia de materia viva sobre los sustratos altera-
dos puede evidenciarse mediante el estudio de distin-
tas especies quimicas, resultado de la accidn de deter-
minados organismos o producto de su metabolismo.

* Determinacion e identificacion de compuestos
orgdnicos por cromatografia

Este tipo de ensayos consisten bdsicamente en la ex-
traccion de los compuestos organicos de la muestra
con distintas mezclas de solventes, dependiendo de la
naturaleza de dichos compuestos, y posterior concen-
tracion y desarrollo del cromatograma (52, 94).

La identificacion de esos compuestos no se correspon-
de inequivocamente con una presencia microbiana ac-
tiva sobre el sustrato, sino que el origen de tales sus-
tancias puede ser debido también a restos de una
colonizacién antigua, a la aplicacion de algin tratamien-
to o simplemente a la deposicién desde la atmdsfera.

Para la extraccién, normalmente utilizan mezclas de
cloroformo-metanol-agua, hexano-éter etilico o éter
de petrdleo-éter etilico-4cido acético (15, 95), aunque
también se han llevado a cabo extracciones con ace-
tona (34) o didxido de carbono liquido (96). Para la
identificacion de compuestos polares, primero se deri-
vatizan (96), normalmente son metilados (60, 97).

Se ha utilizado cromatografia en capa fina (TLC), para
la identificacion de lipidos (52); cromatograffa gaseosa
(CG), para fraccionamiento de triglicéridos e identifi-
cacién de los correspondientes ésteres metilicos (94,
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95), y cromatografia gaseosa-espectrémetro de masas
(GC-MS), para andlisis directo de los extractos (96).
También se ha utilizado HPLC para la determinacién
cualitativa y cuantitativa de los dcidos orgédnicos pro-
ducidos por los microorganismos (80).

Este tipo de ensayos, que précticamente no dafian al sus-
trato, se emplean especialmente sobre escufturas. En tal
caso, en lugar de tomar una muestra del sustrato y pulve-
rizarla, la muestra se suele tomar con un algoddn hidrdfi-
lo impregnado en el solvente del que después, en el la-
boratorio, se extraen los lipidos y se cromatografian (95).

* Identificacién de pigmentos fotosintéticos por
espectrofotometria visible

La presencia de pigmentos sobre el sustrato estd liga-
da inevitablemente a la existencia sobre el mismo de
ciertos organismos autétrofos. La estimacién cuantita-
tiva de los primeros serd proporcional al nimero de
microorganismos (98).

Para esta identificacion, se somete a las muestras a ex-
traccidn de los pigmentos con acetona, manteniendo
la mezcla en el refrigerador y en la obscuridad. Una
vez que se han extraido, se eliminan los restos sélidos
con centrifugacion y se hace un barrido del espectro
de absorcién, comparando los espectros obtenidos
con aquellos de patrones (15, 49, 75).

* Determinacion de dcidos nucléicos y proteinas

Para ello es necesario, en primer lugar; obtener las célu-
las, eliminar los restos minerales, romper esas células y
por centrifugacidn eliminar los restos celulares. Sobre una
alicuota se digieren enzimdticamente las proteinas, y los
acidos nucléicos se determinan en funcién de la densidad
Optica a una determinada longitud de onda. Sobre otra
alicuota, se determinan las proteinas, también por densi-
dad dptica, pero a distinta longitud de onda (93, 99).

La determinacion de estos compuestos es una medida
de la biomasa presente en el sustrato (27, 100, 101).

* Determinacion de la cantidad de materia orgdnica

Un método de determinacion indirecta consiste en
oxidar, en primer lugar, todo el carbono a CO; utili-
zando altas temperaturas y corriente de oxigeno. Ese
CO; se absorbe por una solucién de BaClO4, cuyo
pH va disminuyendo seguiin absorbe CO. De esta for-
ma se mide el TC (carbono total). Después se deter-
mina el TIC (carbono inorgénico total), afiadiendo dci-
do fosférico y burbujeando oxigeno; el dcido
reacciona con los carbonatos para dar CO; que se
detecta como antes. El TOC (carbono organico total)
se determina por diferencia entre los anteriores (96).

Otros procedimientos utilizados para determinar la
cantidad de materia orgdnica presente en una muestra
son la oxidacién de la muestra con K,Cr,O7 y su va-
loracién con sal de Mohr (48); la determinacion de la
variacion de peso tras la combustion, pérdida por cal-
cinacion (77), y la determinacién directamente del pe-
so de las células, tras su separacién por centrifugacion
de los restos minerales (99).

* Determinacién de compuestos inorgdnicos

La finalidad de estos andlisis es mostrar la composicién
quimica de las muestras alteradas, lo que, junto con
los ensayos de microscopfa o microbiologfa, permiten
establecer una correlacién entre la presencia de orga-
nismos y fenémenos de alteracién. De hecho, son mu-
chos los autores, como ya se ha apuntado en los apar-
tados microscopia y microbiologfa, que basan sus
conclusiones en esta combinacion de técnicas.

