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Objetivos

Objetivo general
Determinar el potencial degradativo de hongos aislados de la obra pictérica La fiesta de la

Cabeza de Tomas Povedano sobre el estado de conservacion de la obra.

Objetivos especificos
1. Identificar los hongos aislados de la obra, mediante técnicas fenotipicas y protedmica.
2. Estudiar la capacidad de sobrevivencia de los hongos aislados de la pintura La fiesta

de la Cabeza en pinturas a base de dleo.



Resumen

Tomas Povedano es mayormente conocido por ser el primer director de la Escuela Nacional
de Bellas Artes, hoy conocida como la Facultad de Bellas Artes de la Universidad de Costa
Rica; por lo que su aporte a la cultura costarricense no solo es reflejado por sus obras
artisticas, sino también por cimentar las bases académicas de muchos artistas costarricenses.
Las obras de arte presentes en los museos representan una mirada al pasado de nuestra
idiosincrasia y la manera en como se ha desarrollado nuestra sociedad a través de los afios.
A pesar de que los museos son ambientes con condiciones controladas para evitar el deterioro
de las obras artisticas, no estdn completamente exentas de sufrir dafios por distintos factores
humanos, climaticos, fisicos, quimicos y microbiologicos. Los hongos son conocidos por su
habilidad de deteriorar diversos materiales a través de enzimas, ademas de dispersarse por el
ambiente a través de esporas. Los siguientes hongos fueron aislados a partir de la obra La
fiesta de la Cabeza de Tomas Povedano: Aspergillus seccion Versicolores, Aspergillus
seccion Usti, Cladosporium sp., Penicillium rubens y Candida haemulonii. Por medio de una
exposicion de los hongos aislados a los pigmentos blanco de plomo, blanco de zinc, amarillo
de cromo y verde viridiano (en distintas diluciones realizadas con aceite de linaza), se
demostrd que no hubo una inhibicion en el crecimiento fungico. Finalmente, se determin6
que el 66 % y el 88 % de hongos aislados del 6leo presentan actividad proteolitica y actividad
lipolitica, respectivamente. Por lo tanto, se concluye que dichos microorganismos son

capaces de sobrevivir y tienen potencial para biodeteriorar la obra.



Marco teorico

La herencia cultural es un recurso invaluable en la formacion de la identidad de distintos
paises, asi como una herramienta que le permite al artista expresar sus ideas por medio de
esculturas, textiles, libros y pinturas. El deterioro de estas ultimas, en especifico las pinturas
al 6leo, se ha asociado a las condiciones climaticas, efectos fisicoquimicos (como la
oxidacion) que actian sobre los pigmentos, estabilidad de los materiales utilizados, el estado
en que se almacenan las obras, insectos y el papel que poseen microorganismos como

bacterias y hongos (Van den Berg et al., 2019).

Los hongos filamentosos provocan un impacto importante en el biodeterioro de las fibras y
textiles que se almacenan en interiores, los cuales se ven afectados debido a la enorme
diversidad de exoenzimas que producen estos hongos. De estas enzimas se pueden mencionar
celulasas, glucanasas, lacasas, fenolasas, queratinasas y monooxigenasas. Las de mayor
importancia en cuanto al deterioro de fibras son las celulasas, las cuales degradan el lienzo y
la integridad de la obra se ve comprometida (Sterflinger, 2010; Kamel et al., 2014;
Gutarowska et al., 2017).

De manera general, los 6leos estdn compuestos por un soporte mecanico (que suele ser
madera y lienzo), capas de pintura (usualmente pigmentos y diluyentes 6leos) y una capa de
cera o pegamento que permite la union del soporte mecanico a la pintura (Taft & Mayer,

2001; Savkovi€ et al., 2021).

Como consecuencia de las actividades hidroliticas que realizan los hongos para crecer, se
puede dar un desprendimiento de la capa de pintura del soporte; ademéas de un incremento de
metabolitos destructivos que dafian la obra y la produccién de enzimas extracelulares como
lipasas y proteasas. Lo anterior conlleva a un deterioro estructural que suele manifestarse
como exfoliacion de las capas de pintura, agrietamiento, descamacion, formacion de
ampollas en la pintura, desprendimiento de la capa de pintura del soporte, deformaciones y
pérdida de resistencia del soporte. También se encuentran ligados a las alteraciones estéticas,

que se observan como cambios en la coloracion original debido a alteraciones pigmentarias,



la formacion de biopeliculas sobre la superficie pintada o la tincidon como consecuencia de la

excrecion de pigmentos por hongos (Savkovic ef al., 2021).

Adentrandonos en cuanto al creador de la pintura en estudio, Tomas Povedano de Arcos fue
un pintor de origen espafiol, quien nacié en 1847. Su infancia la pasé junto a su familia en
Andalucia y se intereso en el arte durante su juventud. Dicha predileccion lo llevé a tomar la
decision de inscribirse en la Academias de Bellas Artes de Malaga y, posteriormente, en la
Academia de Acuarelistas de Sevilla con el fin de mejorar sus habilidades para la creacion
de bocetos y tener una formacion mas integral (Barrionuevo & Guardia, 2003). En 1896,
mientras realizaba un viaje a México desde Ecuador, Povedano llega a Costa Rica por motivo
de una escala previo a su destino en el pais norteamericano. Durante su estadia, recibi6é una
invitacion de parte del Gobierno de Costa Rica para reunirse con el Presidente de la
Republica, don Rafael Yglesias Castro, quien le solicitd sus servicios para crear la Escuela
Nacional de Bellas Artes. El 14 de marzo de 1897 se firma el decreto presidencial de
fundacion de la Academia y se nombra a Tomas Povedano como su primer director. E1 12 de
marzo de 1898 esta institucion abre sus puertas para recibir estudiantes interesados en
adquirir habilidades artisticas. El Sr. Povedano permanece como director hasta 1941, fecha
en que la Escuela se integra a la Universidad de Costa Rica y se renombra como Facultad de

Bellas Artes (Barrionuevo & Guardia, 2003; Raabe Cercone, 2017).

