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Resumen

El deterioro de los libros a causa de los hongos es un grave problema al que debe
enfrentarse el conservador-restaurador de bienes con valor cultural. En Cuba hay
poca disponibilidad de productos para el control quimico del biodeterioro fingico en
documentos con soportes de papel, por lo que si se demuestra la efectividad de la
aplicacion de productos quimicos contra estos organismos, asi como su inocuidad
sobre el papel, se poseeran alternativas para el control del biodeterioro por esta
causa. Para esto se evalud el crecimiento fungico de dos géneros con capacidad
celulolitica demostrada sobre papel previamente tratado con dos sales de amonio
cuaternario y un extracto vegetal y la eficacia de los productos en el tratamiento del
papel contaminado. Se determin6 la Minima Concentracion Inhibitoria (MCI) de los
productos seleccionados por su efectividad, frente a ambos géneros. Por dltimo se
determiné el efecto de los productos en las propiedades del papel mediante el indice
de cobre, determinacién del pH y el efecto sobre las tintas como elemento sustentado,
tanto para papel sin envejecer como para papel envejecido (bond y periédico). El
cetrimide al 0,25% y el extracto acuoso de hojas de Terminalia cattapa L. al 50% no
inhiben el crecimiento fungico de Aspergillus sp (L6) y Penicillium sp. (L19b) sobre
papel previamente tratado; el primer producto al 0,5% es tan efectivo con tal fin como
la sustancia de referencia (cloruro de benzalconio al 0,5%). Solamente el cetrimide al
0,5% fue efectivo en el tratamiento del papel contaminado con Aspergillus sp (L6);
existe una mayor dificultad en el control de Penicillium sp. (L19b). Los bajos valores
de la MCI (0,2% para el benzalconio y menor que 0,1% para el cetrimide, frente los
ailados fungicos), fundamenta la efectividad de ambos productos en el control de las
especies fungicas. La adicion de cetrimide al 0,5% no afecta la calidad del papel bond
y periodico envejecido a los 25, 50 y 75 afios, atendiendo a: los valores de indice de
cobre y pH, ni los sustentados de tintas china y estilografica. El papel bond se afecta
mas con la adicién de los productos que el papel periédico. La adicién de cetrimide
(0,5%) es mas favorable que la de la (cloruro de benzalconio al 0,5%). Todos los
valores de pH del papel se presentan dentro del limite considerado estable o
recomendable. Por lo que la adicion de los productos no afecta al papel en este

aspecto.

Palabras claves: Penicillium, Aspergillus, Terminalia Catappa L., cetrimide, cloruro de

benzalconio.



Abstract

The deterioration of the books due the mushrooms is a serious problem to which should
face the restaurateur. In Cuba there is not available a lot of products for the chemical control
of the fungi biodeterioro in documents with paper supports, if demonstrated the effectiveness
of the application of chemical products against these organisms, as well as its inocuidad,
alternatives will be possessed for the control of the biodeterioro by this cause. For this fungi
growth of two strains was evaluated with capacity celulolitic demonstrated on paper
previously treaty with two salts of quaternary ammonium and a vegetable extract. The
effectiveness of the products in the treatment of the polluted paper was also evaluated.
Lastly the effect of the products was determined in the properties of the paper by means of
the copper index, determination of the pH and the effect on the inks like sustained element,
so much stops paper without aging like it stops aged paper (bond and newspaper). The
cetrimide to 0,25% and the watery extract of leaves of Terminalia cattapa L. to 50% doesn't
inhibit the growth fangico of Aspergillus sp (L6) and Penicillium sp. (L19b) it has more than
enough paper previously treaty; the first product to 0,5% is as effective with such an end as
the reference substance (benzalconio chloride to 0,5%). Only the cetrimide to 0,5% was
effective in the treatment of the polluted paper with Aspergillus sp (L6); a bigger difficulty
exists in the control of Penicillium sp. (L19b). The first floor values of the Minimum
Concentration Inhibitoria bases the effectiveness of the benzalconio chloride and the
cetrimide in the control of the species fungicas biodeteriorantes study object. The cetrimide
addition to 0,5% doesn't affect the quality of the paper bond and aged newspaper to the 25,
50 and 75 years of aging, assisting to: the values of copper index and pH, neither those
sustained of Chinese inks and stylographic. The paper bond is of better quality that the
newspaper, although there are not big differences among these. The aging process didn't
affect to the paper. The paper bond is affected more with the addition of the products that
the periodic paper. The cetrimide addition (0,5%) it is more favorable than that of the
reference substance (benzalconio chloride to 0,5%). All the pH values are presented inside
the stable and advisable considered limit. For that that neither the quick aging neither the

addition of the products affect to the paper in this aspect.

Key words: Penicillium, Aspergillus, Terminalia Catappa L., Made up of quaternary

ammonium
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Introduccion

1. Introduccién
Una de las causas de degradacion e incluso destruccion de libros en Bibliotecas y
Archivos es la accidon de los agentes bidticos, entendiendo como a tales a los
microorganismos (hongos filamentosos, levaduras y bacterias), insectos y
roedores. Las alteraciones ocasionadas por los factores bioldgicos se conoce con
el nombre de biodeterioro. La intensidad del deterioro esta en funcion de la
composicion del material, de las condiciones ambientales y el microorganismo
asociado (Capitelli y Sorlini, 2010).
El deterioro de los libros a causa de los hongos es un grave problema al que debe
enfrentarse el conservador-restaurador (Vergara, 2002). Afecta no solo la estética
de los bienes patrimoniales, sino también puede producir la degradacion de los
mismos, lo que provoca pérdidas materiales y econémicas insalvables (Capitelli y
Sorlini 2010).
Los trabajadores de las Bibliotecas y Archivos poseen la responsabilidad de
salvaguardar para las generaciones futuras, la memoria grafica de la nacién, de
alli la importancia de su proteccién y preservacion (Capitelli y Sorlini 2010).
Por otra parte muchos microorganismos que causan biodeterioro en documentos
de papel causan dafios a la salud humana. Aspergillus spp., es uno de los hongos
de mayor interés clinico pues posee especies que son capaces de provocar una
gran cantidad de afectaciones a las personas tales como alergias de Tipo |
(hipersensibilidad inmediata o rinitis alérgica seguida de ataques de asma),
sinusitis, otitis, keratitis y pueden ocasionar hasta aspergilosis severas (Flérez y
Russi, 2000).
Las sustancias quimicas que tradicionalmente se han utilizado como
antimicrobianos para la prevencion del biodeterioro en el patrimonio cultural, son
en general téxicas para el medioambiente y la salud humana y provocan cambios
en el material en que se las aplican (Flérez y Russi, 2000).
En Cuba, muchas Bibliotecas y Archivos cuentan solamente con etanol y en
muchas ocasiones este resulta inefectivo.
Los compuestos de amonio cuaternario (QAS) representan una familia de

compuestos antimicrobianos, considerados como agentes activos cationicos
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Introduccion

potentes por su actividad desinfectante, ya que son activos frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas, hongos y virus (Buffet-Bataillon et al.; 2011).
Tienen como estructura basica al ion amonio (NH4), la cual al ser modificada, su
accion es atribuida a la inactivacion de enzimas, desnaturalizacién de proteinas
esenciales y la rotura de la membrana celular.

La aplicacion de productos obtenidos de plantas (extractos vegetales) y productos
quimicos de baja toxicidad (compuestos de amonio cuaternario) en el control de
microorganismos que participan en el biodeterioro del patrimonio cultural, se
presenta como una solucion viable que muestra ventajas desde el punto de vista
econdmico y medioambiental y resulta ser una salida ecoldgica que propicia la
disminucion del uso de sustancias quimicas toxicas y contaminantes para el
medioambiente.

En Cuba hay poca disponibilidad de productos para el control quimico del
biodeterioro fungico en documentos con soportes de papel, por lo que si se
demuestra la efectividad de la aplicacién de productos quimicos contra estos
organismos, asi como su inocuidad, se poseeran alternativas de control quimico

del biodeterioro por esta causa.

El objetivo general de este trabajo es evaluar alternativas para el control quimico

del biodeterioro fungico en documentos con soporte de papel.
Para lograrlo se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el crecimiento fungico sobre papel previamente tratado con una sal
de amonio cuaternario y un extracto vegetal.

2. Evaluar la eficacia de los productos en el tratamiento del papel
contaminado.

3. Determinar el efecto de los productos en las propiedades del papel.
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2. Revision Bibliografica

2.1 Deterioro microbiolégico del papel

Cuando el biodeterioro es provocado por microorganismos se denomina
microbiodeterioro (Borrego, 2009b; Villalba y Malagén, 2011).

El medio ambiente juega un papel decisivo en el tipo y la extension del deterioro
de los materiales estructurales. La polucién natural y antropogénica son muchas
veces coadyuvantes de los procesos de biodeterioro, lo que crea condiciones
propicias para que los microorganismos logren colonizar los soportes y de este
modo empezar a tomar como fuente de alimento los componentes basicos del
papel, ya que por ser organicos, le pueden brindar todos los nutrientes necesarios
como fuente de carbono para que proliferen y alteren la documentacion (CYTED,
2002).

Los dafios ocasionados por una infeccién fungica son casi siempre irreversibles y
sélo se puede conseguir detener su accion y paliar algunos de sus efectos.

