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RESUMEN

La piedra de uso en esculturas y edificios histéricos sufre con el tiempo
distintos fendmenos de alteracion, tanto naturales como antrépicos, que
ocasionan dafios y pérdidas de material. Para tratar de paliar los efectos
del asi llamado “mal de la piedra” se han desarrollado y aplicado distintos
tratamientos de conservacion basados en el uso de materiales consolidantes
y protectores. Estos tratamientos tienen la finalidad de devolver al material
alterado sus caracteristicas fisico-mecéanicas perdidas y protegerlo frente al
deterioro futuro. Sin embargo, los consolidantes y protectores convencionales
de uso comun desde la segunda mitad del siglo XX, tales como los polimeros
sintéticos y los (alquil)alcoxisilanos, en muchas ocasiones han demostrado
una eficacia limitada y, en otras, incluso han agravado los problemas de
alteracion que se trataban de resolver. Como alternativa a estos tratamientos
convencionales se ha propuesto, y aplicado en las Ultimas décadas, la
carbonatogénesis bacteriana como método mas eficaz, natural y ecolégico
para la proteccion y consolidacion de piedra ornamental. Aqui presentamos
una vision general de los fundamentos de la proteccion y consolidacion de la
piedra con bacterias y las variantes de este tratamiento, asi como sus efectos
tanto en ensayos de laboratorio como en aplicaciones in situ. Finalmente, se
indican algunas conclusiones y futuras lineas de investigacion para favorecer
y potenciar el uso de esta biotecnologia de conservacion.
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Imagen de microscopia electronica de barrido de células bacterianas parcialmente calcificadas durante los primeros estadios de carbonatogénesis | fuente Jroundi
et al. 2017
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Patio de los Leones de la Alhambra (Granada).
Aspecto general (derecha) y detalle de dos de

las columnas del ala este (izquierda) mostrando

un elevado grado de alteracién por pérdidas de
material asociadas a desplacados y arenizacién del
marmol de Macael. Los tratamientos previos con
distintos materiales, incluyendo silicato de etilo, no
han conseguido frenar el proceso de degradacién

| fotos Carlos Rodriguez Navarro

INTRODUCCION

Los monumentos realizados en piedra sufren a lo largo del tiempo diver-
sos procesos de alteracion fisica (Rodriguez-Navarro et al. 1998; Rodriguez-
Navarro y Doehne 1999; Schiro et &l. 2012; Flatt et al. 2017), quimica
(Rodriguez-Navarro y Sebastian 1996; Doehne y Price 2010) y/o biolégica
(Warscheid y Braams 2000), causando pérdidas de material irreversibles
gue hacen peligrar la supervivencia de elementos clave del patrimonio histé-
rico-artistico mundial (Siegesmund y Snethlage 2011). Las imagenes de esta
pagina muestran un ejemplo de tales fenébmenos, cominmente conocidos
como “mal de la piedra”, procesos agravados en las Ultimas décadas tanto
por el aumento de emisiones contaminantes (SO,, NO, y particulas) fruto del
uso de combustibles fésiles, como por fenédmenos de salinizacion y clima
extremo asociados al calentamiento global (Bonazza et al. 2009; Doehne y
Price 2010; Siegesmund y Snethlage 2011).