Entre sus grandes obras, se le reconoce como un excelente retratista (de los que destacan
retratos de expresidentes como Braulio Carrillo, Juan Rafael Mora Porras y José Maria Castro
Madriz), 6leos sobre telas como El Arte y La Industria en el Teatro Nacional de Costa Rica
y Domingueando en el Museo de Arte Costarricense. Ademas, se sabe que este artista se
inspiro en la historia precolombina de Latinoamérica para varias de sus obras, como La fiesta
de la cabeza, que retrata las costumbres de los indios Jibaros de Ecuador (Barrionuevo &

Guardia, 2003).



Justificacion

El arte es un componente fundamental de las sociedades alrededor del mundo. Es una
herramienta de libre expresion a través de las distintas épocas para distintos individuos y
representa un tesoro de valor incalculable, el cual debe ser preservado bajo condiciones

estrictas y tener consciencia del significado sociocultural que posee.

De las distintas formas de arte, se pueden mencionar algunas como la musica, la escultura,
los textiles, la fotografia y la pintura. De estas ultimas, se destacan pinturas al fresco,
acuarelas y 6leos. Con el paso del tiempo, las pinturas sufren alteraciones fisicoquimicas que
afectan su aspecto original y su estructura. A estas alteraciones, se le debe afadir el deterioro
provocado por microorganismos; en especial los hongos filamentosos (los cuales pueden
danar las obras de manera irreversible, resultando en una pérdida econdmica y cultural). Lo
anterior es particularmente relevante en el caso de obras artisticas presentes en ambientes
tropicales de alta humedad como es el caso de Costa Rica, aunque pocos datos en la literatura

refieren el efecto del dafio microbiologico bajos estas condiciones.

La intencion de este estudio es caracterizar a los hongos aislados de la obra La fiesta de la
Cabeza de Tomas Povedano, y comprobar si los pigmentos de la pintura presentan algin
efecto inhibitorio sobre dichos hongos. Aunado a lo anterior, se desarrolla otro enfoque para
que los Museos del Banco Central de Costa Rica consideren los hongos como una fuente
importante de desgaste y degradacion de obras de arte. Ademads, se pretende generar datos
que permitan la comprension del fendémeno de deterioro de pinturas con el fin de establecer

futuras estrategias de conservacion.



Metodologia
a) Aislamientos fungicos de la obra pictérica

Se trabajo con nueve aislamientos fingicos obtenidos del muestreo de la obra La fiesta de la
cabeza de Tomés Povedano (proyecto inscrito ante la Vicerrectoria de Investigacion de la
Universidad de Costa Rica, nimero B7809). A manera de resumen, se determinaron areas de
interés para el muestreo, en el anverso y reverso de la obra, mediante una examinacion visual
en conjunto con fotografias en espectro visible y ultravioleta. La obra se dividié en un total
de 100 cuadrantes, los cuales poseen dimensiones de aproximadamente 10,25 cm por 15,30
cm de ancho y largo, respectivamente. A partir de estos cuadrantes, se seleccionaron las zonas

de deterioro e interés y las zonas de control.

b) Identificacion y caracterizacion de los hongos aislados
Se describieron los morfotipos de las colonias fingicas. Ademas, se hicieron montajes
htimedos, segln si eran hongos hialinos (azul de lactofenol) o fuliginosos (lactofenol claro).
Lo anterior con el fin de obtener una identificacion preliminar y determinar su pureza. Luego,
se subcultivaron en agar papa dextrosa (APD) en conjunto con agar avena (hongos
filamentosos distintos de Aspergillus spp.), en agar Czapek Dox (Aspergillus spp.) y en agar
Sabouraud glucosado (AGS) para las levaduras (Gross y Salas, 2012).

La identificacion a nivel de especie se realizé mediante espectrometria de masas (MALDI-
TOF MS, por sus siglas en inglés), utilizando el Maldi Biotyper® (Bruker, Billerica, MA,
EEUU). Los espectros obtenidos fueron analizados utilizando la Biblioteca de Bruker y la
plataforma MSI Platform (msi.happy-dev.fr). Cada aislamiento identificado fue almacenado
en AGS, bajo una capa de aceite en la Micoteca de la Facultad de Microbiologia (proyecto
inscrito ante la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica, nimero

B7732).

¢) Analisis de la exposicion de los hongos aislados del anverso de la obra La fiesta
de la cabeza a los pigmentos
Se analizaron cuatro pigmentos (pinturas en 6leo), a saber: amarillo de cromo, blanco de

plomo, blanco de zinc y verde viridiano. Primero se prepararon suspensiones de esporas en



solucién salina estéril (SSE) al 0,85 %. Se agregd 5 mL de la SSE a cada tubo de cultivo
(siete dias de incubacion). La suspension se estandarizé a una concentracion de (1-5) x10°
conidias/mL (equivalente a un McFarland 0,5) mediante el uso de una cdmara de conteo
celular de Neubauer. Las placas se inocularon con un hisopo estéril, haciendo un rayado en
tres direcciones. Seguidamente, se dispens6 50 pL. de distintas concentraciones de los
pigmentos: pintura pura, 1/10, 1/20 y 1/40. Las pinturas se diluyeron en aceite de linaza. En
el centro de la placa se dispens6 50 pl de aceite de linaza como control. Las placas con cultivo
se incubaron por 72 horas a 25 °C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se midieron

