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JUSTIFICACION.

A solicitud del Centro Tecnoldgico Lurederra, se ha ensayado la propiedad antimicrobiana frente a micro-
organismos fotosintéticos de uno de los productos fabricados y comercializados por su empresa Tecnolo-
gia Navarra de Nanoproductos S.L. (TECNAN).

INTRODUCCION.

Los materiales pétreos son susceptibles al ataque de organismos y microorganismos (bacterias,
cianobacterias, algas, hongos y liquenes) que causan su deterioro.

En el caso del material pétreo exterior, las algas verdes y sobre todo las cianobacterias son los primeros
organismos que lo colonizan, formando las primeras patinas verdosas que se observan, puesto que sélo
necesitan luz, agua y unos cuantos compuestos inorganicos y prefieren ademas un sustrato alcalino. Los
factores mas importantes que condicionan su aparicion son la intensidad luminosa, la humedad, la
temperatura y el pH. Su crecimiento se ve favorecido por el alto grado de humedad, asi como la
adherencia de polvo, residuos organicos y otras sustancias, por lo que se forma una capa o patina fangosa
que puede ser aprovechada por otros organismos (liquenes, musgos y plantas vasculares).

Los biofilms de cianobacterias y algas verdes no sélo ocasionan un dafio estético, sino también fisico y
quimico. Los organismos fotosintéticos contribuyen al deterioro de los materiales pétreos a través de sus
procesos respiratorios, reteniendo el agua y liberando acidos (carbdnico, lactico, oxalico, succinico,
acético o pirdvico) o compuestos quelantes.

La colonizacién del material pétreo por parte de microorganismos depende de varios factores como la bio-
receptividad del sustrato, pardmetros ambientales (luz, temperatura, humedad relativa, viento,
contaminacion atmosférica, etc.), y parametros microclimaticos especificos (orientacion, exposicién a la
sombra, humedecimiento constante por capilaridad, etc.).

Parece claro que la disponibilidad de agua es uno de los factores mas importantes puesto que todos los
organismos la necesitan para su metabolismo. Por tanto, cualquier medida que disminuya la humedad de
los materiales pétreos, contribuird a impedir o dificultar el desarrollo de los mencionados
microorganismos. Y una medida muy extendida es la aplicacidn de productos hifrofugantes como el que se
ha testado en este estudio.

MATERIAL Y METODOS.
Producto testado.

Se han testado el producto Aquashiel Active, hidrofugante/hidro-repelente, que es, ademas, inhibidor de
microorganismos seguln se indica en su ficha técnica.
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Material pétreo testado.

El producto se ha testado en la denominada piedra del Puerto de Santa Maria (Cadiz), una calcarenita
bioclastica. Para ello se han usado dos probetas de 20x20x2 cm., que fueron previamente esterilizadas en
autoclave.

Aplicacion del producto.
Cada una de las probetas se dividi6 en dos partes, una para el producto y otra sin producto que ha servido

como control. El producto se aplicd sobre la superficie de las probetas siguiendo las instrucciones del fa-
bricante, y se dejé secar durante 24 horas.

Probetas tras la aplicacién de los productos. En ambos casos, a la izquierda
el drea tratada con Aquashield Active y a la derecha el area no tratada.

Inoculacién de microorganismos fotosintéticos.

Para la inoculacion se utilizé un cultivo en medio liquido BG11 procedente de una biopelicula fototréfica
natural presente en la superficie de piedra biodeteriorada, concretamente del edificio del antiguo Hospital
de las Cinco Llagas de Sevilla, actual sede del Parlamento Andaluz, cuya piedra original es precisamente
del Puerto. Dicho cultivo contiene las cianobacterias Chroococcus sp., Gloeocapsa sp., Leptolyngbya sp. y
Phormidium sp., y las algas verdes Chlorella sp., Chlorococcum sp.y Desmodesmus sp.

La inoculacion de llevd a cabo mediante pulverizacién de la superficie con el cultivo.

Incubacion.