Para evitar que la alteracion progrese, y devolver al material pétreo degra-
dado su resistencia mecanica y cohesion perdidas, se han aplicado distintos
tratamientos de conservacion, destacando los de proteccion y consolidacion
(Clifton 1980; Lazzarini y Tabasso 1980). Los primeros aportan caracteristi-
cas hidrofugantes a la superficie tratada, evitando que el agua, primer agente
de deterioro que afecta a la piedra monumental, pueda interaccionar con
dicho substrato y/o acceder a su sistema poroso (Charola 1995). Los segun-
dos implican la aplicacion de un producto consolidante que, al penetrar en
el sistema poroso del material alterado, cementa los granos minerales del
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mismo y/o rellena fracturas, consiguiendo asi un incremento de su resisten-
cia mecanica (idealmente hasta alcanzar los valores de la piedra sin alterar)
(Delgado Rodrigues 2022). Sin embargo, los tratamientos convencionales a
base de polimeros orgénicos, tales como resinas acrilicas, vinilicas o epoxi-
dicas (Horie 1987; Selwitz 1992), asi como los organo-silicicos (alcoxisilanos
y sus derivados) (Wheeler 2005), cominmente utilizados como protectores
y/o consolidantes en intervenciones de conservacion de piedra monumental
desde la segunda mitad del siglo XX, han demostrado una eficacia limitada
y, en algunos casos, han agravado la alteracion del sustrato tratado (Doehne
y Price 2010; Giorgi et al. 2010). En la imagen de la derecha se muestra un
ejemplo de la poca eficacia de un tratamiento con silicato de etilo (alcoxisi-
lano), aplicado sobre marmol de Macael (columnas del Patio de los Leones Microscopia electrénica de barrido (SEM) del
de la Alhambra, Granada), forméandose un film superficial totalmente fractu- e e I‘;”;ﬁ;ﬁ;‘;’:g?g?;33('922t§’pﬂ§0'°u5n
rado (debido a la retraccion del gel de silice durante el secado) y sin cohesion  consolidante de silicato de etilo. Se observa que el
ni unién con el substrato que se pretendia consolidar. Este tipo de efectos  Josmments frasturads o fosnecads el sustato
negativos propicié que en las ultimas décadas se desarrollasen nuevos trata-  calcitico (marmol), no ofreciendo ningdn efecto
. .. . .. . . . consolidante | imagen Carlos Rodriguez Navarro
mientos de proteccion y consolidacion mas eficaces y compatibles con sus-
tratos inorganicos (piedra, morteros, ceramicas). Entre estos destacan los de
naturaleza inorgénica, que a priori deberian ser mas compatibles con el sus-
trato inorganico (piedra) al que se aplican (Hansen et al. 2003). Tal es el caso,
por ejemplo, de las nanocales, dispersiones alcohdlicas de nanoparticulas
de Ca(OH),, que al carbonatar en el seno poroso del material tratado gene-
ran un cemento de CaCO, que actia como consolidante (Baglioni, Chelazzi
y Giorgi 2015; Rodriguez-Navarro y Ruiz-Agudo 2018). Estos nuevos con-
solidantes, no obstante, también tienen ciertas limitaciones, como el escaso
grado de penetracion de las nanocales en ciertos casos, fundamentalmente
por su migracién hacia la superficie durante la evaporacion del solvente (alco-
hol) (Borsoi et al. 2016). Otros tratamientos inorganicos, basados por ejemplo
en la conversién de carbonatos de calcio de calizas y marmoles en oxalatos
(Burgos-Cara, Ruiz-Agudo y Rodriiguez-Navarro 2017) o en fosfatos de calcio
(Sassoni, Naidu y Scherer 2011), fases extremadamente insolubles, son bas-
tante prometedores como protectores, y en el caso del tratamiento de conver-
sién en fosfatos también puede actuar como consolidante en piedras calizas
porosas (Graziani, Sassoni y Franzoni 2015). Pero estos Ultimos tratamientos
no permiten la proteccion y/o consolidacion de sustratos pétreos no calcéreos.

LA BIOMINERALIZACION BACTERIANA DE CARBONATOS DE CALCIO

Para tratar de evitar las limitaciones y problemas anteriormente indicados, y
conseguir una consolidacion mas profunda y eficaz en diferentes sustratos,
se ha explorado la posibilidad de generar in situ, en el seno poroso del mate-
rial a consolidar, un nuevo cemento inorganico, eficaz y compatible, mediante
biomineralizacién de CaCO, inducida por bacterias (Adolphe et al. 1990; Orial
et al. 1993; Le Mateyer-Lebrel et al. 1999; Tiano, Biagiotti y Mastromei 1999;
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Rodriguez-Navarro et &l. 2003, 2012; Jiménez-Lopez et al. 2007, 2008; De
Muynck, De Belie y Verstraete 2010; Jroundi et al. 2010, 2012, 2017; Jroundi,
Gonzalez Mufioz y Rodriguez Navarro 2021; Elert et al. 2021).