los halos de inhibicion. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

d) Determinacion del potencial proteolitico y lipolitico de los hongos aislados

Presencia de proteasas: hidrdlisis de la caseina

Se realiz6 una suspension de esporas a partir de un cultivo con siete dias de crecimiento en
APD, se ajusto a una concentracion de (1-5) x 10° conidias/mL, para lo cual se us6 una
camara de conteo de Neubauer y luego se colocd 10 pL de la suspension en agar caseina
(leche descremada en polvo 40,0 g, extracto de levadura 5,0 g, agar al 1,5%, purpura de
bromocresol al 6 %, a pH 7). Las placas inoculadas se incubaron a 25 °C durante siete dias.
La presencia de proteasas se puso de manifiesto por la formacion de un halo claro producto
de la degradacion de proteinas en el agar caseina, cuyo didmetro fue medido en milimetros.
Como control positivo se utilizé a Candida albicans ATCC 10231 (American Type Culture
Collection). La prueba se realizd por triplicado (Ghosh et al., 2002) y el promedio y
desviacion estandar se determinaron con el programa IBM SPSS Statistics version 20 (SPSS

Inc., Chicago, Ill., Estados Unidos).

Presencia de fosfolipasas

Se realiz6 una suspension de esporas a partir de un cultivo con siete dias de crecimiento en
APD vy se ajustd a una concentracion de (1-5) x 10° conidias/mL, para lo cual se us6 una
camara de conteo de Neubauer, luego se colocod 10 pLL de una suspension en agar yema de
huevo (medio de Sabouraud glucosado con NaCl 1 M y CaCl 20,005 M, al cual después de
autoclavado se le agregd 2 % de yema de huevo). Las placas inoculadas se incubaron a 25

°C durante siete dias. La presencia de fosfolipasas se puso de manifiesto por la formacion de



un halo de precipitacion, cuyo diametro fue medido en milimetros. La prueba se realizé por
triplicado y el promedio y desviacion estdndar se determinaron con el programa IBM SPSS
Statistics version 20 (SPSS Inc., Chicago, Ill., Estados Unidos). Como control positivo se
utilizé a C. albicans ATCC 10231 (Salas et al., 2000; Villalobos-Meléndez et al., 2011;
Serrano-Viquez & Salas-Campos, 2012).
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Resultados

Identificacion y caracterizacion de los hongos aislados
Se trabajo con nueve aislamientos fingicos obtenidos del anverso y reverso de la obra La

fiesta de la Cabeza de Toméas Povedano. La identificacion y el sitio de aislamiento se

presentan en la figura 1 y en el cuadro 1.

102,5 cm

153,0 cm

Figura 1. Aislamientos fungicos obtenidos del anverso de la obra La fiesta de la cabeza de
Tomas Povedano. Los tridngulos rojos muestran los cuadrantes analizados, positivos por
colonizacién fngica, los tridngulos amarillos representan sitios de muestreo negativos para

hongos y los triangulos verdes indican el control negativo del muestreo.
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Cuadro 1. Aislamientos fingicos obtenidos del anverso y reverso de la obra La fiesta de la

cabeza de Tomas Povedano.

Cuadrante
de Detalles de la zona de interés Aislamiento fungico
muestreo

Identificacion

g Zona inferior derecha del cuadrante. Leve Aspereillus svdowii
mancha de color café perg Y

Zona de la parte de paja. Mancha de color

26 Cladosporium sp.
negro
Zona de las plumas en la vestimenta
34 principal. Area que cuenta con distintos Aspergillus protuberus
colores y pigmentos de interés.
Ramo que se encuentra bajo la cabeza.
44 Area que cuenta con distintos coloresy ~ Hongo hialino no identificado
pigmentos de interés.
86 Vasija y piel del personaje femenino. Aspergillus calidoustus
Penicillium rubens
100 Firma del autor de la obra Aspergillus seccion
Versicolores
Candida haemulonii
Reverso de N . .,
Rasgufio de la cera protectora Aspergillus seccion
la obra .
Versicolores

Analisis de la exposicion de los hongos aislados del anverso de la obra La fiesta de la

cabeza a los pigmentos

Los hongos se expusieron a cuatro pigmentos: blanco de zinc, blanco de plomo, amarillo de
cromo y verde viridiano. El crecimiento de los nueve aislamientos analizados no fue inhibido
por ninguna de las concentraciones de los pigmentos ni por el aceite de linaza sin diluir
(control de crecimiento). En la Figura 2 se presenta el ejemplo del aislamiento de Aspergillus
seccion Versicolores, procedente de la firma del autor, donde se observa un crecimiento
confluente en toda la placa de cultivo, sin halos de inhibiciéon. Ademas, en los acercamientos
se observa la degradacion de los pigmentos, el aceite de linaza y el agar; inclusive se logra

observar micelio creciendo directamente por encima del pigmento puro (Anexos 1-3).
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1/40 1/20 1/10  Pigmento puro

Blanco de
plomo

Blanco
de zinc

Amarillo de
cromo

Verde
viridiano

Figura 2. Ejemplo de la utilizacién de los pigmentos de la obra La fiesta de la Cabeza de
Tomas Povedano analizados y sus respectivas diluciones para la determinacion de la
inhibicion de crecimiento fungico (Aspergillus seccion Versicolores aislado de cuadrante

100).

