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RESUMEN

Las propiedades microbicidas e insecticidas de determinadas plantas
autéctonas se conocen desde tiempos remotos. No obstante es a partir del
siglo XX cuando comienzan a desarrollarse investigaciones multidisciplinares
sobre especies para uso medicinal, agricola y proteccion del medio ambiente.
Actualmente los andlisis quimicos y genéticos permiten seleccionar productos
especificos, derivados de plantas, para eliminar microorganismos e insectos
en bienes culturales. Sin embargo, la principal dificultad reside en el método
de aplicacion. El producto debe penetrar en las estructuras de los materiales
historicos para erradicar el agente de biodeterioro. Los tratamientos en
fase de vapor o pulverizacion pueden ser insuficientes, especialmente en
colecciones de libros, textiles o piezas de madera.

En un proyecto de colaboracion entre el Instituto del Patrimonio Cultural
de Espafa (IPCE) y el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC), se investigo el aceite esencial de Artemisia absinthium para eliminar
hongos, Penicillium chrysogenum y Fusarium verticilloides, desarrollados en
material celulésico. El producto se aplicé mediante un sistema dinamico de
desinfeccién, basado en el método de anoxia. Se empled un flujo continuo
de gas inerte, nitrégeno, burbujeado en una solucion con aceite esencial
de Artemisia absinthium, diluido en etanol. La técnica que combina baja
concentracion de oxigeno y un aceite esencial ha sido eficaz en los objetos
tratados.

Los productos derivados de las plantas, aunque sean naturales, pueden
tener un impacto negativo en la salud, ambiente, o producir alteraciones en
los materiales historicos. Aspectos como la viabilidad y sostenibilidad son,
asimismo, comentados.
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Desarrollo de Penicillium chrysogenum | foto Nieves Valentin, autora de todas las imagenes del articulo si no se indica lo contrario
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INTRODUCCION

Los biocidas toxicos se han utilizado regularmente para controlar el biode-
terioro de los bienes culturales. Actualmente, la legislacién de numerosos
paises limita o prohibe su uso, cuando se evidencian riesgos para la salud
de las personas, impacto ambiental o alteraciones de las propiedades fisi-
co-quimicas de los objetos histdricos. También se pretende que los trata-
mientos elegidos sean sostenibles y viables. Compatibilizar estos aspectos
es complicado, especialmente, en instituciones culturales con colecciones
diversas, escasos recursos y ubicadas en paises de clima humedo y calido.

En 1989 comenzaron a aplicarse atmésferas con bajo contenido de oxigeno
para desinsectar materiales histéricos. Es un tratamiento quimico no toxico,
no invasivo, no destructivo, conocido como anoxia. Consiste en reemplazar
el aire por un gas inerte, nitrdgeno, en un espacio herméticamente cerrado
que contiene el bien cultural. Con ello se elimina el 100 % de los insectos en
todas las fases de sus ciclos bioldgicos. Representé un avance en la apli-
cacion de métodos “verdes” para la conservacion del patrimonio histérico
(Valentin 1989, 1993).

En el caso de hongos y bacterias aerobias, una concentracién de oxigeno
menor del 0.1 % interrumpe y decrece su desarrollo. La humedad relativa (HR)
aconsejable es 45-50 %, y la temperatura (T), 20-22 °C durante 4-5 semanas.
Las bacterias anaerobias no son erradicadas, pero se evita su multiplicacion
debido a la insuficiente humedad (Valentin, Lidstrom y Preusser 1990).

Anoxia es el procedimiento mas seguro para objetos delicados con biodete-
rioro. Es sostenible. Su viabilidad depende de las posibilidades de la institu-
cion. Requiere un coste inicial en equipos y materiales que se rentabiliza en
funcién del nimero de tratamientos a realizar.