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual determinados seres vivos
producen minerales de forma controlada o inducida (Lowenstam y Weiner
1989). Tales biominerales (como las conchas de moluscos o nuestros hue-
s0s) son hibridos organico-inorganicos con una determinada funcionalidad
(por ejemplo, proteccién, vision o esqueleto/soporte). Un aspecto clave de los
biominerales son sus propiedades fisico-quimico-mecénicas que transcien-
den las de sus componentes individuales. Por ejemplo, el nacar de las con-
chas de los bivalvos, formado por placas micrométricas de aragonito (CaCO,)
y una pequefia fraccion (< 5 %) de biomoléculas organicas (proteinas y poli-
sacaridos), presenta una resistencia a la fractura diez veces mayor que la
del aragonito geogénico (Sun y Bhushan 2012). Ademas de por organismos
pluricelulares, los biominerales también son generados por microorganismos
tales como las bacterias. De hecho, la biomineralizacién de carbonatos por
bacterias, la lamada carbonatogénesis, es un fendmeno ubicuo en todo tipo
de ambientes naturales, llevado a cabo por diversas bacterias de muy distin-
tas especies (Boquet, Boronat y Ramos-Cormenzana 1973), contribuyendo
a la formacion de sedimentos y rocas carbonatadas (Castanier, Le Métayer-
Levrel y Perthuisot 1999), y encontrando aplicaciones tanto en la conserva-
cion del patrimonio histérico-artistico como en el campo de la construccion y
la ingenieria civil (De Muynck, De Belie y Verstraete 2010; Dhami, Reddy y
Mukherjee 2013, 2014; Zhu y Dittrich, 2016).

La capacidad de las bacterias carbonatogénicas de producir carbonatos tiene
su origen en la posesion de diversas rutas metabdlicas que inducen dicha bio-
mineralizacién (Zhu y Dittrich 2016). Las mas importantes son: (a) fotosinte-
sis oxigénica,; (b) reduccién de sulfatos y nitratos; (c) oxidacién de metano; (d)
amonificacion por degradacion de proteinas; y (e) degradacion (hidrdlisis) de
urea o acido drico (Castanier, Le Métayer-Levrel y Perthuisot 1999). De estas
rutas, las dos Ultimas son las implicadas en la produccién bacteriana de car-
bonatos con aplicaciones en la conservacion del patrimonio histérico-artistico.

Curiosamente, se ha comprobado que en determinados edificios histéricos
en los que de forma natural se ha desarrollado sobre la piedra una patina
gue protege al substrato, ésta tipicamente incluye biominerales, muchos de
ellos carbonatos de calcio generados por bacterias (Urzi, Garcia Vallés y
Vendrell 1999). Lo anterior avala que la precipitacion bacteriana de carbo-
natos es un fenédmeno extendido que puede contribuir de forma natural a la
proteccién de la piedra. Este hecho, junto con la existencia de numerosas
especies de bacterias carbonatogénicas, con elevada capacidad de produ-
cir cementos carbonatados, han propiciado que en las Ultimas décadas se
hayan desarrollado y aplicado diversos métodos de proteccion y/o consoli-
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dacion de piedra ornamental y otros materiales del patrimonio historico-artis-
tico basados en la precipitacion de carbonatos por bacterias. Estos métodos
podemos agruparlos en los tres tipos que se describen a continuacion.

METODO 1: EL METODO CALCITE BIOCONCEPT Y SUS VARIANTES

El primer método de proteccion/consolidacion bacteriana de piedra ornamen-
tal fue desarrollado por un grupo de investigadores de la Universidad Pierre
et Marie Curie de Paris y de la Universidad de Nantes (Francia) a comienzos
de la década de los noventa del siglo pasado (Adolphe et &l. 1990; Orial et &l.
1993; Castanier et al. 2000). Se basaba en la aplicacién de una poblacién de
bacterias carbonatogénicas, de origen externo al sustrato a tratar, Bacillus
megaterium o Bacillus cereus, sobre una piedra caliza alterada, aportando
(durante varios dias) un medio liquido nutritivo para favorecer el crecimiento
y proliferacion de las mismas. Al cabo de unos pocos dias su actividad meta-
bélica genera las condiciones fisicoquimicas 6ptimas (alcalinidad y concen-
tracion de Ca** y CO,*) para la precipitacion de un biocemento de CaCO,
en la superficie de la piedra tratada, cemento que Le Métayer-Levrel et al.
(1999) denominaban “biocalcin”. Se asumia que la produccion del cemento
carbonatado bacteriano podria ocurrir no solo en la superficie de los mate-
riales pétreos tratados, sino también en su seno poroso, ya que el tamafio
bacteriano es suficientemente pequefio (frecuentemente entre ~1 y unos
pocos um) como para poder acceder a la mayoria de los poros de una pie-
dra porosa. Este primer tipo de tratamiento de consolidacion con bacterias
fue patentado y comercializado con el nombre CALCITE Bioconcept y se
aplico en diversos edificios historicos de Francia (Le Métayer-Levrel et al.
1999; Castanier et &l. 2000).