Determinacion del potencial proteolitico y lipolitico de los hongos aislados

Se determiné la capacidad proteolitica y lipolitica de los hongos aislados del anverso y el
reverso de la obra pictorica. El 66 % de los aislamientos (n = 6) expresaron actividad
proteolitica (excrecion de proteasas), con un promedio de diametro de halo de 9,17 + 6,28
mm. EI 88 % de los aislamientos (n = 8) expresaron actividad lipolitica (excrecion de lipasas),
con un promedio de didmetro de halo de 9,97 = 3,38 mm. El 55 % de los aislamientos

presentaban actividad proteolitica y lipolitica en simultaneo (n = 5) (Cuadro 2).
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Figura 3. Actividad enzimatica de los hongos aislados de la obra La fiesta de la Cabeza de
Tomas Povedano. Aspergillus seccidn Versicolores, aislado del reverso de la obra, con
actividad proteasa en medio caseina (A: anverso de la colonia y B: reverso de la colonia; el
halo se observa claro y translucido) y Aspergillus calidoustus, aislado del cuadrante 86 de la
obra, con actividad fosfolipasa en medio yema de huevo (C: anverso de la colonia y D:

reverso de la colonia; el halo se observa como un precipitado alrededor del hongo).
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Cuadro II. Actividad proteolitica y lipolitica de los hongos aislados de la obra La fiesta de

la Cabeza de Tomas Povedano.

Crecimiento en agar caseina Crecimiento en agar yema de huevo

Aislamiento  Colonia  Halo  Diferencia Actividad Colonia Halo  Diferencia Actividad
(mm) (mm) (mm) proteasa  (mm) (mm) (mm) lipasa
Anverso de la obra pictorica

Aspergillus 77,00+ No se . . 2,67+ 32,33+ .\
calidoustus 2,00  observa o dPlica  Negativo g0 Tose o 8,66 Positivo
Aspergillus 52,00+ 64,5+ .. 63,5+ 77,00+ .\
promberus 1838 12,02 120 Positivo ot 07 13,5 Positivo

AiiiZ%géus 59,33+  Nose No aplica Negativo 38,67+ 52,00+ 13,33 Positivo
. 11,72 observa P £ 513 2,65 :
Versicolores
Aspergillus 17,33+ 20,67 + . 15,67+ 20,00 + .
sydowii 0.47 0.47 3,33 Positivo 0.47 0.00 4,33 Positivo
Cladosporium 18,00+ No se . . 12,33+ 22,33+ ..
p. 0.00  observa No aplica  Negativo 0.47 0.47 10,00 Positivo
Penicillium 44,00+ 50,00 + 6 Positi 37,00+ 47,00+ 10 Positi
rubens 2,83 2,83 OSHVO 16,00 18,00 OSTHVO
Hongo
- 62,00+ 81,50+ .. 36,00+ 48,33+ ..
'hlah‘no no 14,14 495 19,5 Positivo 1,00 2,89 12,33 Positivo
identificado
Reverso de la obra pictérica
Aspergillus

36,33+ 46,67+ 38,67+ 4433+

segcmn 2,08 4,04 10,34 Positivo 2237 21,08 5,66 Positivo
Versicolores

Candida 13,67+ 17,00+ .. 11,67+ Nose . .
haemulonii 0,47 0,00 3,33 Positivo T g Jhserva O @Plica  Negativo
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Discusion

Los hongos filamentosos son microorganismos conocidos por deteriorar materiales derivados
del papel gracias a su habilidad de crecer a niveles de humedad relativa promedio que suelen
ser superiores al 65 %. Las esporas fungicas pueden germinar en condiciones ambientales de
bibliotecas o museos y, al crecer, producen una gama de enzimas liticas, se aumenta la
posibilidad de deterioro en distintas obras de arte hechas a base de celulosa (que se encuentra
en el lienzo, seda, lana y madera) (Pinheiro & Sequeira, 2021; Romero ef al., 2021). Dichas
esporas se encuentran en el aire o en el suelo, y es comun encontrarlas en la atmdsfera. Se
debe tomar en cuenta que la creciente poblacion humana y su movimiento a través del planeta
han influido en el transporte de estas estructuras de reproduccién. Acciones como toser,
hablar o estornudar contribuyen al esparcimiento de las esporas, las cuales pueden estar
presentes en la piel y ropa. No solo el ser humano y los animales han funcionado como un
agente propagante de esporas, si no que las mismas edificaciones también se consideran
como una fuente de contaminacién al momento de su construccion, remodelacion o
destruccion. Ademas, condiciones de poca ventilacion, iluminacion, temperatura y humedad
inciden en el propiciamiento de un 4rea ideal para el crecimiento de hongos filamentosos

(Romero et al., 2021).

Durante este estudio se identificaron varios hongos que se han categorizado como agentes
con potencial de deterioro de pinturas en 6leo. Uno de los grupos més importantes en el
deterioro de estas obras es el género Aspergillus, de los cuales se lograron aislar organismos
de dos secciones: Aspergillus seccion Versicolores y Aspergillus seccion Usti. De las
caracteristicas principales que se pueden mencionar de Aspergillus seccion Versicolores, es
que presenta una variacion considerable en la apariencia de las colonias dentro de las especies
(ademas de una superposicion a nivel macroscopico de las colonias entre ellas); sus colonias
crecen moderadamente rapido, y su crecimiento es escaso o nulo a 37 °C en algunas especies.
Se caracterizan por presentar conidi6foros con vesiculas subglobosas o piriformes (<30 um),
biseriadas, generalmente radiadas, con conidias verdosas de paredes rugosas y generalmente
globosas. Debido a que sus caracteristicas microscopicas y macroscopicas son semejantes,

es dificil poder diferenciar entre las distintas especies de esta seccion a partir de la
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morfologia. Sin embargo, las caracteristicas fenotipicas (como la ornamentacion de las
conidias, la presencia de pigmentos solubles y la capacidad de crecer a 37 °C de algunas
especies) pueden guiar en la identificacion de especies de esta seccion; empero es preferible
realizar la identificacion por medio de técnicas moleculares (Jurjevic et al., 2012; Siqueira et

al.,2016; Chen et al., 2016).