Los hongos producen tres tipos de alteraciones en los soportes celuldsicos:
guimicos, mecanicos y cromaticos.

Las alteraciones quimicas se deben a que los microorganismos liberan sustancias
capaces de alterar quimicamente la celulosa, transformandola y degradandola,
modificando de esta manera las propiedades del papel. Estas se subdividen en
asimiladoras y desasimiladoras (Ciferri, 1999; Martinez, 2003; Borrego et al.,
2011). La primera consiste en la utilizacién de los materiales de las obras como
fuente de carbono o de energia y la segunda ocurre por excrecidn o secrecion de
productos de desecho del metabolismo, entre los que se encuentran acidos
organicos como acido citrico, acido fumarico, acido lactico, etc., que bajan el pH
de los soportes considerablemente acidificAndolos (Martinez, 2003).

Los procesos quimicos que producen deterioro son: descomposicion por
sustancias acidas, por sustancias basicas, degradacion por enzimas y emision de
pigmentos, los que provocan cambio de coloraciébn y un aspecto poroso y
fragmentado del papel (Ciferri, 1999; Martinez, 2003; Borrego et al., 2011).

Entre las sustancias que los producen podemos destacar enzimas glucosidicas y

acidos organicos. Los hongos celulosicos, mediante enzimas glucosidicas,
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destruyen los puentes de oxigeno que unen las moléculas que forman la cadena
de celulosa llegando a formar celobiosa (polisacérido formado por dos moléculas
de glucosa). Este compuesto es degradado, a su vez, por otras enzimas
glucosidicas que separan las moléculas de glucosa consiguiendo asi el principal
nutriente de los hongos (Capitelli y Sorlini 2010).

Estas enzimas y otras producidas por las especies fuangicas que han sido aisladas
de documentos (glucanasas, lacasas, fenolasas, queratinasas, mono-oxigenasas
etc.), asi como los acidos excretados por los hongos filamentosos (oxalico,
fumarico, succinico, acético etc.) y compuestos organicos volatiles, pueden
ocasionar alteraciones del soporte. Entre estas las mas frecuentes son: manchas
de diferentes colores y tonalidades, decoloracion, acidificacion y degradacion
fisica. Ademas los hongos pueden producir pigmentos que también modifican las
caracteristicas quimicas y fisicas del papel (Cappitelli et al. 2010; Sterflinger
2010).

Las alteraciones mecanicas se producen en el papel cuando el micelio de los
hongos se introduce entre las fibras celuldsicas. Este puede llegar a expandirse
por el soporte celulésico hasta destruirlo en su totalidad, rompiendo todas las
fibras. El resultado es un papel fragil, debilitado y de aspecto algodonoso. Las
especies implicadas principalmente en modificar las propiedades mecanicas del
papel, pertenecen a los géneros Chaetomium, Trichoderma y Stachybotrys
(Caneva, 1991).

Por ultimo la degradacion mas visible del papel atacado por hongos se constata
por la formacion de manchas de diversos colores (rojo, violeta, amarillo-marrén,
negro, etc.) que pueden observarse en el soporte. Una alteracion cromatica
particular es el llamado Foxing, que tiene como caracteristica la formacién de
manchas rojizas y oscuras, de dimensiones variables, que se desarrollan en
ciertos papeles de una forma muy localizada. El color de las manchas en el
soporte celulésico provocadas por microorganismos no permite identificar qué tipo
de hongo lo provoca. Esto es debido a que el pigmento de cada especie fungica
toma una coloracion y una intensidad diferente dependiendo de las
particularidades del papel que alteren. Entre las propiedades del soporte
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celulésico que intervienen en las distintas tonalidades esta el pH, las presencia de
colas (almiddn o gelatinas), existencia de metales, etc. Asimismo influye, el tiempo
de persistencia de la infeccion fangica y la coexistencia de varios microorganismos
(Gallo, 1985). El proceso que provoca dichas alteraciones cromaticas se relaciona
con la presencia de hongos con micelio pigmentado y con la liberacion de
pigmentos sobre el sustratos, fundamentalmente (Caneva, 1991). La coloracién de
las manchas producidas por los hongos también depende de las materias primas
utilizadas en la manufactura del papel. Entre éstas encontramos impurezas
metalicas de la pasta, aditivos como colas, almidon o gelatinas vy fijadores, un pH
de la pasta entre 4,8-5,6 (pH 6ptimo para el desarrollo fingico).

Estas sustancias pueden haberse introducido en la pasta de papel en el momento
de su fabricacion o posteriormente, al realizarse un reapresto. Por otro lado, el
proceso quimico utilizado en la manufactura del papel y las condiciones
medioambientales en las que se ha producido la infeccion pueden provocar ciertas
pigmentaciones en el soporte celulésico (Maynor, 1998).

Cuando los hongos se establecen sobre un papel, se inician una serie de etapas
en las que los microorganismos degradan el soporte celulésico. Esta serie de
fases empiezan con la constatacion de unas simples manchas de humedad en el
papel. La manifestacion visible del crecimiento de los hongos sobre el papel es la
aparicion de manchas las cuales por lo general exceden el diametro de la colonia
del hongo. También pueden aparecer areas de enmohecido sin manchas, y en
ocasiones solamente manchas perceptibles a la vista. Con el tiempo, el papel se
vuelve débil y se perfora, de igual manera, se generan cambios de color y de
resistencia mecéanica (Maynor, 1998).

El desarrollo inicial de un microorganismo en un documento depende de las
condiciones de higroscopicidad del material, de las caracteristicas de la superficie
y de las condiciones ambientales (Bach, 1998). La temperatura favorable para la
mayor parte de las especies microbianas que atacan los materiales de archivo
estd comprendida entre los 20 y los 30°C (Lin y Li, 2000), aunque es oportuno
decir que existen organismos que pueden soportar temperaturas superiores a los
30°C e inferiores a 0°C (Florian, 2004).
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Los microorganismos que conforman la microbiota habitual del patrimonio
documental necesitan para su desarrollo valores de humedad relativa superiores
al 65% y un contenido de agua en los materiales entre 8-10% por encima de los
valores normales (Florian, 2004; Karbowska-Berent, 2011). El contenido de
humedad en un material es uno de los factores mas importantes en el crecimiento
microbiano que entre otros fendmenos determina la cantidad de agua presente
para la germinacion de las esporas microbianas. Muchas especies de hongos y
bacterias comienzan su desarrollo en funcion del contenido de humedad sobre la
superficie de un objeto. Asimismo, ha de tenerse en cuenta que los
microorganismos durante su desarrollo producen agua metabdlica, la cual
incrementa el contenido en humedad de un material, favoreciendo a su vez la
multiplicacion celular (Vaillant et al., 2004).

La contaminacion antropogénica también induce procesos deteriorantes
(Someillan et al., 2006).

La luz en muchas especies es necesaria para la formacion de las esporas y los
conidiéforos que son fototrépicos positivos (Conservaplan, 1998).

Los hongos que afectan al papel poseen esporas resistentes al calor y el
desecamiento, por lo que se mantienen en estado de reposo hasta encontrar
medios favorables para la germinacion (Olivero, 2004).

Los hongos mas comunes en ambientes interiores son los que se encuentran
agrupados dentro de los géneros Penicillium, Rhizopus y Cladosporium. Los
hongos patégenos como Stachybotrys se aislan con menor frecuencia de los
ambientes interiores (Kuhn, 2003). Se han reportado ademas otros géneros que
aparecen con relativa frecuencias en ambientes interiores como: Curvularia,
Alternaria, Fusarium, Mucor, Chrysonilia (Gorny, 2004; Alburquerque et al., 2006;
Karbowska-Berent et al., 2011), Circinella y Geotrichum (Medina, 2008).

Estos en su actividad contaminante ejercen un doble efecto negativo ya que por
un lado producen dafios al soporte documental y por otro afectan a la salud del
personal que esta en contacto con las colecciones (Gallup, 2006; Nevalainen y
Morawska, 2009; Rojas et al., 2002; Florian 2004; Borrego et al., 2008, 2010).
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2.2 Uso de desinfectantes para la eliminacion de microorganismos en
documentos con soporte de papel

Aungue se conocen muchas definiciones, la mas acertada es la que expone la
asociacion Suiza de Microbiologia que sefala: “Desinfeccion es la adecuada
eliminacién de determinados microorganismos nocivos mediante actuacién sobre
su estructura o metabolismo, independientemente del estado funcional, con objeto
de impedir su desarrollo” (Wildbrett, 2000).

El objetivo de la desinfeccion se logra con el uso de desinfectantes, que son
productos biocidas (también conocidos como agentes antimicrobianos) que al
contacto destruyen o inactivan microorganismos patégenos (Pefia y Zambrano,
2003).

Un agente antimicrobiano es aquel que mata o inhibe el crecimiento de
microorganismos. Este puede ser sintético o natural, los agentes que matan a los
microorganismos suelen denominarse agentes microbicidas, con prefijo que indica
el tipo de microorganismo que mata (Fl6rez y Russi, 2000).

En otra definicién, los agentes antimicrobianos son sustancias capaces de inhibir
la capacidad de multiplicacién de los microorganismos (Aldana y Sarassa, 1999).
Las sustancias biocidas empleadas para la eliminacion de microorganismos deben
tener los siguientes requisitos: amplio espectro, rapida accién, ausencia de
interferencia con el material constitutivo, baja toxicidad para la salud humana, bajo
riesgo de contaminacion ambiental, facil de usar y debe ser un material estable
(Fl6rez y Russi, 2000).