Entre los métodos fisicos, se cuenta con el choque térmico por altas o bajas
temperaturas y las microondas. Las altas temperaturas se aplican a obje-
tos con infestacion. Las bajas temperaturas inactivan la multiplicacion de
microorganismos e insectos. Los insectos mas resistentes pueden ser eli-
minados a -50 °C, pero los microorganismos se conservan y vuelven a acti-
varse a temperatura ambiente (Strang 2001). El procedimiento se suele
emplear en caso de desastres, colecciones afectadas por inundacion o pla-
gas. Aungque es econdmico y rapido, no se usa habitualmente en museos
por su posible impacto en las propiedades fisicoquimicas de los materiales
delicados.

Las microondas son efectivas para eliminar insectos en superficies de

madera, preferiblemente sin relieves. Pueden representar un riesgo de alte-
racion para objetos conformados por distintos materiales (Vivancos 2007).
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Como alternativa, las investigaciones sobre extractos y aceites esenciales
de plantas con actividad biocida estan aportando resultados favorables en el
area del patrimonio cultural.

Las plantas autéctonas se han empleado con frecuencia en medicina, perfu-
meria o rituales religiosos. En el siglo IV ya se empleaban vapores de plan-
tas como antidoto de veneno (Laird y Phillips 2011).

En el siglo VIII, el mundo islamico utilizé6 agua sometida a coccién con raiz
de acacia o de espino blanco, con el fin de fabricar papel resistente al desa-
rrollo de insectos.

Las momias egipcias, datadas a partir de 3500 a. de C, se trataron con resi-
nas de coniferas, mirra, laurel, tomillo, canela, para evitar la proliferacion de
insectos, microorganismos y mal olor. Similarmente, las plantas se aplicaron
en otras momias: guanches (Tenerife), americanas y chinas. La eficacia en
la conservacion a largo plazo viene condicionada también por las caracteris-
ticas climaticas y geograficas del pais.

En el Reino Unido (s. XVII), se publicaron descripciones sobre mas de 400
plantas, muchas de ellas utilizadas para curar enfermedades infecciosas y
otras dolencias (Culpeper 2019).

Las expediciones realizadas a América, China, India y Japén, durante los
siglos XIX y XX, permitieron la investigacion de nuevas especies vegetales
que los pueblos indigenas utilizaban para combatir enfermedades y proteger
sus alimentos.

Actualmente, la genética molecular y analisis quimicos de las plantas, ha
ampliado el ambito de aplicacién en el area sanitaria, agricola, cosmética,
y conservacion del patrimonio historico. Ello ha incidido en el desarrollo de
nuevos mercados y profesionales especializados. No obstante, no todos los
extractos y aceites esenciales aplicados para eliminar el biodeterioro son
seguros para el medio ambiente, salud y el propio bien cultural. Algunos, pue-
den atraer insectos. El aceite esencial de Lavandula angustifolia, espliego,
tiene propiedades antimicrobianas (Rakotonirainy y Lavedrine 2005), pero
no es efectivo frente a ciertos insectos y puede actuar como atrayente segun
su preparacion. La planta los atrae especialmente durante la floracion. La
interaccion de todos estos factores requiere mayor investigacion.

Ademas de plantas vasculares superiores, se han descrito algas que poseen
polifenoles con actividad antifingica. Entre los liquenes, Usnea barbata y
Caloplaca saxicola producen un antibiético, acido Gsnico, activo frente a
bacterias Gramnegativas (Castro, Pastor de Abramy Collantes 2011; Molina
2014). Su aplicacion a bienes culturales infectados es prometedora.
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Lavandula angustifolia, espliego, tiene actividad
antimicrobiana | foto Marcos del Mazo

EXTRACTOS DEPLANTAS Y ACEITES ESENCIALES PARAEL CONTROL
DEL BIODETERIORO

Se pretende:

> Disponer de una alternativa sostenible y viable a los procedimientos
convencionales.

> Establecer protocolos con metodologias apropiadas para tratar coleccio-
nes de numerosos objetos.