Ademas de la seccion Versicolores, otra seccidn identificada en la obra fue la Usti. En la
actualidad existen 26 especies de Aspergillus pertenecientes a la seccion Usti. La mayoria de
ellas, incluida A4. ustus sensu stricto, no presentan la capacidad de crecer a 37 °C, por lo que
no se consideran patdégenos para los seres humanos (Glampedakis et al., 2020). A nivel
morfologico, esta seccion presenta cabezas aspergilares de color pardo, marréon opaco o gris
oliva; conidiéforos marrones, vesiculas hemisféricas biseriadas y, si las hay, células de Hiille
alargadas, curvas y retorcidas (Sun et al., 2020). Esta seccion también es considerada de
importancia en el deterioro de pinturas de d6leo y otras obras de arte, debido a que estos
microorganismos no suelen presentar una estacionalidad marcada; ademas que es bastante
comun encontrar conidias en muestreos de aire simultineamente con aislamientos en
pinturas. A pesar de que a los museos se les recomienda poseer condiciones Optimas para
asegurar un ambiente apto de conservacion para sus colecciones, el mantener condiciones
por debajo de un 60 % de humedad relativa no siempre evita procesos de contaminacion y
contaminacion cruzada ni el crecimiento y establecimiento de hongos. El agua se condensa
en superficies (a pesar de presentarse humedad relativa baja), por lo que se dan oportunidades
de crecimiento para diferentes especies de hongos, ya que no son nutricionalmente exigentes

(Paiva de Carvalho et al., 2018).

Las especies de Aspergillus son ubicuas y son consideradas de los principales hongos
contaminantes del ambiente. Suelen aislarse del aire, tierra, plantas y materia organica en
descomposicion. Algunas especies del género Aspergillus estan de forma transitoria en
diversas zonas del cuerpo como orofaringe, fosas nasales, piel, saco lagrimal, oido y tubo
gastrointestinal (Bonifaz, 2012). También, se ha logrado aislar a Aspergillus de 6leos y
murales, en los que se les atribuye como uno de los principales agentes en el biodeterioro y

pérdida invaluable de estas obras (Vukojevic & Grbic, 2010; Ljaljevi¢-Grbic¢ et al., 2013).
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Es importante recalcar que los hongos del género Aspergillus son productores de conidias,
que son estructuras microscopicas con una alta tolerancia al estrés. Precisamente debido a
sus caracteristicas, las conidias poseen la habilidad de sobrevivir en condiciones
desfavorables como lo son el estrés térmico, la deshidratacion, la presion osmotica, el estrés
oxidativo, las variaciones de pH y los rayos ultravioleta. Estas conidias pueden germinar
incluso después de un afio a temperatura ambiente. Las conidias contienen cantidades de
azlcares y polioles como glicerol, eritritol o trehalosa, que se forman con una actividad del
agua (aw) decreciente. Dichos compuestos son producidos para la osmorregulacion cuando
los hongos se encuentran una ay baja. Si las conidias presentan de estas reservas de azucares
aumentadas, estas tendran una mayor viabilidad y una germinacién acelerada (van Laarhoven
et al., 2017). Al presentarse en un ambiente con sales inorganicas, aziicares y aminoacidos,

germinarian para la formacién del micelio (Osherov & May, 2001).

Seglin Baltussen et al. (2019), hay varios elementos que confieren resistencia a las conidias
de Aspergillus. Por ejemplo, el dafio provocado por el estrés térmico es controlado por las
proteinas de choque térmico, la trehalosa y el manitol. La deshidratacion y desecacion son
contrarrestadas gracias a la accion de las proteinas de choque térmico, la trehalosa y las
deshidrinas. Finalmente, el efecto del estrés oxidativo se ve disminuido por el manitol y la

trehalosa.

Ademés de Aspergillus, durante este estudio se lograron aislar hongos del género
Cladosporium. Estos se caracterizan por presentar una colonia de aspecto seca, verduzca,
plana, aterciopelada y con algunos surcos. En el anverso se tiene una colonia de gran tamafo
que puede cubrir todo el medio de cultivo, y en el reverso presenta una pigmentacion negra
difusa en el medio. En un plano microscopico, se observa un hongo filamentoso, fuliginoso,
cuyo micelio tiene de 2 a 4 um de didmetro y es septado. Cladosporium presenta un
conidi6foro ramificado corto, durante su fase reproductiva asexual; mientras que en la fase
reproductiva sexual algunas especies pueden producir ascosporas a partir de un ascocarpo

(Bonifaz Trujillo, 2012).
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Las especies de Cladosporium son cosmopolitas y se suelen encontrar comiinmente en todo
tipo de materiales; ademas se aislan con frecuencia del suelo, los alimentos, la pintura, los
textiles y otras materias organicas (Bensch et al., 2012). Otro elemento que favorece la
dispersion de Cladosporium, y una de las razones por las que se cree que se halld este
microorganismo en la pintura, es que sus esporas son livianas y pequefias. Lo expuesto
previamente les permite a las esporas viajar distancias tan largas como las corrientes de aire

se lo permitan.

Otro de los microorganismos hallados en el presente trabajo fue Penicillium rubens, el cual
pertenece a la seccion Chrysogena. El género Penicillium posee a nivel macroscopico
colonias planas, polvosas y aterciopeladas, con un color verde y un halo blanquecino en la
periferia. Al igual que los hongos del género Cladosporium, presenta crecimiento rapido en
el medio de cultivo (Bonifaz Trujillo, 2012). Las especies comparten caracteres fenotipicos,
como la produccién de conidioforos ramificados terverticilado o cuartoverticilados y fidlides
ampuliformes cortas (< 9 um). Los colores y ornamentacion de las conidias, la producciéon
del ascoma y las ascosporas, y las tasas de crecimiento en otros medios de agar, como agar
Czapek-Dox y agar Malta, son valiosos para la identificacion de las especies (Houbraken et

al.,2012; Visagie et al., 2014).