Sin embargo, la poca penetraciéon del tratamiento (~ 10um), el uso de una
bacteria potencialmente patdgena (algunas cepas de B. cereus provocan
gastroenteritis), y un medio nutritivo con carbohidratos como fuente de car-
bono (Adolphe et al. 1990), que pueden favorecer la proliferacién de bacte-
rias productoras de acidos (y por tanto, procesos de biodeterioro) (Jroundi et
al. 2021), asi como la complejidad de la preparacion del cultivo bacteriano
(que hace necesaria la labor de expertos en microbiologia), han hecho que
el uso del tratamiento CALCITE Bioconcept no haya sido muy extendido.

Para tratar de paliar estas limitaciones, el grupo de la Universidad de Granada
(UGR), dedicado al estudio y conservacion de monumentos, propuso el uso
de una bacteria carbonatogénica del suelo, no patégena, Myxococcus xan-
thus, como alternativa para la consolidacién de piedra (Rodriguez-Navarro et
al. 2003). Esta bacteria utiliza los aminoacidos como fuente de carbono y de
nitrégeno, generando como subproductos CO, y NH,. El dltimo incrementa el
pH del medio, favoreciendo la formacion de iones carbonato a partir del CO,
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Imagen de microscopia electrénica de barrido
(SEM) del marmol de Macael antes (a) y después
(b) del tratamiento de proteccién/consolidacion
mediante produccién de CaCO, por Myxococcus
xanthus inoculado en medio M-3P. Se observa la
formacién epitaxial de calcita bacteriana sobre los
cristales de calcita del marmol | fuente modificado
de Rodriguez-Navarro et al. (2011)

Pérdida de peso a lo largo del tiempo (ensayo

de la pegatina) de bloques de calcarenita del
paramento externo de la girola del Monasterio

de San Jerénimo (Granada) sin tratar (linea roja
discontinua) y tratados con M. xanthus inoculado
en solucién nutritiva M-3P (linea azul continua).
Obsérvese la gran reduccién de pérdida de material
superficial tras el tratamiento bacteriano y cémo
esta eficacia consolidante y protectora se mantiene
en el tiempo (hasta cuatro afios tras la aplicacion
del tratamiento). Las barras de error muestran

la desviacién estandar | fuente modificado de
Rodriguez-Navarro et al. (2015)

del aire y del producido por el metabolismo bacteriano. Los iones carbonato
reaccionan con los iones de calcio (aportados en el medio de cultivo) provo-
cando la precipitacion de un cemento bacteriano de CaCO,. Un aspecto inte-
resante es que este tipo de bacterias forman colonias con cierta movilidad
(por deslizamiento) lo que les permite acceder al interior del sistema poroso
de los materiales pétreos en los que se aplican. Como resultado, se obtuvo
una excelente consolidacion en profundidad tanto en laboratorio como in situ
en el caso de la piedra calcarenita de Santa Pudia de uso en el patrimonio
construido de Granada (Rodriguez-Navarro et al. 2003; Rodriguez Navarro,
Jraundi y Gonzalez Mufoz 2015). Ademas, al usarse la soluciéon nutritiva
M-3P, que incluye 1 % Bacto Casitone (hidrolizado de caseina), 1 % Ca(CH,-
C0O0),-4H,0 (Ca total: 43.44 mM), 0.2 % K,CO,-1/2H,0 (K total: 35.6 mM;
CO,? total: 17.8 mM), y 10 mM de tampdn fosfato en agua destilada (pH 8),
pero que no tiene carbohidratos como fuente de carbono, se evitaba la posible
proliferacion de bacterias productoras de acidos.

Un resultado clave de este Ultimo tipo de tratamiento bacteriano fue obser-
var que la calcita recién formada crecia sintaxialmente (en continuidad cris-
talogréfica) sobre los cristales de calcita del sustrato (en el caso de calizas y
marmoles) (ver imagenes del margen izquierdo). Por otra parte, la calcita bac-
teriana es un biomineral que incluye subproductos organicos de la propia acti-
vidad metabdlica bacteriana y restos celulares (Rodriguez-Navarro et &l. 2003;
Jroundi et &l. 2017), con lo que la incorporacién de tales productos organicos
en la red cristalina de la calcita incrementa su dureza y resistencia mecanica,
tal y como ocurre por la incorporacion de biomoléculas en los biominerales de
calcita producidos por distintos organismos (por ejemplo, conchas de molus-
cos) (Pokroy, Fitch y Zolotoyabko 2006). Todo ello propicio, por una parte,
que el cemento carbonatado bacteriano presentase una excelente unién con
los carbonatos de la piedra tratada y, por otra, que el material adquiriese una
mayor resistencia frente al estrés mecanico y la meteorizacién quimica que la
calcita puramente abidtica de un material sin tratar. Esto se pudo comprobar
mediante diversos ensayos, como el de pérdida de peso por aplicaciéon de una
pegatina en la superficie tratada (grafico en el margen izquierdo).