> Aportar una respuesta frente a la creciente resistencia de los microorganis-
mos a microbicidas.

Para determinar los productos derivados de plantas mas eficaces y su
método de aplicacién es necesario:

A) Obtener el producto a partir de la planta identificada por biologia molecular

Es conveniente diferenciar entre extractos y aceites esenciales. La diferen-
cia reside en su forma de obtencion.

El extracto se obtiene por maceracién de la planta con un solvente como
agua, etanol, metanol u otro. Es necesario obtener los productos solubles de
la planta. El aceite esencial se obtiene por destilacion, arrastre de vapor de
agua, condensacion y separacion del aceite esencial. Para ello, el vapor de
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agua a elevada temperatura penetra por la parte inferior de un recipiente que
contiene la planta elegida, y sale por la abertura superior arrastrando vapor
con el aceite esencial, que pasa a un condensador, se enfria y se vuelve
liguido. Finalmente, llega a un decantador donde se separa el aceite esen-
cial del hidrosol.

B) Determinar la composicion quimica del producto y mecanismo de
actuacion

La molécula que se encuentra en mayor cantidad en la composicion del
vegetal se denomina quimiotipo. Permite clasificar la composicion quimica
de la planta y define las caracteristicas del aceite esencial/extracto y sus
aplicaciones.

Los aceites esenciales pueden tener en su composicion varios principios
activos y por tanto, diferentes quimiotipos. Salvia rosmarinus (romero) tiene
un quimiotipo, alcanfor, molécula que aparece mayoritariamente en su com-
posicion, posee accion analgésica; el segundo quimiotipo, cineol, tiene acti-
vidad antibacteriana.

El quimiotipo de una planta puede variar en funcién de su ubicacion geogra-
ficay clima que le afecta.

La composicién de los aceites esenciales se determina mediante el aco-
plamiento de cromatografia de gases-espectrometria de masas. En el caso
de extractos, se emplea la misma técnica, siempre que se usen disolventes
apolares; y cromatografia de liquidos-espectrometria de masas, cuando se
trate de soluciones polares como agua o etanol (Bailén et al. 2013)

Los aceites esenciales con caracter biocida suelen estar compuestos por:
terpenos (monoterpenos y sexquiterpenos); aldehidos y cetonas, ésteres;
y colorantes (flavonas, azuleno). Concretamente, los terpenos aromaticos,
hidrocarbonos ciclicos de caracter hidrofdbico, se acumulan en la membrana
celular microbiana alterando su estructura y funcién y, por tanto, dafan el
microorganismo expuesto.

C) Analizar la actividad bioldgica

El IPCE junto con el CSIC describieron plantas autéctonas con actividad
microbicida de uso medicinal. Algunas de ellas eran potencialmente extra-
polables a la desinfeccion y desinsectacién de bienes culturales (Morales
Valverde et &l. 2013). Posteriormente, se investigd la actividad fungicida
del aceite esencial de Artemisia absinthium y su aplicacion para eliminar
hongos ambientales Penicillium chrysogenum y Fusarium verticilloides
(Valentin 2018).
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Aislamiento de Fusarium verticilloides

Disco de papel inoculado con Penicillium
chrysogenum y tratado con Artemisia absinthium.
No se observa desarrollo después del tratamiento

Disco control, inoculado y sin tratamiento con A.
absinthium. Se aprecia abundante crecimiento de
Penicillium chrysogenum

Artemisia absinthium, conocida como ajenjo, ha sido utilizada para curar
determinadas enfermedades infecciosas. También para fabricar la bebida
absenta, a la que se le han atribuido propiedades alucinégenas, debido al
componente, tuyona, inhibidor del &cido Gamma-aminobutirico.