P. rubens es actualmente reconocido como el hongo que Alexander Fleming identific6 como
el productor original de la penicilina (Houbraken et al., 2011). Sus colonias son de
crecimiento rapido, presentan una textura velutinosa (compacta, fina y blanda), los estipes de
conidioforos generalmente son terverticilado o cuartoverticilados, sus fidlides son
relativamente cortas (< 9 um), y sus conidias se caracterizan por disponer de paredes lisas y
elipsoidales (Houbraken et al., 2012; Houbraken et al., 2020). Son hongos que suelen

encontrarse en ambientes interiores, causando dafios a la infraestructura (Segers et al., 2016).

En cuanto a las conidias de P. rubens se debe mencionar que, como la mayoria de las formas
de resistencia, la relacion entre el agua y el crecimiento de hongos a menudo se realizan en
condiciones de humedad constante. Por lo que, a una menor disponibilidad de agua, se da un

mayor tiempo de germinacidon y una menor tasa de crecimiento (Ruijten et al., 2021).
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Respecto al hallazgo de Cladosporium sp., P. rubens y Aspergillus spp., se relaciona a que
en nuestro pais son los géneros mas comunes de encontrar al realizar muestreos aéreos
ambientales (Jaikel-Viquez et al., 2015; Brizuela-Hernandez et al., 2019; Calderén-Mesén et
al., 2023). El género Cladosporium es de los principales componentes de la micobiota aérea
en varias regiones del mundo. Su crecimiento, esporulacion y dispersion son dependientes
de los cambios en el clima. Aunado a lo anterior, se ha logrado demostrar que existen varios
factores climaticos que favorecen la esporulacion; de los més importantes son las altas
temperaturas, la humedad relativa y la lluvia antes de la diseminacion de las esporas
(Rodriguez-Rajo et al., 2005; Jaikel-Viquez et al., 2015; Brizuela-Hernandez et al., 2019;
Calderon-Mesén et al., 2023). Ademas, los tres géneros mencionados anteriormente, suelen
identificarse con mayor frecuencia en obras de arte (Sterflinger, 2010; Gatti et al., 2021;
Vicar et al., 2022) y se les considera como los principales asociados al deterioro de textiles,

por lo que son agentes importantes para tomar en cuenta (Jose et al., 2023).

Como se ha desarrollado en los parrafos anteriores, Cladosporium sp., P. rubens y
Aspergillus spp. son microorganismos ubicuos, sus esporas pueden permanecer suspendidas
en el ambiente, y son transportadas por corrientes de aire producidas por el movimiento de
personas de un lugar a otro, por ejemplo, los visitantes de un museo. Ademas, otro factor que
influye en el hallazgo de estos hongos, es que cuando la pintura se transporta a oficinas u
otros lugares de exhibicion, se pueden captar esporas en la superficie de la pintura (Paiva de

Carvalho et al., 2018; Savkovic et al., 2021).

En el reverso de la obra se aislo una levadura, la cual se identificé como C. haemulonii. Es
importante mencionar que, durante este trabajo, se hablara del complejo C. haemulonii y no
como una sola especie. El complejo C. haemulonii (el cual incluye C. haemulonii, Candida
duobushaemulonii, Candida pseudohaemulonii y Candida vulturna) esta muy relacionado
con Candida auris, por lo que, a veces, suelen ser identificadas incorrectamente como C.
auris. Esto suele suceder en laboratorios que no poseen los recursos ni las herramientas
moleculares como la secuenciacion o la tecnologia de MALDI TOF MS. Dichas limitaciones

provocan la sub-identificacion de las levaduras mencionadas anteriormente, por lo que
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actualmente se estan realizando esfuerzos para no solo abarcar la identificacién genémica de
estas especies, sino una comprension analitica de los perfiles de resistencia que estan
adquiriendo con el tiempo (Sipiczki & Tap, 2016; Arauz et al., 2018). Ademas, es un grupo
de hongos que presenta un perfil de multi-resistencia a los antifungicos (Ramos et al., 2015).
Al igual que C. auris, C. haemulonii produce blastosporas globosas, ovoides y elipsoidales,
con medidas de (2-7) um de largo y pueden encontrarse de forma individual o en pares. La
mayoria de los aislamientos conocidos son de origen clinico y, en particular, de ufias de los
pies y ulceras en pies y piernas; ademas que se considera como parte de la microbiota cutanea

(Kurtzman et al., 2011; Ramos et al., 2017).

Cabe destacar, que la presencia de este hongo en el reverso de la pintura pudo haberse dado
por un “rasguio” que afectd la capa de cera protectora del reverso de la obra de arte. Este
dato nos indica que la persona que estaba manipulando la pintura, estaba trabajando sin
guantes o alguna medida de seguridad; ya que los hongos del complejo C. haemulonii se
encuentran en la piel y en las ufias. Sumado a lo anterior, su capacidad de formar biopeliculas

y adherirse a otros sustratos, le permitio crecer en esta zona (Ramos et al., 2020).