Para su uso en documentacion de caracter historico, debe tenerse en cuenta que
muchos de los soportes por su constitucion fisica y quimica pueden verse
afectados en el momento de la aplicacion de los desinfectantes. Un desinfectante
ideal no debe dejar residuos nocivos en los objetos, no puede provocar
afectaciones en las propiedades de los materiales constituyentes, ni acelerar las
reacciones de la degradacion con el tiempo, debe ser de rapida accién, de forma
tal que en un tiempo breve la contaminaciéon pueda ser eliminada; tener un
elevado poder de penetracion de manera que pueda llegar al interior del volumen

del objeto, no provocar transformaciones en los materiales; no dejar remanentes
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toxicos y ser altamente econdémico (Pefia y Zambrano, 2003; Florez y Russi,

2000).

2.2.1 Modo de accién de los agentes antimicrobianos

Para la deseada reaccion entre el agente antimicrobiano (desinfectante) y los

microorganismos a combatir constituye un importante requisito el contacto entre

ambos en el que se dé lugar al proceso de destruccion (Wildbrett, 2000).

Los agentes antimicrobianos pueden afectar las células en forma muy diversa. A

concentraciones altas, algunos pueden precipitar proteinas, pueden romper la

membrana celular o causar antagonismo quimico al interferir con las reacciones

enzimaticas o remover su grupo surfhidrilo libre (Aldana y Sarassa, 1999; Merlano

y Rincdn, 1999). Se encuentran como mecanismos de accion:

Dafio al ADN: cierto nimero de agentes antimicrobianos actian dafiando el
ADN, entre éstos se incluyen las radiaciones ionizantes, la luz UV y los
compuestos quimicos que reaccionan con éste acido, en la ultima categoria
estan los agentes alquilantes. Las lesiones al ADN son la destruccién de la
célula por interferir en la replicacion del ADN (Koneman, 2001).
Desnaturalizacion de proteinas: se presenta cuando hay fragmentacion de
la estructura terciaria de la proteina efecto que puede ser producido por
factores fisicos o quimicos (Aldana y Sarassa, 1999).

Rompimiento de la membrana: o en su caso de la pared celular, la
membrana celular actia como una barrera selectiva, dejando pasar algunos
solutos a través de ella y excluyendo otros, de tal forma que algunas
sustancias que se encuentran en su superficie pueden alterar las
propiedades fisicas y quimicas de la membrana impidiendo su funcién
normal, matando e inhibiendo en esta forma la célula. La pared celular
actia como una estructura de sujecion, protegiendo a la célula de lisis
osmoética. Asi los agentes que destruyen la pared (lisozima) o impiden su
sintesis normal, pueden traer consigo la lisis de la célula (Aldana y sarassa,
1999; Florez y Russi, 2000; Wildbrett, 2000).
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e Eliminacion de grupos surfhidrilo libres: algunos agentes oxidantes
interfieren en el metabolismo ligando grupos sulfhidrilos vecinos para dar
uniones disulfuro, existen en las células muchas enzimas que contienen
grupos sulfhidrilo, por consiguiente, los agentes oxidantes causan dafio
considerable (Wildbrett, 2000).

2.2.2 Métodos de control con productos toxicos habitualmente aplicados a
objetos historicos

Dentro de los métodos de desinfeccion y desinsectacion de bienes culturales, se
han venido aplicando numerosos procedimientos. EI mas comun de ellos ha sido
la fumigacion en cadmaras con oOxido de etileno. Este producto, puede provocar
reacciones quimicas que inducen deterioros significativos. Puede reaccionar con
los grupos sulfidrilos, de las proteinas, y con los carbonilos e hidroxilos de las
celulosas, ocasionando alteraciones de las estructuras de los polimeros. También
reacciona con compuestos metdlicos, especialmente con el cobre. Todo ello
produce cambios en las propiedades fisicas y quimicas de los soportes tratados.
Ademas, es un producto altamente toxico. El timol es un producto mas accesible
que se ha venido utilizando habitualmente en forma cristalina como sélido
sublimable. Varios estudios indican que no elimina las esporas de hongos ni las
células bacterianas. Puede ocasionar alergias e irritacion en las vias respiratorias.
Se le atribuyen efectos cancerigenos (Valentin, 2003).

Otros quimicos como el ortofenilfenol (OFF), tienen un amplio espectro como
fungicida y bactericida. EI OFF se ha utilizado ampliamente como biocida aplicado
a bienes culturales. También se ha incorporado a productos de restauracion,
adhesivos sintéticos y colas animales. Puede despolimerizar algunos adhesivos.
Deteriora los textiles y el papel produciendo cambios de color y envejecimiento de
los materiales. No obstante, su toxicidad es menor que la de otros fungicidas
incluyendo el pentaclorofenol. Es soluble en etanol. La sal sodica del ortofenilfenol
es soluble en agua y presenta mayor grado de toxicidad que el ortofenilfenol
(Valentin, 2003).
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El formaldehido, se ha aplicado frecuentemente por nebulizacion, tiene un poder
de penetracion escaso. Tiene un efecto fungicida limitado y no tiene eficacia como
insecticida. Es un buen fijativo del material celular, por ello se considera muy
toxico. Tiene efectos cancerigenos. Los tratamientos con formaldehido se aplican
a alta humedad relativa para impedir que se polimerice y que pueda precipitar
sobre los materiales tratados formando un depdsito blanco. Un producto similar, el
paraformaldhehido es un soélido sublimable utilizado como desinfectante. Se
comercializa en pastillas de 1 gramo y se utilizan 3-5 g-m aplicados en bolsas de
plastico herméticamente cerradas y expuestas a una temperatura de 25°C
aproximadamente. Con ello se favorece la sublimacion. Tiene un factor de riesgo
de toxicidad similar que el formaldehido. Los materiales proteicos tratados con
formaldehido pierden flexibilidad. Por ello, nunca deben emplearse como
desinfectante de pergaminos, cueros, pieles y sedas. Incrementa el proceso de
corrosion de las tintas ferrogdlicas. Es un corrosivo enérgico de los metales y de
los vidrios (Valentin, 2003).

El pentaclorofenol, ha sido muy utilizado como fungicida de libros, textiles madera
etc. Se ha comprobado que ataca los metales y consecuentemente los pigmentos.
Degrada la celulosa del papel y de la madera. Es altamente téxico por inhalacién y
por contacto con la piel, por lo que no esta registrado como fungicida en muchos
paises. Se ha comprobado que una disolucién de etanol-agua al 70% actia como
fungicida de muchos hongos celuldsicos y proteicos (Valentin, 2003).

El etanol elimina los mohos por deshidratacién. El caracter fungicida del producto
es menor cuando se aplica etanol absoluto al 100%. Su efecto como bactericida
no es muy amplio, por ello para aumentar su eficacia como microbicida y en caso
de soportes muy contaminados, suele recomendarse preparar una disolucién de
etanol al 70% a la que se le incorpora 0,1% de ortofenilfenol. Este preparado se
aplica por imprimacion, pulverizacion o bafo. Posiblemente sea el tratamiento mas
efectivo y menos toxico de los quimicos expuestos (Valentin, 2003).

Existen tratamientos de desinfeccion que utilizan antibidticos (penicilina,
estreptomicina, actinomicina etc) y/o enzimas (lisozima, tripsina, etc.). Su mayor

ventaja es que no son toxicos. Su mayor inconveniente es que tienen un espectro
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de accion muy pequeifio, por lo que existen numerosas especies microbianas que
no son eliminadas por estos productos (Valentin, 2003).

La fumigacion se ha usado ampliamente en la erradicacion de los hongos. De las
camaras de fumigacidbn que se usan comunmente, las mas efectivas en la
eliminacién de los hongos son aquéllas que poseen vacio, el vacio permite una
mayor penetracion del fumigante, por otra parte, es posible que tenga efectos
adversos en las estructuras del hongo, al remover el oxigeno que el hongo
requiere para su crecimiento y posiblemente produciendo una ruptura de las
esporas. Sin embargo, las camaras de vacio y su instalacion son extremadamente
caras. Los productos que se utilizan en la fumigacién son altamente toxicos
(Forsythe y Hayes, 2002).

El 6xido de etileno se desarrollé en 1859. A finales de la década de los treinta, el
mismo se usaba comunmente como producto de fumigacion para los granos, y
durante la década de los setenta se usaba ampliamente en museos, bibliotecas y
archivos. Ballard y Baer desarrollaron un excelente estudio sobre la historia, uso,
efectividad y peligros del 6xido de etileno (Ballard y Baer, 1986). Algunos estudios
sugieren gue la fumigaciéon con EtO altera la celulosa y la hace méas propensa al
crecimiento de hongos. Su uso se redujo mucho con las estrictas reglas de la EPA
sobre la emisibn de gases téxicos. Ademas, se han documentado muchos
estudios sobre la subsistencia del EtO en una gran variedad de materiales
proteicos y plasticos por meses (KN). El EtO que retienen los tejidos grasos es
muy toxico para los humanos. Los museos de los Estados Unidos ha abandonado
virtualmente su uso (Forsythe y Hayes, 2002).