Como hongos diana se utilizaron Penicillium chrysogenum y Fusarium verti-
cilloides. Fueron tratados con diferentes concentraciones de A. absinthium,
hasta determinar la minima cantidad con mayor bioactividad. Para ello, a
partir de los hongos se prepararon respectivas suspensiones de esporas
(108 esporas ml?). De cada suspension, se tomaron 10 pl, que fueron inocu-
lados, en discos de papel, Filter-Lab 1235, de 25 mm de didmetro, y se depo-
sitaron en placas de Petri con medio de cultivo agar-capeck, incubandose
a 28 °C. Transcurridos 4 dias, se observo micelio abundante de los hongos
sobre los discos incubados. En cada disco contaminado se aplicé 1 ml de
la disolucion del aceite esencial de Artemisia absinthium, 0.1 % diluido en
etanol al 70 %. Después de la incubacion, y pasados 12 dias, no se detectd
desarrollo de los hongos en los discos de papel tratados.

D) Evaluar el sistema de aplicacion del producto en objetos contaminados

La eficacia de la desinfeccion de objetos histéricos depende de la 6ptima
difusion del producto a través de sus materiales. Los procedimientos gaseo-
sos aplicados en un sistema dindmico de flujo continuo garantizan la difusion
del gas en las estructuras de los soportes y evitan una desinfeccion solo de
superficie.

En este caso, los ensayos se realizaron con libros experimentales fabrica-
dos con papel Whatman y discos de celulosa inoculados con Penicillium
chrysogenum y Fusarium verticilloides. Los discos de papel con abundante
micelio se introdujeron entre el paginado de los libros. El material se depo-
sitd en una bolsa de plastico de barrera con vélvulas de entrada y salida. A
través de ellas se hizo circular nitrégeno burbujeado en una solucion hidro-
alcoholica de Artemisia absinthium, 0.1 %, en etanol 70 %, durante 8 horas
a HR y T medias de 45 % y 20 °C. En la vélvula de salida del gas de la
bolsa, debe acoplarse un portafiltros, con un filtro Millipore® microporoso,
para evitar dispersar esporas microbianas en el ambiente. Finalmente, la
bolsa se cerré herméticamente permaneciendo en estanquidad 7 dias, al
término de los cuales el material se expuso al aire durante 8 semanas. No
se observd crecimiento fungico ni en los libros ni en los discos de papel
contaminados.

Una atmésfera con bajo contenido de oxigeno 0.1 %, y 45 % (RH) decrece
la multiplicacion de hongos y bacterias aerobias y anaerobias (Valentin,
Lidstrom y Preusser 1990). Cuando la anoxia se combina con un extracto o
aceite esencial en etanol 70 %, se refuerza la actividad microbicida.
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Equipos para aplicar aceite esencial diluido en
etanol con flujo de nitrégeno: a la izquierda,
caudalimetro, que mide flujo de gas nitrégeno; en el
centro, frasco lavador de gases para burbujeo del
aceite esencial en etanol; a la derecha, datalogger
para registro de temperatura y humedad relativa

Tratamiento de material celulésico contaminado
utilizando flujo de nitrégeno burbujeado en A.
absinthium en etanol 70 %

Concluida la desinfeccion, es necesaria una limpieza de los materiales para
eliminar micelios. También, deben controlarse las condiciones ambientales.

La bolsa de plastico de barrera es reciclable, puede albergar numerosos
objetos segun el tamafio.

Elamin et &l. 2019 demostraron que una atmosfera con muy bajo contenido de

oxigeno, y burbujeada en una disolucion del aceite esencial de Pinus regida al
0.1 % en etanol 70 %, era eficaz para eliminar esporas de Alternaria alternata.
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OTRAS INVESTIGACIONES EN ENTORNOS GEOGRAFICOS DIVERSOS

La literatura muestra abundante informacién sobre andlisis de aceites esen-
ciales y extractos con actividad biocida. Por el contrario, son mas escasas
las investigaciones sobre su aplicacion a objetos histéricos, que alerten de
posibles riesgos de deterioro incluyendo salud y medio ambiente.