El grupo de la UGR pudo comprobar que, usando un cultivo de M. xanthus,
no solo era posible consolidar calizas porosas como la calcarenita de Santa
Pudia, sino que se obtenian buenos resultados en otros sustratos carbona-
tados, tales como el marmol, y en sustratos silicatados tales como las arenis-
cas y el vidrio poroso (Rodriguez-Navarro et al. 2012). En estos dos ultimos
casos, la ausencia de un sustrato de cristales de calcita favorecia la nuclea-
cion y crecimiento de vaterita, uno de los polimorfos del carbonato célcico.

Otros grupos de investigacion han utilizado otros medios de cultivo y otras
especies de bacterias para consolidar distintos tipos de piedras porosas,
fundamentalmente calizas, con resultados generalmente satisfactorios
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(De Muynck, De Belie y Verstraete 2010). No obstante, Tiano, Biagiotti y
Mastromei (1999) observaron que la aplicacion en piedra de Lecce (calcare-
nita) de cultivos de Micrococcus sp. (aislado de un monumento) y de Bacillus
subtilis producia una consolidacion muy limitada y favorecia la proliferacion
de hongos, concluyendo que tal tipo de tratamiento no era recomendable
para la consolidacion de piedra calcarea. En este caso hay que sefialar que
el medio de cultivo utilizado (medio B4, que contiene acetato calcico 0.25 %;
extracto de levadura, 0.4 %; dextrosa, 0.5 %; pH 8) podria estar relacionado
con la formacion de colonias de hongos. Por otro lado, el consorcio Biobrush
utilizé bacterias sulfato reductoras para eliminar costras de yeso desarrolla-
das sobre piedra calcarea, al mismo tiempo que se inducia la precipitacion de
calcita como material cementante (May 2005; Webster y May 2006). El grupo
de la Universidad de Gante, ademas de aplicar la biomineralizacién bacte-
riana utilizando un cultivo de Bacillus sp. para la consolidacion de piedra cal-
carea porosa (Dick et al. 2006), utilizé este mismo tipo de tratamiento para
la proteccion de morteros de cemento y hormigén (De Muynck et &l. 2008).

METODO 2: ACTIVACION DE LAS BATERIAS CARBONATOGENICAS
INDIGENAS

Si bien varios de los tratamientos arriba indicados dieron resultados posi-
tivos, estos métodos son complejos y costosos ya que se hecesita perso-
nal especializado (microbi6logos) y un laboratorio adecuado para preparar
los cultivos bacterianos. Ademas, hay que asegurarse de que la aplicacion
in situ se hace en el momento éptimo, es decir cuando el cultivo bacteriano
esté en la fase de crecimiento exponencial. Esto hace que, en la practica, la
aplicacién de estos tratamientos sea compleja, limitando su aceptacién por
parte de la comunidad de conservadores y restauradores.

Para tratar de paliar estas limitaciones, nuestro grupo patenté en 2008 un
nuevo método de consolidacion bacteriana basado en la activacién selec-
tiva de la microbiota bacteriana carbonatogénica indigena de la piedra orna-
mental a tratar (Gonzalez-Mufioz et &l. 2008). Dicha activacién se consigue
mediante la aplicacion de un medio de cultivo estéril con una composicion
muy especifica. Este medio de cultivo es el M-3P, citado mas arriba.

Obviamente, existe una premisa para que el tratamiento sea eficaz: que en
la piedra o sustrato a tratar existan bacterias carbonatogénicas. En este sen-
tido hay que sefialar que numerosos estudios demuestran que en la inmensa
mayoria de los sustratos pétreos de edificios histéricos la microbiota extraida
y analizada incluye abundantes bacterias carbonatogénicas (Urzi, Garcia
Vallés y Vendrell 1999; Jiménez-Lopez et al. 2007, 2008; Jroundi et &l. 2010;
2017; Ettenauer et al. 2011; Montafio-Salazar, Lizarazo-Marriaga y Brandao
2018; Rodriguez-Navarro et &l. 2012, 2015; Elert et al. 2021; Tiano, Biagiotti y
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Tratamiento de piedra por activacion de las
bacterias indigenas carbonatogénicas con medio
de cultivo estéril M-3P. Imagen superior: pérdida
de peso con el tiempo (ensayo de la pegatina) de
la piedra calcarenita de la cresteria de la Capilla
Real (Granada) tratada in situ con M-3P (linea