2.2.3 Métodos de control con productos no téxicos

Los compuestos de amonio cuaternario, conocidos como “cuaternarios”, “quats” y
“QAC” con esencialmente sales de amonio con algunos o con todos los atomos de
ion (NHa4)* sustituidos por grupos alquilo o arilo, el anibn generalmente es un
cloruro o bromuro (Forsythe y Hayes, 2002).

Las sales de amonio cuaternario se obtienen ordinariamente por alquilacion de las

aminas terciarias.
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A partir del afio 1935 se empezaron a realizar investigaciones sobre gran niumero
de sales de amonio cuaternario respecto a sus propiedades germicidas y
fungicidas. Entre éstas figuran gran variedad de compuestos alifaticos, arométicos
y heterociclicos, todos estos tienen actividad de superficie (Kirk & Othmer, 1998).
La mayor parte de los compuestos de clase germicida, llamada detergentes
catiénicos, son sales de amonio cuaternario. Su poder bactericida es alto contra
bacterias Gram positivas e incluso muy fuerte con los microorganismos Gram
negativos (Forsythe y Hayes, 2002). Los compuestos cuaternarios han
demostrado ser efectivos como fungicidas y se les reconoce su poder contra
algunos protozoos patdégenos, los que mayor interés han despertado en los
altimos afios son los cloruros de benzalconio por su potencial poder
antimicrobiano (Kirk & Othmer, 1998; Flérez y Russi, 2000).

Los QAC son caros, esto se debe a que cuentan con propiedades tales como: son
poco afectados por la presencia de restos organicos, no son corrosivos, no son
irritantes de la piel, salvo a grandes concentraciones. Ademas los QAC mantienen
su actividad en un amplio rango de pH, aunque son mas activos en condiciones
alcalinas débiles, cayendo rapidamente su poder cuando el pH es menor a 5
(Forsythe y Hayes, 2002).

La combinacion de propiedades como la actividad germicida, baja toxicidad,
solubilidad, no corrosivo y la estabilidad, han dado a los compuestos cuaternarios
muchas aplicaciones practicas para el saneamiento y desinfeccion (Florez y Russi,
2000; Pefay Zambrano, 2003).

La tecnologia CSC Book Saver ® permite el tratamiento (simultaneo de
desacidificacion y desinfectacién) de libros y documentos sin desencuadernar a un
bajo coste de manera eficaz y sencilla en cualquier Archivo o Biblioteca con una
capacidad superior a 250.000 libros al afio (Mendo, 2001).

El proceso Book Saver® utiliza una maquina, donde se introducen los libros y
documentos sin desencuadernar, y un reactivo, que neutraliza la acidez sin atacar
las tintas (Mendo, 2001).

El Biocida CSC Book Saver® ha demostrado un amplio espectro antimicrobiano
frente a bacterias y hongos que degradan el papel. En su composicion se utilizan
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exclusivamente productos de eficacia probada y utilizados habitualmente en el
campo de la farmacia y de la cosmética, por su ausencia de toxicidad y su bajo
impacto ambiental (Mendo, 2001). El proceso de desacidificacion en masa CSC
Book Saver® tiene un efecto desinfectante ya que durante el tratamiento se crea
vacio en la camara donde se tratan los libros para introducir posteriormente el
agente vehiculante HFC 227. Este agente actla también como desinfectante
porque se deja actuar durante un periodo de tiempo suficiente para eliminar las
larvas e insectos por falta de oxigeno (Mendo, 2001).

Una de las principales ventajas del proceso desinfectante de CSC Book Saver® es
que durante el proceso se deja una dosis de biocida que evitard que en el futuro
aparezcan nuevas infecciones (Mendo, 2001).

Desde la antigiedad se conoce la actividad antimicrobiana de los extractos y
aceites esenciales de plantas y en los ultimos afios, se ha renovado el interés de
los cientificos por el uso de estas sustancias naturales. Sin embargo, entre los
muchos estudios realizados, s6lo unos pocos mencionan su uso en el campo de la
conservacion de los bienes culturales (Chingduang et al., 1995; Dhawan, 1995;
Cheng et al., 2003; Gatenaby y Townley, 2003; Rakotonirainy y Lavéndrine, 2005;
Guiamet et al., 2006, 2008a, 2009, 2010; Stampella et al., 2010).

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales se debe a la presencia de
compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, etc.
(Heisey y Gorman, 1992; Daferera et al., 2000; Marriott et al., 2001; Sartoratto et
al., 2004). Pueden actuar como reguladores del metabolismo intermedio, activar o
bloquear reacciones enzimaticas, afectar directamente una sintesis enzimética o

alterar estructuras de membranas (Singh & Shunkla, 1984).

2.2.4 Desinfectantes evaluados en el estudio

Para seleccionar el producto que se va a aplicar, es necesario conocer las fichas
técnicas de las sustancias utilizadas para higienizar, ya que permiten conocer las
caracteristicas generales, las propiedades, el modo de accion, la clasificacion
toxicoldgica, las condiciones de uso, la concentracion del producto, y su poder
residual (Guerrero, 2003).
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2.2.4.1 Cloruro de benzalconio

De acuerdo a la ficha técnica (ICSC: 1584, 2006), el cloruro de
alquildimetilbencilamonio (C6H5CH2(CH3)2RCI) es un desinfectante con base en
sales de amonio cuaternario, agente activo catidonico de superficie, es rapido
agente antiinfeccioso, la duracion de su accion es moderadamente larga. Es activo
contra bacterias, algunos virus, hongos y protozoos. A la dosis de empleo es
incoloro e inodoro, es facilmente soluble en agua, etanol y acetona, dando
soluciones estables ante la luz, temperatura o largo tiempo de almacenamiento.
Aumenta su actividad si se utiliza en un ambiente alcalino y con el incremento de
la temperatura, por lo que se aconseja su empleo en caliente o nebulizado en
vapor de agua.

Es un agente tensioactivo y emulsionante, propiedades muy importantes para
accion desinfectante. Sus soluciones agitadas dan lugar a la formacion de
espuma, tendiendo el producto a ser fuertemente absorbido y a distribuirse sobre
la superficie donde se aplica. Esta propiedad es muy util en algunas aplicaciones,
ya que forma en la superficie tratada una patina de antiséptico que protege
durante largo tiempo.

Aunque se desconoce con exactitud su accién microbicida, esta pudiera deberse a
gue provoca alteracion enzimatica o que, al desnaturalizar las proteinas de los
microorganismos, cambia su estructura quimica. Abate la tensién superficial e
incrementa la permeabilidad celular y produce lisis del contenido celular, ademas

interfiere en los procesos metabdlicos de las células.

2.2.4.2 Cetrimide

El bromuro de cetil-trimetil amonio ((C16H33)N(CH3)3Br) o cetrimide es un
surfactante cationico derivado del amonio cuaternario cuya actividad bactericida se
ha demostrado frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como
antifangicas.

Se encuentra en forma natural como polvo cristalino y blanco.
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Como cualquier otro surfactante forma micelas en solucion acuosa. A 30 °C forma
micelas con un ndamero de agregacion de 75-120 (segun el meétodo de
determinacion, normalmente con una media de ~95) y un grado de ionizacion a
(carga fraccional) de 0,2 - 0,1 (de baja a alta concentracion).

Otros compuestos relacionados quimicamente son cloruro de cetil trimetil amonio
y el estearato de cetil trimetil amonio.

Tiene la propiedad de precipitar acidos y polisacaridos &cidos en soluciones de
baja concentracién idnica. Bajo estas condiciones las proteinas y los polisacaridos
neutros permanecen en solucion. En soluciones de alta concentracion ionica el
forma complejos con las proteinas y polisacaridos pero no precipita acidos
nucleicos. Por esta razon es especialmente Util para precipitar ADN genémico de
organismos que producen grandes cantidades de polisacaridos como las plantas y

algunas bacterias Gram negativas (incluyendo algunas cepas de E. coli).

2.2.4.3 Extracto vegetal de Terminalia catappa L.

El Almendro de la India (Terminalia catappa L.) posee un gran valor paisajistico,
ademas, a partir de sus frutos se extraen algunos aceites de importancia en la
cosmetologia. Esta planta ha demostrado tener un potencial bioldgico valioso, sus
hojas y corteza son ricas en taninos hidrolizables (Punicalina y Punicalagina) que
tienen propiedades fungicidas y bactericidas importantes (Hernandez et al., 2003),
puede inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas y controlan el crecimiento
de Fusarium oxysporum (Babayi et al., 2004). Por otro lado, fue reportado el
extracto de la planta como inocuo a bajas concentraciones para Trichoderma
viride y Trichoderma harzianum (Espinosa, 2004), sin embargo, este posee
actividad inhibitoria sobre los antagonistas Metarhizium anisopliae, Beauveria
basiana y Verticillium lecanii (Akira et al., 2006).

Este extracto provoca dafios en las mitocondrias, debido a los flavonoides y
taninos (Espinosa, 2012).

Los flavonoides se encuentran en el material vegetal en un 9,6% (en base a

quercetina), los taninos estan en mayor proporcion en comparacion con los

15



Revision Bibliogrifica

anteriores (13,9 %de acido tanico) y provocaron inhibiciones elevadas sobre el

desarrollo micelial de hongos fitopatdgenos (Espinosa, 2012).