Dada la indisponibilidad de camara climatica, la incubacién se llevé a cabo durante 6 meses en una zona
humeda de una terraza de nuestras instalaciones en las que de forma natural se desarrolla verdina, con los
ciclos de luz naturales y la meteorologia real. Las probetas se humedecieron casi a diario pulverizando su
superficie con la solucidn de cultivo microbioldgico, por lo que cada vez que se humedecia, a la vez se es-
taba re-inoculando, para acelerar el desarrollo de microorganismos fotosintéticos. Posteriormente las
probetas se introdujeron en cubetas que permitian una humedad constante por capilaridad, permane-
ciendo otros 6 meses en las mismas dentro del laboratorio, también con los ciclos de luz naturales y a una
temperatura constante de aproximadamente 24 °C.
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Ubicacién de las probetas en una zona hiimeda de una azotea de la sede del IAPH durante los
primeros 6 meses (izquierda) y en cubetas en el laboratorio durante el resto del ensayo (derecha).

Cuantificacion del crecimiento fotosintético.

El area de las superficies pétreas cubierta por colonizacidn fotosintética se consider6é una medida del cre-
cimiento fotosintético. Para cuantificar el desarrollo de los microorganismos fotosintéticos sobre la super-
ficie de las probetas tras el tiempo de incubacion, se midieron las areas cubiertas por los biofilms. Ello se
llevé a cabo de dos maneras, por un lado de forma manual mediante papel milimetrado transparente, y
por otro lado mediante analisis digital de imagenes, midiendo el area colonizada con un conocido pro-
grama de tratamiento de imagenes sobre fotografias de las probetas.

Colorimetria.

La colorimetria permite determinar las variaciones de color que se producen en los distintos materiales.
Habitualmente se utiliza para evaluar los posibles cambios de color en los materiales tras algin tratamien-
to (biocida, hidrofugante, consolidante, etc.), pero en este caso hemos utilizado la colorimetria no para
calcular la variacidn global en el color, sino simplemente para calcular la variacién hacia el verde, asu-
miendo que un cambio hacia el verde es consecuencia de la clorofila de los microorganismos fotosintéti-
cos que se han desarrollado.

Se utilizé un colorimetro Minolta Chroma meter CR-210, que caracteriza el color en forma de coordenadas
tridimensionales en el espacio de color CIE-Lab. Este sistema de medicion proporciona los parametros
cromaticos L* a* b*. L* indica la luminosidad y a* y b* son las coordenadas cromaticas, a* corresponde a
las coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde) y b* corresponde a las coordenadas amari-
llo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul).

Se tomaron medidas colorimétricas en 10 puntos distintos de cada area ensayada de las probetas, antes
de comenzar el ensayo, y en los mismos puntos después de terminar el mismo. Cuanto mas negativa sea la
diferencia del parametro a* después del ensayo (Aa*=a*,-a*1), mas cambio cromatico hacia el verde.

Codigo:RXPMw847Z6IMFX20wMrPbrRtjGh5YTI.
Permite la verificacion de la integridad de este documento electrénico en la direccién: https://ws050.juntadeandalucia.es/verificarFirma

FIRMADO POR

VICTOR MANUEL MENGUIANO CHAPARRO FECHA

22/06/2023

ID. FIRMA

RXPMw847Z6IMFX20wMrPbrRtjGh5YT PAGINA

4/10



https://ws050.juntadeandalucia.es/verificarFirma/code/RXPMw847Z6JMFX20wMrPbrRtjGh5YI

RESULTADOS.
Desarrollo de microorganismos fotosintéticos.

En primer lugar, hay que destacar la capacidad hidro-repelente del producto ensayado. Al pulverizar para
humedecer, es evidente el efecto perlante en las superficies donde se han aplicado los productos, mientras
en las no tratadas las gotas de agua se absorben rapidamente.

Quizas por ello la formacion de biofilms de microorganismos fotosintéticos fue muy lenta en un principio;
no fue hasta los 3 meses cuando se empezé a notar de visu su crecimiento, por supuesto en las zonas de
control o no tratadas. A partir de los 6 meses es cuando se hizo evidente de visu el crecimiento, que cubre
practicamente la totalidad de la superficie en el caso de las zonas no tratadas. La piedra del Puerto es un
material bastante poroso y presenta una superficie con irregularidades, que proporcionan puntos de an-
claje y micronichos para el asentamiento de células microbianas, favoreciendo por tanto su crecimiento.

Capacidad hidrofugante en la piedra del Puerto. Dada su elevada porosidad, no se produce perlado,
pero se aprecia cdmo la zona no tratada se ve mas oscura por la absorcion de agua respecto al érea tratada.