Normalmente, los compuestos que con mayor inte-
rés se determinan son sulfatos, carbonatos, nitratos,
amonfaco Yy nitrdgeno orgdnico. Las técnicas emple-
adas incluyen métodos quimicos (61, 102, 103) e
instrumentales, entre estos uUltimos los mds utiliza-
dos son difraccién de rayos X y microsonda electrd-
nica (30, 41, 62, 64, 104). Menos empleada es la es-
pectrofotometria de absorcidn atémica (105), y de
aplicacidon mds reciente la espectroscopfa Raman
(106, 107, 108).

Métodos Especificos

En el estudio de microorganismos especificos algunos
autores aplican metodologfas concretas.

Determinacién de sulfuro

Dada la movilidad de las bacterias oxidantes de sulfuros,
la determinacidn de su crecimiento por recuento en
placa no da resultados fiables; por ello se ha aplicado un
nuevo método espectrofotométrico para la determina-
cién de sulfuro de hidrégeno en medio liquido. El ensa-
yo consiste en determinar por medidas de absorbancia
como va desapareciendo el SH; del medio (99).

Determinacién de etileno

La actividad de los microorganismos fijadores de nitrd-
geno puede ponerse en evidencia mediante la deter-
minacién, por cromatografia gaseosa, del etileno pro-
ducido en la reduccién del acetileno por las
nitrogenasas (15, 49).

EXPERIENCIAS PARA LA ESTIMACION
DE LA CAPACIDAD BIOALTERANTE DE
LOS ORGANISMOS

Mediante diversas experiencias de laboratorio, puede
estudiarse la accién de los diferentes agentes bioldgi-
cos sobre los materiales pétreos y establecer asf los
posibles mecanismos de la alteracién.

Si bien la capacidad bioalterante de los distintos orga-
nismos puede establecerse indirectamente, a través
del estudio de la posibilidad de los mismos para asimi-
lar o generar determinadas especies quimicas, median-
te pruebas fisioldgicas en medios de cultivo liquidos o
solidos o mediante ensayos bioquimicos, existen una
serie de técnicas de laboratorio que evaldan dicha ca-
pacidad directamente sobre el sustrato.
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Ensayos en Placa

Utiliza minerales finamente pulverizados suspendidos
en agar sobre el que se incuban los organismos que
interesan. El resultado se comprueba por la aclara-
cién del agar derivada de la degradacién del material
incorporado al mismo por parte de dichos organis-
mos (70).

La cuantificacién con este método resulta imposible y,
en ocasiones, hasta es dificil hacer una valoracién cua-
litativa (11, 47).

Sistemas de Cultivo Estatico

En este sistema, el material, bien intacto, en forma de
discos o probetas (9) o bien pulverizado (109), se in-
troduce en frascos con un medio de cultivo liquido
inoculado con los organismos que se estan estudian-
do. Se incuban y periédicamente se evala la agresion
en funcidn del porcentaje de pérdida en peso sufrida
(97, 110), mediante el andlisis de los productos que
hayan pasado a la fase liquida y/o de medidas del
cambio de pH del medio (18,48, I'11). También pue-
de observarse la superficie mediante microscopia
electrénica (32, 47).

Puede utilizarse también sistemas en los que se inves-
tiga la reaccién Unicamente de los metabolitos sobre
los materiales, mezclando ambos (112, 113, 114), o
utilizando membranas de didlisis para separar la piedra
de los organismos (I 15).

Sistemas de Percolacion

El fundamento bésico es el mismo que para el cultivo
estdtico, sélo que, en este caso, la solucién de nutrien-
tes es continuamente reciclada o introducida en el
medio liquido (11).

Sistemas de Atmosfera Controlada

También cabe la posibilidad de realizar experiencias de
simulacion de la alteracién organismo-sustrato, utili-
zando habitaciones con control ambiental (1 16).

La fijacidn de las intensidad, frecuencia y secuencia
de las variables del medio ambiente permiten imitar,
o por lo menos intentar reproducir, los valores del
medio natural o intensificarlas para lograr una altera-
cién acelerada que permita acortar la duracién del
ensayo (15).

El ataque de los organismos al sustrato se evalla co-
mo en los casos anteriores (57).

Seguimiento de las Actividades Microbianas

Es posible seguir la colonizacién de piedras por los or-
ganismos, considerando como variables la naturaleza
del sustrato y/o las condiciones ambientales. Para ello,
se llevan a cabo experiencias de campo utilizando mu-
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ros, esculturas o probetas (56). Periddicamente, y a
través de alguna de las técnicas que hemos visto, se
comprueba la presencia de diferentes organismos.

Dependiendo de la forma y caracteristicas estructura-
les de la pieza colocada en el campo, se puede lograr
que los procesos de bioalteracién sean mds o menos
intensos y rapidos (1 17).
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