2.3 Papeles y tintas empleados en el estudio

2.3.1 Papel bond

Es el papel que normalmente se utiliza para mecanografiar, confeccionar
cuadernos, libretas, blocks, papel tapiz, etc. Se fabrica en gramaje de 60 g-m-2, en
blanco y colores amarillo, azul, verde y rosado, y en gramajes de 75 g-m-2y 90
g-m-2 en blanco. Esta constituido por diversas clases de celulosa, excluyendo la
pasta mecanica, o exclusivamente con pastas blanqueadas o bien con mezclas de
éstas. Su calidad va en aumento con el contenido de celulosa blanqueada
(Alcalde, 1980; Pefia y Zambrano, 2003).

2.3.2 Papel periédico

La composicién del papel peridodico se basa en pulpa quimica kraft semi-
blanqueada, pulpa mecéanica y sulfato de aluminio cuya proporcion es de 16,84 y
1.5% respectivamente. Otros de sus componentes son lino (3%), bagazo de cafa
(17%), confiera (40%) y pino (40%), (Pefia y Zambrano, 2003).

2.3.3 Tintas

La tinta es el elemento sustentado en un soporte, que sirve para trazar caracteres,
signos, grafia o dibujos, en general es toda sustancia apta para escribir, imprimir o
colorear segun técnicas e instrumentos apropiados (Massy, 2000).

Casi todas las sustancias de escritura pueden dafar el papel sufriendo una
coloracién amarillenta, debido a la produccion de acido (hidrélisis) que ocurre tanto
en medio 4cido como en medio alcalino, producto de ello es el rompimiento de las
cadenas de celulosa (Massy, 2000).

La hidrdlisis alcalina toma lugar a una alta temperatura y con alcalis concentrados,
pero si la molécula tiene grupos oxidados, la hidrdlisis alcalina ocurre a bajas

temperaturas, aun con alcalis diluidos. Otro factor importante es el deterioro
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guimico (Oxidacion), puesto que al haber presencia de metales como hierro, cobre
y cationes metalicos, se presenta degradacion de la celulosa (Massy, 2000).
Ademas microorganismos como Penicillium sp y Aspergillus sp pueden alterar las
tintas decolorandolas debido a la accion de las enzimas producidas en su
metabolismo (Martinez, 1999).

La tinta china se caracteriza por contener partes colorantes insolubles, con la
particularidad que han sido agregados en un medio de solucion, para evitar la
precipitacion del pigmento colorante y asegurar su fijacion al papel (AIC, 1994).

Se puede aplicar normalmente sobre papel o seda, debido a que ambos tienen las
cualidades requeridas para un secado facil y una fijacion normal. Es elaborado a
partir de carbon vegetal, y entre mas afieja mejor permite observar la variedad de
matices (Beck, 1992).

Las tintas estilograficas son especialmente preparadas para usar en los lapiceros
frecuentemente, se fabrican bajo distintas férmulas, son tintas cuyo lubricante esta
compuesto de base de aceite, y son muy solubles en alcohol, que es un factor que

puede usarse para atenuar o corregir pequefios errores (AIC, 1994).
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3. Materiales y Métodos

3.1 Pruebas microbioldgicas

3.1.1 Evaluacion del crecimiento fungico sobre papel previamente tratado
con los productos

Para la realizacion de este experimento se utilizaron los resultados de una
investigacion previamente realizada, en la cual se evalu6 la actividad deteriorante
de ocho cepas de hongos filamentosos aisladas de alteraciones observadas en
documentos con soporte de papel; especificamente dos libros clasificados como
raros con valor patrimoniall, pertenecientes a la colecciéon de Fondos Raros y
Valiosos de la Biblioteca Provincial “Marti” de Villa Clara, Cuba.

De estos aislados fangicos se seleccionaron los que mostraron mayor capacidad

celulolitica y esporulacion: Aspergillus sp. (L6) y Penicillium sp. (L19b) (Figl).

Al
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en sus comunicaciones

A2 B2 C2

Figural. Aislados de hongos filamentosos empleados. A: Alteracion sobre papel

de donde se aislaron; B: Anverso; C: Reverso.

1 1: Curso de Economia Rural Espafiola, Tomo 2. Establecimiento Tipogréfico de Eduardo Cuesta, Madrid, 1865. Alteracién: mancha
con micelio en la pagina 241.
2: Apuntes histoéricos. Truijillo, E. Tipografia "El Porvenir”, Nueva York, 1896. Alteracion: mancha con micelio en la pagina 47.
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Con el objetivo de evaluar el crecimiento fungico sobre papel previamente tratado
con los productos objeto de estudio se utilizaron discos de papel Wahtman N°1 de
4,5 cm, los que fueron impregnados en 1 mL de solucion de cetrimide al 0,25% y
0,5%, asi como un extracto acuoso obtenido por maceracion de hojas de almendra
de la india (Terminalia catappa L.) al 50%. Esta droga vegetal se utiliz6 por su
efectividad en el control de Rhizoctonia solani Kihn y Sclerotium rolfsii Sacc.,
hongos fitopatdogenos del frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Espinosa, 2012). El
material solido pulverulento fue suministrado por este autor. El cloruro de

benzalconio al 0,5% se utiliz6 como tratamiento control de referencia (Fig 2).

Figura 2. Aplicacion de los productos a los discos de papel.

Para la preparacion del extracto vegetal se pesaron en balanza analitica (Explorer
Pro) 2 gramos del sélido pulverulento de las hojas y se diluyeron en 40 mL de
agua destilada estéril, agitandose en zaranda orbital (Gerhardt) a velocidad de
agitacion de 125 rpm durante 24h a 28%1 °C. Posteriormente el macerado y se

ultrafiltré utilizando un filtro de membranas (Millipore) de 2um de diametro de poro
(Fig 3).

Figura 3. Preparacion del extracto vegetal.
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Una vez impregnados en cada producto y secados los discos dentro de la cabina
de flujo laminar, estos fueron colocados por triplicado en placas de Petri
conteniendo PDA, e inoculados con 0,5 pL del inéculo de cada aislado fungico. Se
inocularon tres discos de papel sin tratar con cada género fungico como control
positivo de crecimiento y tres sin producto y sin hongo como control negativo (Fig
4). Todo el proceso experimental se realizé en el Flujo Laminar (Faster), para

mantener las condiciones de asepsia.

t Papel no inoculado

» Papel con Aspergillus sp. (L6)

» Papel con Penicillium sp. (L19b)

Papel sin Papel con
producto  producto

Figura 4. Esquema de trabajo seguido en la evaluacion del crecimiento fungico

sobre papel previamente tratado con los productos.

Las placas fueron selladas con parafilm e incubadas a 281 °C por treinta dias.

El desarrollo fungico fue determinado diariamente por examen visual, y el diametro
del crecimiento de cada colonia fue medido (cm) con una regla graduada. En el
caso de las cepas que colonizaron la totalidad de los discos de papel antes de los

treinta dias se dej6 de medir su crecimiento y se mantuvieron en incubacién el
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resto de las placas de Petri que no presentaron crecimiento fungico por la totalidad
de los dias para afirmar la eficacia de los productos.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento (%) fue calculado por la siguiente
férmula adaptada por Ansari y colaboradores, 1990. Para su calculo se emple0 el

valor medio de las tres réplicas.

Porcentaje de inhibicién = (Dc — Dt) 100

Dc
Donde:
Dc = media de los resultados del crecimiento fungico diamétrico en el control (cm).
Dt = media de los resultados del crecimiento fungico diamétrico en el tratamiento
(cm).
Se utilizé el papel de filtro Whatman N°1 por su alto contenido de celulosa (98%
w/w) y porque se conocen sus caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales.
Ademas este es libre de aditivos y es ampliamente utilizado por otros
investigadores. (Adamo et al., 1998, 2003; Canhoto et al., 2004; Vives et al.,
2004).
Para la preparacion del in6culo a cada uno de los tubos con cufias de PDA que
contenian a los hongos filamentosos incubados previamente a 28+1 °C por siete
dias, se les adicioné 5 mL de agua destilada estéril. Con la ayuda de un asa
microbiolégica se desprendié la biomasa, para obtener una suspension
concentrada, luego se afiadid 1 mL de dicha suspension en 0,9 mL de agua y se
realizé el recuento de los conidios en cdmara de recuento celular (Neubauer),

ajustandose el inéculo al orden de 108 UFC-mL™.

3.1.2 Evaluacion de la eficacia de los productos en el tratamiento del papel
contaminado

El primer paso para la realizacion de este experimento fue el desarrollo de los
hongos en el papel Whatman N°1. Los discos papel fueron esterilizados y después
inoculados con 100 pL del inéculo de cada cepa fungica, preparado de igual modo

gue en acapite anterior. Este volumen es suficiente para cubrir toda la superficie

21



Materiales y Métodos

del disco. Posteriormente estos se colocaron en placas de Petri estériles y se
incubaron a 28+1 °C por tres dias. Se utilizaron en total tres placas de Petri
conteniendo cada una tres discos de papel contaminado con cada cepa fungica.

Luego los discos de papel contaminado se sumergieron en una solucién de
cetrimide al 0,5% (teniendo en cuenta los resultados del experimento anterior) y
cloruro de benzalconio al 0,5%, tras lo cual fueron colocados en placas de Petri
conteniendo PDA. Se utilizaron discos de papel contaminado sin tratamiento como
control positivo de crecimiento. En la Figura 5 se muestra el esquema de trabajo
seguido. Todas las placas fueron incubadas a 28+1 °C por 15 dias, después se

observo el desarrollo de los hongos.

v Papel con Aspergillus sp. (L6)

‘ Papel con Penicillium sp. (L19b)

y

Papel sin  Papel con Papel con

producto cloruro de cetrimide
benzalconio  (0,5%)
(0,5%)

Figura 5. Esquema de trabajo seguido en la evaluacion de la eficacia de los
productos en el tratamiento del papel contaminado con los aislados de hongos

filamentosos.