En las superficies control o no tratadas, es evidente el desarrollo de microorganismos fotosintéticos. Este
desarrollo comenz6 a los 3 meses con cianobacterias, adquiriendo un color verdeazulado, a las que les
siguieron las algas verdes. A los 6 meses el desarrollo de microorganismos fotosintéticos ya era mas que
evidente a simple vista, siendo completo al finalizar el ensayo. En algunos puntos se observan manchas
pardo-negruzcas sobre las biopeliculas verdes; se trata de crecimiento fungico. Cianobacterias y algas
verdes contribuyen mediante la fotosintesis a un aumento significativo del contenido de carbono organico
de la piedra, favoreciendo el crecimiento de microorganismos heterétrofos (bacterias y hongos) que viven
a expensas de la materia organica extracelular sintetizada por las algas vivas, o bien se alimentan de las
algas que van muriendo. Vemos por tanto la sucesion ecoldgica que se produce de forma natural, y que en
teoria seguiria con el desarrollo de liquenes y bridfitos.

En cambio, en las zonas tratadas con el producto Aquashield Active, la superficie colonizada por microor-
ganismos fotosintéticos es menor, y se aprecian mas cianobacterias que algas verdes. Tras 12 meses de
ensayo, vemos aun una colonizacién incipiente en estas zonas tratadas. Sin embargo la vitalidad de los
microorganismos es la misma que en las zonas no tratadas, por lo que en realidad el productos no es bio-
cida, aunque si tiene una funcién retardante del desarrollo microbiano.
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Evolucién de las probetas de piedra del Puerto durante el ensayo. De arriba abajo, a los 3, 6,9y 12 meses.
En todos los casos, a la izquierda el area la tratada con Aquashield Active y a la derecha la zona sin tratamiento.
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Imagenes al estereomicroscopio (7x) de piedra del Puerto sin colonizar (izquierda), colonizacién incipiente en area tratada
con Aquashield Active (centro) y colonizacién total en drea no tratada (derecha). Independientemente de si estan tratadas o no,
los microorganismos fotosintéticos presentes tienen la misma vitalidad.

Cuantificacion del crecimiento fotosintético.

El siguiente gréfico refleja el porcentaje calculado de superficie cubierta por colonizacién fotosintética
para el sustrato sin tratar respecto al tratado con Aquashield Active.

% Superficie colonizada

PIEDRA DEL PUERTO

H Sin tratar W Agashield Active
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Colorimetria.

El siguiente gréafico muestra los valores medios de diferencia del parametro a* (Aa*) respecto a las medi-
ciones previas al ensayo.

T

Aa*

PIEDRA DEL PUERTO

M Sin tratar W Aqashield Active

CONCLUSIONES.

Se ha llevado a cabo un ensayo de colonizacidn artificial sobre piedra del Puerto, en el que se ha testado la
capacidad antimicrobiana del producto hidréfugo Aquashield Active.

La superficie final colonizada al final del ensayo ha sido casi del 100% cuando el sustrato no ha sido trata-
do con ningln producto. En cambio cuando el sustrato ha sido tratado con Aquashield Active, la superficie
colonizada por microorganismos fotosintéticos ha disminuido en un 84,45% de media.

Los datos colorimétricos estan en consonancia con los de superficie colonizada. El cambio cromatico hacia
el verde por el desarrollo de clorofila es de media unas 16 veces menor en la superficie tratada respecto a
la no tratada.

Aunque el producto Aquashield Active consigue disminuir el crecimiento de microorganismos fotosintéti-
cos, la vitalidad de los organismos que se desarrollan es la misma que en las zonas no tratadas, por lo que
en realidad el producto no es biocida, aunque si tiene una funcidn retardante del desarrollo microbiano
dada su capacidad de repeler el agua, factor limitante para el desarrollo de dichos microorganismos.
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El fabricante del producto garantiza su durabilidad durante 10 afios. Este ensayo ha durado un afio, y aun-
que la colonizacién ha sido artificialmente acelerada por exposicién intensificada tanto a humedad como a
los microorganismos fotosintéticos, no puede extrapolarse a tiempo real y condiciones totalmente natura-
les, aunque si pueden extraerse patrones o tendencias que también tengan lugar en condiciones natura-
les. Por ello, si durante un afio humedeciendo e inoculando constantemente el material tratado con
Aquashield Active, los resultados son los esperables, podemos considerar que si puede garantizarse su
funcionalidad durante 10 afios.
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