Bailén et al (2013) analizaron Artemisia absinthium y determinaron la pre-
sencia de monoterpenos, sesquiterpenos, Oxidos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, ademas de ésteres implicados en la eliminacién de hongos, insec-
tos coledpteros y parasitos. Detectaron cis-epoxyocimene, chrysanthenol,
chrysanthenyl acetato y 2,6-Dimethyl-5,7-octadien-2,3-diol. También, [-tu-
yona y sabinyl acetato, que fueron eficaces para eliminar Fusarium oxys-
porum y Fusarium solani.

Bachrouch et &l. (2015) investigaron los quimiotipos de los aceites esenciales
de Artemisia absinthiumy A. herba—alba desarrolladas en Tunez. Observaron
eficacia de A. herba-alba para eliminar coleépteros Orysaephilus surinamen-
sis y Tribolium castaneum, atribuido a la presencia de a y B-pineno, cam-
phene, 1,8 cineol, que poseen efecto insecticida.

Laabsintinaes una lactona sesquiterpénica presente en A. absinthium con efec-
tos antimicrobianos. Otra especie, Artemisia annua, posee un sesquiterpeno,
artimisina, con propiedades antimalaricas, antibacterianas y antinflamatorias.

Borrego et al. (2012) analizaron 7 aceites esenciales de plantas de uso
comun y sus principios activos para eliminar bacterias y hongos: Aspergillus
niger, Aspergillus clavatus, Penicillium sp., Fusarium sp., aislados de mate-
rial celulésico de archivos de Cuba. Detectaron que Origanum vulgare,
Allium sativum y Pimpinella anisum presentaban buena actividad fungicida;
Origanum vulgare, Allium sativum, y Syzygium aromaticum eran efectivos
para erradicar bacterias Enterobacter agglomerans y Streptomyces sp. Sélo
Origanum vulgare y Syzygium aromaticum fueros eficaces para eliminar
Bacillus sp. Origanum vulgare, orégano, y diferentes especies de Thymus,
tomillo, poseen timol, un monoterpeno del fenol con actividad fungicida.

Vijayalakshmi y Subhashini (2000), en India, utilizaron extractos de plantas
en solucién acuosa para interferir en los mecanismos de desarrollo, alimen-
tacion, ovoposicion, produccion de quitina y apareamiento sexual de insec-
tos coledpteros. Eligieron Azadirachta indica, Annona squamosa, Lantana
camera, Melia azedarach, Pongamina pinnata, Curcuma longa, Allium sati-
vum, Acorus calamus, Vitex negundo y Zingiber officinalis.

Azadirachta indica, conocida como Neem, mostré amplio espectro de efi-
cacia. Ha sido utilizada desde tiempos remotos por sus propiedades medi-
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cinales. Actualmente, se emplea para repeler insectos y reforzar la accion
desinfectante en articulos de higiene y cosmética.

Gbmez de Saravia et al. (2008), analizaron 9 extractos de plantas en solu-
cion hidroalcohdlica selecionadas por su actividad microbicida o microbios-
tatica debida a la presencia de componentes; kaempferol, acido clorogénico
e iso-clorogenico, arctiopicrin, acidos acético y ascoérbico, taninos, alcaloi-
des, terpenos, esteroides, fenoles, entre otros. Obtuvieron mayor eficacia
de Arctium lappa (con lactona sesquiterpénica), para eliminar Bacillus poli-
mixa, Enterobacter agglomerans y Streptomyces sp., aislados de archivos
histéricos. Asimismo, reportaron que los extractos pertenecientes a la familia
Centaurea (con lactonas insaturadas) fueron mas eficaces para eliminar las
bacterias Gramnegativas que Grampositivas.

Tequida-Meneses et al. (2002) prepararon extractos de Larrea tridentata y
Datura discolor para eliminar hongos; Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium Chrysogenum, Penicilliun expansum, Fusarium moniliforme y
Fusarium poae. Mostraron que Larrea tridentata actuaba como fungicida en
todos los hongos excepto en Aspergillus niger. El desarrollo de Fusarium
poae y Aspergillus flavus se inhibié con Datura discolor disuelto en etanol.
Aspergillus niger, A. flavus y Fusarium moniliforme fueron los mas resisten-
tes frente a las plantas utilizadas.