3.1.3 Determinacion de la Minima Concentracién Inhibitoria

Para la determinacién de la Minima Concentracién Inhibitoria de cada producto
sobre cada una de las cepas objeto de estudio, se siguieron las orientaciones
dadas en la Norma NCCLS M38-A (2002).
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Inicialmente se prepararon soluciones madre de cloruro de benzalconio y
cetrimide a la concentracion de 20 mg-mL™. A partir de estas se obtuvieron las
soluciones trabajo (conteniendo medio de cultivo caldo Sabouraud y producto) a
siete concentraciones, siendo la mayor 0,7% y la menor concentracién 0,1% (Fig.
6 A).

Posteriormente se depositaron 100 uL de la solucién a cada concentracion en una
placa de microdilucion de 96 pocillos (Fig 6 B) y se afiadieron 100 pL de una
suspension de conidios del orden de titulacion de 10* UFC-mLL. No se usaron los
pozos de los extremos derechos e izquierdos, ni inferior. En el dltimo se ubicé la
menor concentracion dado que es la mas susceptible a contaminacion, y ademas
para evitar resultados falseados por desecacion, contaminacion, etc. Se mont6 un
control positivo de crecimiento, un control negativo de medio de cultivo y un control
negativo de disolvente.

Todas las placas de microdilucién fueron incubadas a 35 °C durante 72h. A cada
una se le asigné un mapa en el cual se indicé el producto y el género fangico
evaluados, el numero de concentraciones probadas, los controles y la fecha de
inicio del experimento (Fig 6 C).

Para la lectura de los resultados se tuvo en cuenta que la Minima Concentracion
Inhibitoria de un agente antifingico es aquella que inhibe substancialmente el
crecimiento del organismo visualmente detectado. Cada pozo recibe una categoria
de la siguiente manera: 4 = ninguna reduccion del crecimiento; 3 = ligera
reduccion del crecimiento o aproximadamente 75% en crecimiento en control; 2 =
prominente reduccién del crecimiento o aproximadamente 50% en crecimiento en
el control; 1 = ligero crecimiento o aproximadamente 25% en crecimiento en el

control y 0 = épticamente claro o ausencia de crecimiento.
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Figura 6. Prueba de microdilucion para la determinacion de la Minima
Concentracion Inhibitoria. A: Preparacion de las diluciones a probar de los
productos; B: Aplicacion de las diluciones en los pozos; C: Placa de microdilucién
al concluir el montaje de la técnica y esquema de los mapas de las placas de

microcultivo.

3.2 Pruebas fisico-quimicas para el soporte

Con el objetivo de determinar el efecto a largo plazo que los productos evaluados
produjeron a la estructura fisica del papel y sobre los componentes quimicos de
las fibras de este, se realizaron las siguientes pruebas: Determinacion del indice
de cobre y reduccion del pH del papel. Ademas se evalué el efecto de los
productos sobre las tintas en el papel.

El papel bond empleado en este estudio se compone 100% de fibras de eucalipto
(marca Report calidad premium) mientras que la composicién del papel peridédico
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se basa en pulpa quimica Kraft semi-blanqueada, pulpa mecéanica y sulfato de
aluminio (Pefia y Zambrano, 2003). Este ultimo fue obtenido en la Imprenta del
periodico “Vanguardia”, publicacién periddica de mayor tirada a nivel provincial.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado, utilizando muestras de papel bond y
periodico. El papel se sometié a envejecimiento acelerado, empleando en todos
los casos papel sin envejecer como patrén y envejecido sin producto como control.
Para el presente estudio se determind la estabilidad relativa del papel por
calentamiento segun la norma TAPPI T-453, que consiste en utilizar un horno en
el cual el papel se mantiene a 105°C, cuidando que los ejemplares del estudio se
protejan de la radiacién directa de los elementos de calentamiento. El estimativo
de la esperanza de vida del papel se calcula teniendo en cuenta que el
envejecimiento por calentamiento durante 72 horas a 105°C equivale a 25 afios de
envejecimiento natural (Villamizar, 1996). La prueba se realizé durante 72, 144 y
216 horas, las cuales equivalen a 25, 50 y 75 afios respectivamente (Hernandez,
2001). En la Figura 7 se observan las muestras de papel durante el

envejecimiento.

Figura 7. Muestras de papel en placas de Petri en el horno durante el

envejecimiento.

3.2.1 Determinacion del indice de cobre

Segun la norma estandar TAPPI T-430 el poder de reduccion puede ser
determinado por un proceso que determina la reduccion de las sales de cobre (I1)
en solucién alcalina. El indice de cobre es definido como los gramos de reduccién

de cobre bajo condiciones especificas, del estado de cobre Il a cobre I. Un nimero
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elevado puede mostrar la presencia de celulosa oxidada e indica deterioro del
papel (Smith, 1991).

Se pesaron en una balanza analitica (Explorer Pro) 0,075+0,004g de cada
muestra de papel (papel bond y periddico envejecidos y sin envejecer). Este
estudio se realiz6 por triplicado, sumergiendo los papeles en cetrimide al 0,5%,
cloruro de benzalconio al 0,5%, este Ultimo como producto de referencia. Ademas
le realizé el estudio al papel sin producto.

La descripcion del procedimiento de preparacion de las soluciones se muestra en
el Anexo |I.

Las muestras de papel se colocaron en tubos de ensayo de 16x150mm y se les
adicionaron 5,0 mL de solucibn de CuSOas con carbonato-bicarbonato (hasta
pH=9), equivalente a 3,5 mL de esta ultima). Los tubos de ensayo conteniendo la
mezcla mas el papel se mantuvieron en calentamiento en bafio de Maria a
temperatura cercana a ebullicion durante tres horas. Transcurrido este tiempo se
filtré con bomba de vacio.

El filtrado se desechd y se recogieron las fibras de la muestra junto con el papel de
filtro, para luego de apartar este udltimo adicionarle 1,25mL de solucion
molibdofosférica. Posteriormente se transfirié este material para el lavado de las
fibras de papel con agua destilada hirviendo, con el fin de desaparecer el color
azul que presenta la reaccion. Seguidamente se tomo el filtrado y se le realiz6 una
titulacion con KMnOa, hasta que se produzca el cambio a rosado.

La cantidad de mililitros que se requirieron para el viraje se emplean en el calculo
del indice de cobre.

El calculo para determinar el indice de cobre se realizaron de acuerdo con la

siguiente formula (Browining, 1969).

indice de cobre = 6,36 x V x N
Peso muestra
Donde:
6,36 = es una constante de equivalencia de unidades
V = mililitros de permanganato de potasio para la titulacion
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N = normalidad de la solucién del permanganato de potasio, 0,05N

Peso muestra= gramos de cada uno de los soportes de papel bond y periédico

La prueba se ejecutd por triplicado. Se comprobé la normalidad y heterogeneidad
de varianza de la distribucién de los datos empleando las pruebas Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk. Posteriormente para la comparacion de rangos se usaron
las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney y Friedman. El
procesamiento estadistico se realizé con el programa SPSS Statistics version 21

para Sistema Operativo Windows.

3.2.2 Evaluacion de lareduccion del pH del papel

Se midié el valor de pH de las muestras de papel bond y periddico sin envejecer%
y envejecido (equivalente a 25, 50 y 75 afios) y tratados con cloruro de
benzalconio al 0,5% y cetrimide al 0,5. Como controles absoluto se usaron papel
sin envejecer sin tratar y tratado con ambos productos.

Para medir el pH se sigui6 el protocolo establecido en la norma UNE 57-032-91,
en la que se describe el procedimiento para la medicion del pH de un extracto
acuoso de pastas, papel o cartdn. Para esto se pesan 2 g de la muestra de papel
en 100 mL de agua destilada, y luego de transcurrida 1 h se mide el pH. Las

medidas de pH se realizaron con un pHmetro HANNA instruments.

3.2.3 Efecto sobre las tintas

Para este experimento a tiras de 10x1,5 cm de papel (bond y periddico,
envejecido y sin envejecer) se les trazaron tres lineas con tintas china y
estilografica. Luego de que las tintas se secaran a temperatura ambiente, las tiras
de papel fueron sumergidas en las soluciones de prueba (cloruro de benzalconio
al 0,5% y cetrimide al 0,5%). Se utilizaron como control tiras de cada tipo de papel
con trazos de tintas que no fueron sumergidos en los productos. Se realiz6 una
evaluacion cualitativa por observacion visual del papel luego de secarse a
temperatura ambiente, determinandose el corrimiento de las tintas (solubilizacion),

cambio de coloracion y desprendimiento del soporte.
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4. Resultados

4.1 Pruebas microbioldgicas

4.1.1 Evaluacion del crecimiento fungico sobre papel previamente tratado
con los productos

En la Tabla 1 se muestran los resultados del crecimiento fungico sobre papel

previamente tratado con los productos objeto de estudio.

Tabla 1. Desarrollo de los aislados fungicos en los discos de papel previamente

tratados con productos.