En general, las pinturas al 6leo sobre lienzo proveen una gama mucho mas amplia de
microhabitats y nutrientes, los cuales son objetos potencialmente colonizables por hongos.
Varios de los materiales que componen una pintura al 6leo, presentan una diversidad de
moléculas organicas con un alto contenido nutricional que pueden ser degradados facilmente
por las enzimas de los hongos (Savkovi¢ ef al., 2021). Al momento de realizar un analisis de
deterioro microbiologico en pinturas, se debe considerar que; por lo general, es mas probable
que el deterioro se presente en el soporte antes que en la capa de pintura. La colonizacion de
la pintura por parte de hongos se rige por varios aspectos, ademas de los que suelen
considerarse Optimos para el crecimiento de dichos microorganismos. Tanto la edad de la
pintura como el estado fisico del aceite secante son factores determinantes. La dureza de la
capa de pintura en las pinturas al 6leo es dada por la capacidad de estas de absorber gran
cantidad de agua, lo que se convierte en otra caracteristica a tomar en cuenta (Eveleigh,

1961).
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Otros elementos que influyen en el desarrollo de los hongos y el biodeterioro que estos causan
son las caracteristicas topograficas de la superficie de la obra y la superficie de las esporas.
Por ejemplo, si la obra presenta zonas con trazos que le brindan aspereza a la superficie, es
mas probable que una espora fliingica se fije y se retenga en esta que en una superficie mas
lisa. En cuanto a las esporas, si estas son lisas tienen menos oportunidad de unirse al sustrato
que una espora rugosa o equinulada. Ademas, se debe tomar en cuenta que un mayor tiempo
de exposicion de la obra hacia las esporas incide directamente en si se da el crecimiento de
hongos. Precisamente, la remocion de esporas es mas dificil (o es necesario aplicar una mayor
fuerza fisica) si estas han estado adheridas a una superficie por mayor tiempo respecto a otras

(Whitehead et al., 2021).

Con los factores discutidos anteriormente, el hallazgo de los hongos aislados de la obra si
son congruentes a lo que se esperaria encontrar en esta clase de estudio. Se debe recalcar que
Aspergillus spp. P. rubens y Cladosporium son hongos ubicuos y es bastante comin
encontrar conidias de estos en el aire. Considerando que un 6leo presenta zonas asperas por
los trazos de pintura que se realizan, es muy probable que conidias (las cuales sus

ornamentaciones son variables entre especies) se posen sobre la obra.

En este trabajo, se utilizo6 aceite de linaza como diluyente de los pigmentos. Este es un aceite
secante, que se extrae de la semilla de lino (Linum usitatissimum). El lino ha formado parte
de la cultura humana desde la Edad de Piedra, y se suele cultivar principalmente para producir
fibras. Generalmente, se ha cultivado en paises balticos, Canada, Estados Unidos de América,
Argentina, India y Europa central. Esta semilla contiene de un 32 a 43 % de aceite y sus
principales acidos grasos son el acido linoleico y el acido linolénico. El aceite de linaza se ha
utilizado como materia prima para pinturas, ademas de que se siembra también con proposito
alimenticio. Cabe resaltar que las capas de aceite de linaza son estables al agua y otros
agentes; sin embargo, no son lo suficientemente estables a la luz y se amarillenta (Jhala &

Hall, 2010).

El aceite de linaza suele verse afectado durante su produccion y almacenamiento por hongos

los cuales, a través de lipasas, degradan este sustrato para obtener compuestos necesarios
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para su crecimiento (Mondal & Nandi, 1984). El aceite de linaza utilizado como diluyente
en pinturas mas viejas puede ser degradados por hongos con enzimas esterasas (Zabel &
Morrell, 2020). En este estudio se observéd que conforme se aument6 la dilucion del pigmento
(mayor cantidad de aceite), el hongo tuvo mayor capacidad de asimilar los componentes
organicos del 6leo, ya que los componentes inorganicos (los pigmentos) no suelen ser de

interés para el hongo.

También, se han realizado estudios que demuestran que el uso de aceite de linaza en
materiales como madera, previenen el deterioro y alarga la vida util de esta. Por lo que al
adicionar un pigmento que presenta algun metal pesado, se evita en alguna medida el
deterioro provocado por microorganismos. Sin embargo, esta proteccion no es tan eficaz si
la pintura presenta algiin dafio fisico que haya comprometido su integridad, porque al
exponerse una capa de soporte, se da oportunidad a los hongos a colonizar un sustrato que es
permisible para estos, como lo es el lienzo. Ademas, se ha comprobado que varios de los
géneros aislado en la obra, producen lipasas que degradan el aceite de linaza; por lo que no
se ve reflejada la proteccion de este compuesto (Figura 3) (Terziev & Panov, 2010; Humar

& Lesar, 2013).

Un 66 % de los hongos aislados presentaron actividad proteasa que se observa con el agar
caseina, el cual determina la presencia de proteasas de manera inespecifica; por lo que no se
puede identificar la clase de proteasas de los hongos que resultaron positivos (Figura 3). El
lienzo es degradado por la accion de celulasas y proteasas, que en combinacion provocan una

extraccion de la pectina (especificamente de la ramnosa) (Panouillé et al., 2006).

Debido a la naturaleza de los pigmentos utilizados en este estudio (los cuales presentan
metales pesados como zinc, plomo y cromo en su composicion), se esperaria que se presente
una mayor resistencia a la biodegradacion. En pinturas con pigmentos que contienen metales
pesados es mas probable hallar poblaciones fingicas menos densas que en pinturas con

pigmentos sin metales pesados (Dhawan & Agrawal, 1986; Savkovi¢ et al., 2021).
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El blanco de zinc esta compuesto por 6xido de zinc (II), el cual forma particulas translicidas
incoloras a transparentes o de un color amarillo palido (Eastaugh et al., 2008). Este pigmento
es estable a la luz, no presenta decoloracion ante este factor, por lo que no se considera como
causante de deterioro. Ademas, presenta una leve capacidad antimicrobiana que puede inhibir
el crecimiento de algunos hongos y bacterias (Kiihn, 1986). Precisamente, en los Gltimos
afnos ha emergido el uso de nanoparticulas de 6xido de zinc (II) como un método que evita
el crecimiento fungico. Esto se da a través de una produccidén de especies reactivas de
oxigeno, que deriva en un efecto fungistatico y fungicida (Lipovsky et al., 2011; Esparza-
Rivera et al., 2014). La razon que podria explicar porque no se presentaba una inhibicion del
crecimiento de los hongos utilizados en este estudio, es que no se ha demostrado que el 6xido

de zinc (II) refleje su actividad antifiingica ante esporas.