Rakotonirainy y Lavedrine (2005) utilizaron aceites esenciales para desinfec-
cién de libros. Analizaron 9 plantas y sus quimiotipos, entre ellas; Artemisia
vulgaris (con a + B thujona y alcanfor), Eucaliptus globosus (1.8 cineole,
B -eucaliptol), Lavandula angustifola (linalool y linalyl acetato). Los hongos
ensayados fueron: Aspergillus niger, A. fumigatus, A. repens, Cladosporium
herbarum, Penicillium frequentans, Trichoderma viride, Chaetomium globo-
sum, Paecilomyces variotii y Stachybotrys atra.

Las plantas con linalool fueron efectivas, aunque el producto aplicado en
fase de vapor tuvo mayor eficacia fungistatica que fungicida. Puede deberse
a que un tratamiento pasivo en fase de vapor no penetra adecuadamente
entre las fibras de celulosa del paginado de los libros.

Tequida-Meneses et al. (2002) detectaron impactos deteriorantes del linalool
en materiales histéricos. En fase de vapor y aerosol sobre material fotogra-
fico, gelatina de plata, ocasioné una oxidacion de los componentes foto-
gréficos, detectada por cambios en la densidad 6ptica de los materiales. El
linalool se oxida en presencia de aire formando hidroperéxidos que pueden
oxidar la plata. En las pieles de encuadernacion, apreciaron una desnatura-
lizacion del material. En dos tipos de papel tratados, no detectaron alteracio-
nes de color, ni del grado de polimerizacién de la celulosa, pero se redujo el
pH en ambos papeles.
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En cuanto al impacto en la salud, Skéld et al. (2002) indicaron que el lina-
lool posee hidroperédxidos que pueden causar dermatitis de contacto de tipo
alérgico.

Huey et al. (2007) reportaron que el linalool, eucaliptol y D limonene, apli-
cados en ambiente, podian ocasionar productos secundarios, componentes
organicos volatiles, incluyendo formaldehido, con implicaciones desfavora-
bles en la salud.

Los extractos y aceites esenciales son sostenibles. La viabilidad de su apli-
cacion dependeré del tipo de colecciones y frecuencia de uso del sistema de
tratamiento. Analisis previos son recomendables.

CONCLUSIONES

Se resumen a continuacion las conclusiones obtenidas en el desarrollo del
proyecto:

> La eficacia de determinadas plantas con actividad microbicida ha sido
demostrada en diferentes entornos geograficos. No obstante, su aplicacion
a objetos histéricos es compleja debido a la diversidad de materiales que los
conforman, agentes de biodeterioro y factores microcliméaticos. Los grandes
formatos y colecciones con un nimero elevado de objetos son dificultades
afiadidas.

> Etanol al 70 % fue el solvente mas eficaz para diluir extractos y aceites
esenciales. Refuerza su efecto microbicida.

> Un tratamiento de gas inerte, nitrégeno, burbujeado en una disoluciéon de
Artemisia absinthium, fue eficaz para eliminar microorganismos en papel ino-
culado con Penicillium chrysogenum y Fusarium verticilloides. Es un trata-
miento dinamico que se aplica con condiciones microclimaticas compatibles
con la naturaleza del objeto infectado.

> La exclusion de oxigeno minimiza los riesgos de oxidacién que pudieran
ocasionar los componentes quimicos de aceites esenciales o extractos en
los materiales histéricos.

> La aplicacidn de aceites esenciales o extractos para desinfeccién ambien-
tal en salas de museos o archivos requiere mayor investigacion multidiscipli-
nar. La correlacién bioactividad-composicién quimica debe ser evaluada en
el marco de la bioseguridad.
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