Papel Papel tratado Papel tratado Papel tratado Papel tratado
sin tratar b 0,5% c 0,25% c0,5% EV 50%
A P A P A P A P A P
Dias D C D C D C D C D C D C D C D C D C D C
1 0 - 0 - o - 0 - 0 - 0 - o - 0 - 0 - 0 -
2 06 +- 08 +- 0 - 0 - 0 - 05 +- 0 - 0 - 07 +/- 04 +/-
3 1,2 + 1,5 + 0 - 0 - 0 - 1,0 + 0 - 0 - 1,4 + 1,1 +
4 1,6 + 1,5 + o - 0 - 0,5 +/- 1,2 + o - 0 - 1,7 + 1,4 +
5 1,9 + 1,6 + o - 0 - 0,7 +/- 14 + o - 0 - 2,0 + 1,7 +
6 2,8 + 2,3 + o - 0 - 1,2 + 2,2 + o - 0 - 2,9 + 2,5 +
7 245 ++ 245 ++ 0 - 0 - 245 ++ 245 + 0 - 0 - 245 ++ 245 ++

D: media del crecimiento diamétrico de la colonia (cm) de las tres réplicas sobre papel Whatman
N°1 (0 = sin desarrollo y 24,5 = didmetro igual o superior que el disco de papel).

C: crecimiento del hongo (-, sin ningun desarrollo; +/-, desarrollo de hifas; +, desarrollo de hifas y
conidios; ++, colonia = 2 cm).

b: cloruro de benzalconio c: cetrimide EV: extracto vegetal

A: Aspergillus sp (L6) P: Penicillium sp. (L19b)

Tanto el cloruro de benzalconio como el cetrimide al 0,5%, inhibieron el 100% del
crecimiento de ambos aislados fangicos. Por esto permanecieron en incubacién

hasta los 30 dias para evaluar su efectividad (Ver Fig 8).
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Figura 8. Eficacia de los productos en el tratamiento de papel contaminado a los
30 dias de incubacion.

A: Papel con Aspergillus sp (L6) y cloruro de benzalconio (0,5%)

B: Papel con Aspergillus sp (L6) y cetrimide (0,5%)

C: Papel con Penicillium sp. (L19b) y cloruro de benzalconio (0,5%)

D: Papel con Penicillium sp. (L19b) y cetrimide (0,5%)

En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de

las dos cepas en presencia de cetrimide (0,25%) y el extracto vegetal.

Tabla 2. Eficacia de los productos en el tratamiento de papel contaminado.

Papel tratado Papel tratado

¢ 0,25% EV 50%
PIC (%)

Dias A P A P
2 100 37,5 -16,7 50
3 100 33,3 -16,7 26,6
4 68,8 20,0 -6,25 6,7
5 63,2 4.3 -5,3  -6,25
6 57,1 4.3 -3,6 -8,7

PIC: Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento
c: cetrimide EV: extracto vegetal
Signo negativo y letras rojas significan estimulacion del crecimiento fingico

4.1.2 Evaluacion de la eficacia de los productos en el tratamiento del papel
contaminado

En la Figura 9 se observa el resultado de la segunda prueba microbiolégica.
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A B C D
Figura 9. Evaluacién de la eficacia de los productos en el tratamiento del papel
contaminado con los aislados de hongos filamentosos a los 15 dias incubacién.
A: Papel con Aspergillus sp (L6) y cloruro de benzalconio (0,5%)
B: Papel con Aspergillus sp (L6) y cetrimide (0,5%)
C: Papel con Penicillium sp. (L19b) y cloruro de benzalconio (0,5%)

D: Papel con Penicillium sp. (L19b) y cetrimide (0,5%)

4.1.3 Determinacion de la Minima Concentracion Inhibitoria
Se obtuvieron los siguientes resultados en la determinacién de la Minima
Concentracion Inhibitoria (MCI):
e MCI (cloruro de benzalconio vs Aspergillus (L6))= 2 mg-mL1=0,2%
e MCI (cloruro de benzalconio vs Penicillium (L19b))= 2 mg-mL1=0,2%
e MCI (cetrimide vs Aspergillus (L6)) < 1 mg-mL1<0,1%
e MCI (cetrimide vs Penicillium (L19b)) < 1 mg-mL2< 0,1%
En todos los casos la observacion fue Opticamente clara, demostrando ausencia

de crecimiento fungico.

4.2 Pruebas fisico-quimicas para el soporte

4.2.1 Determinacién del indice de cobre

En las Figuras 10, 11, 12 y 13 se muestran los resultados de la determinacion del
indice de cobre de papel bond y periodico sin envejecer y envejecido y sin tratar y
tratado con cloruro de benzalconio (0,5%) y cetrimide (0,5%).

Los datos no cumplen distribucién Normal, por lo que se emplearon las pruebas no

paramétricas. Los resultados de estas se discuten en el proximo acapite.
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indice de cobre vs Tiempo de envejecimiento
del papel (h)

4 1 Papel sin producto sin

B Con producto sin envejecimiento
37 Sin producto con envejecimiento
2 - [ Producto con enveiecimiento
1 .
0 i T T T

Patrén Hora72 Hora 144 Hora 216

Figura 10. indice de cobre de papel bond tratado con cloruro de benzalconio
(0,5%).

indice de cobre vs Tiempo de envejecimiento del

papel (h)
6
5 Papel sin producto sin envejecimiento
4 Il Con producto sin envejecimiento
3 N sin producto con envejecimiento
2 u Con producto con envejecimiento
1
0

Patrén Hora 72 Hora 144  Hora 216

Figura 11. indice de cobre de papel periddico tratado con cloruro de benzalconio
(0,5%).
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indice de cobre vs Tiempo de envejecimiento
del papel (h)

4,5

3,5
Papel sin producto sin envejecimiento

25 [ Con producto sin envejecimiento
2 Sin producto con envejecimiento

1,5 — M Producto con envejecimiento

0,5 +—

Patron Hora 72 Hora 144 Hora 216

Figura 12. indice de cobre de papel bond tratado con cetrimide (0,5%).

indice de cobre papel vs tiempo de
envejecimiento del papel (h)

6

5

4 Papel sin producto sin envejecimiento
B Con producto sin envejecimiento

31 I Sin producto con enveiecimiento

2 +— M Con producto con enveiecimiento

1 4

0 .

Patrén Hora 72 Hora 144 Hora 216

Figura 13. indice de cobre de papel periédico tratado con cetrimide (0,5%).
4.2.2 Evaluacion de la reduccion del pH del papel

En la Tabla 3 se muestran los valores de pH del papel tratado y sin tratar, sin
envejecer y a distintos tiempos de envejecimiento.
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Tabla 3. Modificacion del pH luego del tratamiento del papel bond y periédico a

diferentes tiempos de envejecimiento con los productos.

Tiempo de pH
envejecimiento
) Papel bond Papel periddico
sp b c sp b c
0 5,84 6,36 7,85 5,20 7,63 6,79
72 6,01 7,74 8,21 5,03 8,09 7,15
144 6,01 8,27 7,87 5,84 7,40 6,42
216 5,63 7,30 7,39 5,39 7,89 6,70

sp: sin producto b: con cloruro de benzalconio (0,5%) c: con cetrimide (0,5%)

4.2.3 Efecto sobre las tintas

No se observé solubilizacion de las tintas china y estilografica sobre los soportes
probados (papel bond y periddico) y tratados con cloruro de benzalconio (0,5%) y
cetrimide (0,5%). Tampoco se observd desprendimiento, decoloracion ni
pigmentacion de las tintas (Ver Figs 14y 15).

Sin Producto Benzalconio Cetrimide

Sin Producto Benzalconio Cetrimide

A B
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|

=
Sin Producto Benzalconio Cetrimide .
Sin Producto Benzalconio Cetrimide

D

Figura 14. Efecto de los productos sobre la tinta china. 1zg. Papel bond; Der. Papel

periddico.
A: Papel sin envejecer. C: Papel envejecido 144h (50 afos).
B: Papel envejecido 72h (25 afios). D: Papel envejecido 216h (75 afos).

Sin Producto Benzalconio
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C D
Figura 15. Efecto de los productos sobre la tinta estilografica. 1zq. Papel bond; Der.
Papel periddico.
A: Papel sin envejecer. C: Papel envejecido 144h (50 afos).
B: Papel envejecido 72h (25 afos). D: Papel envejecido 216h (75 afos).

Se observé corrimiento de la tinta china en algunas lineas del papel periédico

desde el momento de su trazado, antes de sumergirlas en los productos en

estudio.
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5. Discusion

5.1 Pruebas microbiolégicas

5.1.1 Evaluacién del crecimiento fungico sobre papel previamente tratado
con los productos

A las 24h no se habia observado desarrollo fungico en ninguno de los
tratamientos. Se hizo visible la presencia del micelio y luego de conidios de
Penicillium sp. (L19b) en papeles impregnados con cetrimide (0,25%) y con
extracto acuoso de hojas de T. cattapa al mismo tiempo de incubacion que el
observado en papel sin tratar; sin embargo el primero de estos productos controlo
el desarrollo de Aspergillus sp (L6) durante las primeras 72h, y a partir del 6to dia
el hongo formé estructuras reproductivas. Se decidio no continuar evaluando estos
tratamientos dado su inefectividad.