Por otro lado, el blanco de plomo es considerado uno de los pigmentos mas importantes en
Europa desde el periodo romano. A pesar de que a través de los afios han surgido muchos
pigmentos derivados del blanco de plomo, que ha causado confusion en la comunidad
artistica, la composicion quimica del pigmento original es 2PbCO3-Pb(OH).. Es considerado
un pigmento insoluble en agua, permanente y estable (Eastaugh et al., 2008). En el caso del
amarillo de cromo este es producido al combinarse el ion cromato (CrO4>) con distintos
metales pesados que forman PbCrOs y PbCrO4-PbSO4. Estos pigmentos son insolubles en
agua y en acidos débiles (como el acido acético); sin embargo, se logran disolver con

sustancias alcalinas o acidos minerales (Kiihn & Curran, 1986).

El verde viridiano estd compuesto por o0xido de cromo hidratado (Cr203-2H20). Se
caracteriza por ser un verde brillante; el cual, durante el siglo XX, presentaba un precio de
tres a cuatro veces mas caro respecto a otros pigmentos de tonalidades verdes. De ser
preparado adecuadamente, este pigmento puede ser resistente a sustancias alcalinas y acidas,
ademads de ser insoluble en agua. Sin embargo, puede verse afectado por 4cidos concentrados

calientes si el proceso de preparacion no fue el correcto (Newman, 1997).

Koestler y colaboradores (1993) realizaron un estudio en el que analizaron blanco de plomo,

blanco de zinc y verde viridiano, en conjunto con fungicidas comerciales (como amonios
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cuaternarios, ortofenilfenol, fluoruro de sulfurilo y nitrogeno gaseoso). El objetivo de este
estudio consistia en determinar la capacidad fungicida de estos productos, y observar un
posible efecto sinérgico junto a los pigmentos. Sin embargo, hubo cambios de brillo y del
color de los pigmentos debido al uso de estos fungicidas, excepto el nitrogeno gaseoso. De
acuerdo a lo anterior, estos fungicidas comerciales no se consideran como una alternativa
viable para el mantenimiento de las pinturas, ya que se da un deterioro fisico de los
pigmentos. Ademas, no se ha logrado demostrar que estos pigmentos presenten una actividad

inhibitoria en el crecimiento de hongos filamentosos.

Segun Petushkova y Lyalikova (1986), microorganismos heterdtrofos presentan la capacidad
de oxidar metales por medio del perdxido de hidrogeno que dichos microorganismos
producen. De esta manera, logran deshacerse de este metabolito que suele ser dafiino para
bacterias y hongos. El pigmento con el que se trabajo durante dicho estudio fue el blanco de
plomo (que se ha mencionado anteriormente es 2PbCO3-Pb(OH).), el cual se llega a oxidar
por medio de reacciones redox. Ademas de la oxidacién, la conversion de otros compuestos
de plomo es posible; a través de otras reacciones se puede llegar a sulfuro de plomo (lo cual

se observa como oscurecimiento del pigmento).

Un estudio realizado por Rosado et al. (2015) sefiala que luego de realizar un muestreo de
distintas areas de distintos murales, se lograron aislar hongos de los géneros Aspergillus,
Penicillium y Cladosporium. Estas areas presentaban alteraciones cromaticas como
oscurecimiento de pigmento. Se ha descrito que los hongos pueden disolver Pb3O4 (también
conocido como el pigmento rojo de plomo), provocando la acumulacion de iones Pb>" y darse
una recristalizacion de iones Pb*" en plattnerita (un mineral oscuro). No se puede garantizar
que el deterioro se le puede atribuir por completo a dichos hongos; sin embargo, en conjunto

a otros factores, estos géneros se cree que contribuyen al dafio que sufre la obra.
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Recomendaciones

No es tan sencillo tener un ambiente completamente estéril y controlado que evite la
persistencia de hongos que dafien 6leos; sin embargo, se pueden tomar medidas y acciones
para evaluar cual es el riesgo que se presenta. Los monitoreos ambientales de rutina pueden
brindar un panorama mas amplio de lo que circula en las areas aledafias a la pintura. Aunque
no sea la técnica mas sensible ni expresa la cantidad de microorganismos obtenidos por

volumen de aire, sigue siendo Util para planificar medidas de contingencia.

El hallazgo de un microorganismo como Candida haemulonii, el cual es indicador de
manipulacion incorrecta de la pintura, indica que la utilizacion de mascarillas y guantes
desechables son medidas recomendadas al momento de trabajar en zonas cercanas a la
pintura, o si se muestrea la misma directamente. En conjunto a la persona encargada de la
curaduria, se debe procurar que las acciones a tomar eviten cualquier tipo de dafio que afecte
a la pintura. Por lo que se deben hacer uso de productos que hayan sido manufacturados para

trabajar en este tipo de materiales (Jose et al., 2023).
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Conclusiones

Se podria pensar que el deterioro presente en la pintura podria ser provocado por los hongos
aislados de la misma. Lo anterior es dado en parte por la produccion enzimatica,
especificamente, lipasas y proteasas. Estas enzimas actuan directamente sobre el soporte de
la pintura y los pigmentos, por lo que podrian provocar un deterioro en la estructura y en la

imagen del 6leo.

Sin embargo, no se debe considerar como los responsables del deterioro que suftre la pintura,
o al menos no el Unico factor responsable. Hay que considerar que una combinacion de
factores ambientales, fisicos, quimicos, humanos y microbioldgicos son los que derivan en

el dafio de obras pictoricas.
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