roja) y con silicato de etilo (linea azul). N6tese que
ambos tratamientos tienen un comportamiento
parecido | fuente modificado de Rodriguez-Navarro
et al. 2015. Imagen central: DR de calcarenita del
paramento del claustro del Monasterio de San
Jerénimo (Granada) sin tratar (linea roja) y tratada
con M-3P (linea azul). Las bandas de coloracién
rosa y azul claro marcan la desviacién estandar |
fuente Jroundi et al. 2017. Imagen inferior: imagen
de SEM de toba volcanica del Templo 10L-18 del
sitio arqueolégico Mmaya de Copéan (Honduras) tras
el tratamiento con solucién estéril M-3P. Nétense las
células bacterianas calcificadas, unidas entre si y
al sustrato pétreo, mediante un cemento bacteriano
carbonatado | imagen Kerstin Elert

Mastromei 1999). En particular, se ha detectado que una fraccion importante de
las bacterias identificadas por métodos gendmicos/moleculares incluye nume-
rosas especies de los filos Bacillota, Actinomycetota y Pseudomonadota, todas
ellas capaces de producir carbonatos si se cultivan en el medio M-3P (Jroundi
et al. 2010, 2017, 2020). Dichas bacterias carbonatogénicas estan presentes
en distintos tipos de sustratos (piedras calcareas y silicatadas, morteros de call
y yeserias) y en ambientes muy diversos (desde zonas de clima mediterraneo
hasta zonas tropicales) (Tiano, Biagiotti y Mastromei 1999; Urzi, Garcia Vallés
y Vendrell 1999; Ettenauer et &l. 2011; Montafio-Salazar, Lizarazo-Marriaga
y Branddo 2018; Fang et al. 2017; Li et al. 2018; Jroundi et al. 2010, 2017,
2020). En algunos casos, su capacidad de produccién de carbonatos es tan
elevada que, por ejemplo, bacterias del género Bacillus y Pseudomonas, se
han usado para cementar suelos (Dhami, Reddy y Mukherjee 2013). Ademas,
los analisis de microbiota total de diversos sustratos pétreos y de morteros
muestran que el 100 % de las bacterias cultivables en el medio M-3P son car-
bonatogénicas y no prolifera ninguna bacteria productora de acidos (Jroundi
et al. 2010, 2017, 2020). Por otro lado, en piedras degradadas se han obser-
vado tamafios de poblaciones de tales bacterias carbonatogénicas en torno a
10° unidades formadoras de colonias (UFC)/g, aumentando hasta valores de
107 UFC/g tras la aplicacion del tratamiento M-3P (Jroundi et al. 2017; Elert et
al. 2021), lo que subraya la eficacia de este tipo de tratamiento de activacion
de la comunidad indigena bacteriana carbonatogénica. Ademas, un aspecto
muy positivo de este tipo de tratamiento es su capacidad de disminuir la can-
tidad de bacterias productoras de acidos, si éstas estaban presentes antes de
su aplicacion (Jroundi et al. 2020). Estos resultados demuestran que el tra-
tamiento es extraordinariamente selectivo, puesto que solo activa las bacte-
rias carbonatogénicas, y puede ser eficaz para miltiples tipos de sustratos y
en diversos ambientes, ya que en todas las situaciones ensayadas hasta la
fecha se ha conseguido que se activen suficientes bacterias carbonatogéni-
cas como para producir un biocemento de carbonato de célcico con un ele-
vado poder consolidante (Delgado Rodrigues y Ferreira-Pinto, 2019; Jroundi
et al. 2017; Elert et &l. 2021).

Respecto al poder consolidante del tratamiento de activacion con solucion
nutritiva estéril M-3P, los ensayos realizados tanto en laboratorio como in
situ (en edificios historicos) indican un notable incremento de la resistencia
mecénica, tanto en superficie (medidas de pérdida de peso por ensayo de la
pegatina) como en profundidad (ensayo de resistencia al taladrado, DR), tal
y como se observa en las imagenes de esta pagina. Estos efectos son debi-
dos a la formacion de un biocemento de CaCO, que recubre las paredes de
los poros de las piedras tratadas, sin bloquearlos (imagen inferior).

Es importante sefialar que la eficacia de este tratamiento no se limita a cli-
mas moderados (de tipo mediterraneo), sino que se extiende a otros ambien-
tes mas complejos y agresivos, caso del area Maya, con un clima tropical.
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Recientemente se aplico el tratamiento M-3P a la toba volcénica de los silla-
res y esculturas/bajo relieves de un templo Maya (Estructura 10L-18) de
época clasica (700-850 d. de C.) situado en el sitio arqueolégico de Copan
(Honduras). Los resultados de éste se evaluaron tanto in situ como en mues-
tras de dicha toba volcénica tratadas en el laboratorio (Jroundi et &l. 2020;
Elert et &l. 2021). La piedra de Copan se ve afectada por procesos de desca-
macion muy acusados, debido a fenédmenos de expansion/contraccion (por
cambios de humedad) de las arcillas (esmectitas) presentes en proporciones
gue alcanzan el 8 % en peso. Por métodos moleculares se identifico la pre-
sencia de abundantes bacterias carbonatogénicas en dicha piedra (Jroundi
et al. 2020). Estas bacterias fueron activadas por el tratamiento M-3P produ-
ciendo una elevada cantidad de CaCO, bacteriano (ver imagen inferior de la
pagina anterior e imagen superior de esta pagina). Tales carbonatos actua-
ron como cemento consolidando la piedra volcanica degradada en profun-
didad (tanto en el laboratorio como in situ). Dicho grado de consolidacion
fue comprobado mediante el ensayo de la pegatina y mediante ensayos de
DR (Elert et al. 2021), tal y como se muestra en la imagen superior derecha.
Ademas, el tratamiento provocd una reduccion de la expansién hidrica de
esta piedra (asociada a la presencia de esmectitas) (imagen derecha abajo),
y aumento el angulo de contacto desde ~0-15° hasta ~93° (imagenes infe-
riores izquierda). Estos resultados demuestran que el tratamiento de biomi-

Proteccion y consolidacion bacteriana de la piedra
volcanica (toba) de Copan. Imagen superior:
esquema de aplicacion del tratamiento (solucién
nutritiva, M-3P) y la formacién del carbonato
bacteriano (células calcificadas junto con EPS
vistos al SEM). Imagen superior derecha: perfil de
DR en la piedra de Copén sin tratar y tratada con
M-3P (las zonas sombreadas marcan la desviacion
standard de las medidas). Imagen inferior derecha:
reduccion de la expansion hidrica de la piedra de
Copan tras el tratamiento bacteriano. Hay que
destacar la ausencia de deformacion residual
después de un ciclo completo de humectacion/
secado (recuadro). En el caso de la piedra sin tratar
hubo una deformacion residual de ~0.001 después
de un ciclo completo de mojado/secado. Imagenes
inferiores izquierda: angulo de contacto del agua
sobre la piedra de Copéan antes y después del
tratamiento bacteriano | fuente modificado de Elert
et al. (2021) y Elert y Rodriguez-Navarro (2022)
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Iméagenes de microscopia de fuerza atémica (AFM)
in situ con resolucién temporal de la disolucién

de calcita. a) Control (sin tratar) y b) Superficie de
calcita tratada con bacterias carbonatogénicas,
expuestas a una solucién 1 M de MgSO4. Tiempo
= 0 min representa el momento en que se inyectd
la solucién salina en la celda de fluidos del AFM.
Las flechas amarillas en (a) muestran el retroceso
con el tiempo del macropeldafio (debido a la rapida
disolucioén de la calcita). No se observa disolucion
en (b) durante el transcurso del experimento. Barra
de escala: 1 ym. | fuente Jroundi et al. (2017)

neralizacion bacteriana no sélo fue eficaz consolidando la piedra volcanica
de Copan, sino que también generd un importante efecto protector, posible-
mente por la accidn de las sustancias exopoliméricas (EPS) bacterianas. El
EPS junto con las células bacterianas forman biopeliculas, que pueden ser
hidrofébicas (Epstein et al. 2011). Ademas, el EPS puede interactuar con las
arcillas expansivas inhibiendo/limitando su expansion (Alimova et al. 2009).

METODO 3: AUTOINOCULACION CON LA MICROBIOTA INDIGENA

Nuestro grupo de la UGR también ensayd una variacién del anterior tra-
tamiento para un problema muy dificil: la alteracién masiva de la calcare-
nita porosa del Monasterio de San Jer6nimo (Granada), muy degradada por
problemas de cristalizacion de sales. La nueva estrategia conllevo el aisla-
miento, identificacion y cultivo en laboratorio (en medio M-3P) de las bacte-
rias carbonatogénicas indigenas presentes en la piedra calcarenita alterada
del Monasterio de San Jerénimo. A continuacion, este cultivo de bacterias
carbonatogénicas que incluia numerosas especies (Jroundi et al. 2017) se
(re)aplicé (autoinoculacion) sobre la misma piedra de la que se extrajo esta
microbiota bacteriana autdctona. Tras la aplicacion del cultivo, durante 6 dias
se aplicé solucion nutritiva M-3P estéril (dos veces al dia, hasta saturacion).
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Finalmente, tras la aplicacion del tratamiento, se evalué su eficacia compa-
randola con la de los tratamientos (i) M. xanthus (Método 1) y (ii) solucién
M-3P sin inocular (estéril) (Método 2). Los tres tratamientos se aplicaron al
mismo tiempo en bloques de calcarenita del edificio con igual exposicion
y nivel de alteracién (Jroundi et al. 2017). El tercer método, el de autoino-
culacién, produjo el mayor nivel de consolidacion (medido in situ mediante
pruebas de la pegatina y DR), posiblemente porque las bacterias carbona-
togénicas aisladas y cultivadas en el laboratorio ya estaban adaptadas al
ambiente salino de la calcarenita degradada. Ello favorecié que al re-aplicar-
las sobre la piedra proliferaran facilmente y generaran abundante cemento
de CaCO,. No obstante, hay que sefialar que el Método 2 permiti6 obtener
una consolidacion, si no tan elevada como el Método 3, si bastante acep-
table, mientras que el Método 1 produjo un menor grado de consolidacion.
Por otro lado, se observd que todos los tratamientos generaban una nota-
ble proteccioén superficial frente a la disolucion (imagen de la pagina anterior)
(Jroundi et &l. 2017).

CONCLUSIONES

La proteccion y consolidacion de la piedra mediante el uso de bacterias es
un método novedoso, ecolégico y muy efectivo, que en gran medida permite
paliar los problemas y/o ineficacia de los tratamientos de conservacion tradi-
cionalmente aplicados a la piedra ornamental.

Existen basicamente tres métodos de tratamiento de la piedra con bacterias
productoras de carbonatos (bacterias carbonatogénicas): (i) Método 1: apli-
cacion de un cultivo bacteriano externo a la piedra; (i) Método 2: activacion
de las bacterias carbonatogénicas presentes en un sustrato pétreo mediante
aplicaciéon de una solucion nutritiva estéril (M-3P); y (iii) Método 3: extraccion
y cultivo en laboratorio de la microbiota bacteriana carbonatogénica indi-
gena de un sustrato pétreo, y posterior autoinoculacion de la misma en dicho
sustrato. Los tres métodos consolidan y protegen la piedra tratada, espe-
cialmente en el caso de sustratos calcareos. No obstante, los mejores resul-
tados, considerando aspectos tales como facilidad de aplicacion, asi como
grado de proteccién y consolidacién alcanzados, se obtienen con el Método
2. Sin embargo, los mejores resultados en términos absolutos de proteccion
y consolidacion se obtienen con el Método 3, aunque dada su mayor com-
plejidad, este ultimo método deberia preferentemente usarse en casos extre-
mos de degradacion de la piedra.

Una conclusion clave del estudio de las aplicaciones de bacterias para la
conservacion de la piedra es que, de forma natural, existen numerosas bac-
terias carbonatogénicas indigenas en practicamente todos los sustratos y
ambientes analizados hasta la fecha. Ello abre la posibilidad de usar los
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métodos 2 y 3 en practicamente todo tipo de sustratos pétreos degradados.
Destacar que en la actualidad se comercializa el tratamiento de activacion de
la microbiota bacteriana carbonatogénica mediante la aplicacion del medio
estéril M-3P (patentado). Dicha comercializacion la realiza la empresa KBYO
Biological S.L.

Es necesario seguir evaluando la efectividad de estos nuevos métodos de
conservacion de la piedra monumental aplicandolos tanto en laboratorio,
como en ensayos in situ, a pequefia escala, en distintos sustratos y en un
namero méas amplio de ambientes, evaluando su efectividad de forma pre-
cisa. Notese que un aspecto a considerar en el futuro es el desarrollo de
nuevos métodos de evaluacion in situ de la efectividad de tales tratamientos,
aspecto bastante complejo y que no ha sido resuelto hasta la fecha. Tales
ensayos y aplicaciones in situ del tratamiento de consolidacion y proteccion
de la piedra con bacterias estan permitiendo en la actualidad, y permitiran en
el futuro, evaluar su eficacia a medio y largo plazo, ofreciendo a los restau-
radores y conservadores resultados que avalen su aplicacién a gran escala
en intervenciones de conservacion y restauracion.
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