Si bien Espinosa (2012) encontr6 una potente actividad fungicida de extractos
acuosos de hojas de T. cattapa a partir de el mismo material vegetal empleado en
la presente investigacion, habiendo detectado a flavonoides y taninos causantes
de tal efecto, es posible que tal actividad haya disminuido debido al tiempo de
almacenamiento del producto, a pesar de que este presentaba las mismas
propiedades organolépticas descritas por el autor, y su almacenamiento fue
realizado en condiciones de sequedad y temperatura adecuadas.

Ademas este es uno de los casos donde los metabolitos poseen un limite inferior
de actividad, pues en experimentos anteriores realizados bajo las mismas
condiciones a los referidos por el suministrador del producto, no se apreciaron
inhibiciones en el crecimiento micelial de R. solani y S. rolfsii por debajo del 50%
(Jiménez 2004; Robaina 2004). Siendo esta concentracion limite la evaluada en la
presente investigacion, cuya seleccién se hizo en busca de un procedimiento
sencillo, al alcance de las Bibliotecas y Archivos, donde no existen recursos
tecnoldgicos para obtener extractos de mayor concentracion.

No poseyendo este producto natural actividad contra los hongos filamentosos
evaluados, cabe la posibilidad de que el extracto contenga otros metabolitos que
sirvan de nutrientes a estos organismos, lo que explicaria la estimulacion del

crecimiento fangico.
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No debe descartarse el ensayo de productos naturales dado sus potencialidades
en el control del biodeterioro en bienes patrimoniales Saravia y cloaboradores
(2012) vy Arenas y colaboradores (2007) demostraron un efecto biocida en la
mayoria de los aceites esenciales ensayados frente a cepas de bacterias y
hongos aisladas de documentos pertenecientes al patrimonio documental
argentino y cubano; por lo que comentan el uso prometedor de estos productos
ambientalmente amigables obtenidos de plantas en el control de
microorganismos asociados al biodeterioro del patrimonio cultural.

Por otro lado la sustancia de referencia (cloruro de benzalconio) al 0,5% vy el
cetrimide al 0,5% resultaron ser efectivos en el control de estas cepas
biodeteriorantes de papel, segun los resultados de este experimento.

Sin embargo a los 30 dias de incubacion se observaban pequefias colonias de
Penicillium sp. (L19b) procedentes del medio de cultivo invadiendo al papel
tratado con el Ultimo producto (Fig 9).

Lo anterior demuestra que esta especie de Penicillium es mas dificil de controlar
dado su elevada esporulacion y capacidad de los conidios de dispersarse. Esto se
manifiesta al observarse las caracteristicas del cultivo en placas de Petri con PDA
(Fig 8). Ademas aunque ambos aislados fungicos tienen igual capacidad
deteriorante celulolitica (crecimiento abundante con papel de filtro y moderada con
celulosa cristalina como fuente de carbono) (Ramos, 2014), la cuantificacién de la
actividad enzimética celulasa resultdé ser mayor para Penicillium sp. (L19b) que
para Aspergillus sp (L6) (resultados sin publicar).

El cloruro de benzalconio en productos comerciales donde se encuentra sin
aditivos o en formulados en los que es el Unico ingrediente activo, pero a los que
se les agrega otros productos, es ampliamente utilizado como fungicida.

El Timsem (nombre comercial) posee ademas de cloruro de benzalconio, urea al
60%, cuya funcion es proteger al producto y la accion de éste de condiciones
adversas como valores de pH entre 1 y 3, materia organica y aguas duras
(Alvarado et al., 2010).

Mateus y colaboradores (2004) encontraron que este producto a la concentracion
de 4000 ppm (1,6 g de principio activo) fue muy efectivo en la inhibicion del
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crecimiento de un aislado de Aspergillus niger y otro de Penicillium sp. obtenidos
documentos en soporte de papel, requiriendo menores tiempos de contacto
hongo-desinfectante que en el caso anterior (Vargas-Angel, 2011). También
determiné que este producto a las concentraciones de 0,1; 1y 2 g-L™* fue efectivo
frente a una cepa de Aspergillus y otra de Penicillium.

Otras formulaciones comerciales (SaniT-10 (8% PA) y C.L.Z. (50%)) que
contienen al principio activo referido, han mostrado ser igualmente efectivas en el
control de especies de estos géneros (Cuenca-Osorio, 2006). También esta autora
encontré cierta resistencia de la especie de Penicilium evaluada a los
desinfectantes evaluados.

Los resultados obtenidos por estos autores y los presentados en esta
investigacion demuestran que esta sal de amonio cuaternaria sigue siendo una
buena alternativa para el control de hongos filamentosos sobre papel, siempre y
cuando no exista un uso continuado del producto que haya propiciado el desarrollo
de cepas resistentes.

5.1.2 Evaluacion de la eficacia de los productos en el tratamiento del papel
contaminado

En esta prueba sélo el cetrimide al 0,5% fue efectivo frente a Aspergillus sp. (L6)
a los 15 dias de incubacién. Estos resultados confirman la mayor dificultad en el
control de Penicillium sp. (L19b).

Hay que tener en cuenta que a diferencia de la metodologia usada en el
experimento anterior, en esta prueba los discos de papel fueron previamente
inoculados con 100 pL de la suspension de conidios de cada género fangico y se
incubaron por 72 horas antes de ponerlos en contacto por un tiempo minimo con
los productos en evaluacion; mientras que en la primera alternativa de control, los
discos de papel ya impregnados en los productos se inocularon con solo 0,05 pL
de la suspensién de conidios de cada género fungico. O sea, que la presiéon de
in6culo es mayor que la segunda variante.

Dado el pequefio tamafio de los conidios de los géneros fungicos estudiados,
estos pudieron insertarse entre las fibras de papel y estando el papel humedecido
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y a temperatura favorable, germinar durante la incubacion. Para ilustrar lo antes
dicho en la Figura 15 se observan las fibras de papel y los conidios en un

fragmento de un documento biodeteriorado.

Figura 15. Analisis mediante Microscopia electronica (SEM) de un fragmento de
un libro biodeteriorado. Se observan las fibras de papel y los conidios fangicos.
Tomado de Pinzari y colaboradores, 2010.

En general, si las esporas fungicas escapan a la accion inmediata de los
productos debido a que estos aun o han difundido al medio de cultivo, estas
pueden germinar.

Esto justificaria impregnar no solo la mancha miceliar y/o conidial de estos
productos, sino el area inmediata a su alrededor. Esto si se demostrara la

inocuidad de estas sustancias sobre el papel.

5.1.3 Determinacion de la Minima Concentracién Inhibitoria

Los bajos resultados de la Minima Concentracion Inhibitoria fundamentan la
efectividad de estos productos.

Vargas-Angel (2011) determiné la concentracién microbicida de cada agente
quimico evaluado en su estudio para cada microorganismo, registrando la
concentracion mas baja del producto que cumplié con un Log R=4 en el caso de
actividad fungicida. Esta autora demostré que la MIC del Timsen frente a los
hongos evaluados era igual a 0,5 g-L* (0,05%), mostrando una concentracion

efectiva mas baja aunque la encontrada en la presente investigacion.
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Cuenca-Osorio (2004) demostro una reduccion de las células vegetativas entre el
75% y el 100% con concentraciones bajas de las sales de amonio cuaternario tipo
cloruro de benzalconio (0,0625% y 0,1%).

5.2 Pruebas fisico-quimicas para el soporte

El procedimiento de envejecimiento acelerado trata de simular en un periodo corto
de tiempo los efectos del envejecimiento natural, con el fin de reducir el tiempo de
estudio. Este envejecimiento artificial consiste en la exposicién del papel a uno o
varios factores perjudiciales como calor, luz, humedad, etc. Las reacciones que
pueden ocurrir bajo en envejecimiento natural y acelerado son: la hidrdlisis, la
oxidacion, el entrecruzamiento de las cadenas celuldsicas y la degradacion

térmica (Florez y Russi, 2000).

5.2.1 Determinacién del indice de cobre

El indice de cobre es una medida del poder reductor de la celulosa, en la cual el
anico grupo funcional importante, causante de la reduccion es la unidad de
glucosa terminal de la cadena. Un papel compuesto 100% por celulosa tiene un
indice de cobre relativamente bajo, este valor se incrementa cuando aumentan los
grupos carbonilo producidos por oxidacion e hidrolisis (Smith, 1991).

Segun la primera prueba estadistica ninguno de los tratamientos afectaron la
calidad del papel. Este resultado no es logico, al menos en relacién con la calidad
del papel dependiendo de su tipo (mayor para el papel bond respecto al papel
periddico) ni con el paso del tiempo (envejecimiento del papel). Un valor de a =
0,058, que supera el limite de la prueba para establecer un criterio, en el orden de
la milésima indica que de existir las diferencias esperadas como ya se explico,
estas son muy pequenas.

Luego nuevamente se obtiene que el proceso de envejecimiento del papel no lo
afecta (a = 0,71) y si que existen diferencias en cuanto a la calidad del papel (a =
0,01), conservandose en mayor medida la estructura de la celulosa en el papel
bond.
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Una vez mas los resultados indican que el envejecimiento, en esta ocasion de los
controles (papeles a los que no se les adiciond ninguno de los productos) no los
afecta, independientemente del tipo de papel (para el papel bond a = 0,07 y para
el periodico a = 0,52).
La incorporacién del cloruro de benzalconio (0,5%) altera la calidad del papel para
ambos tipos (a = 0,03); sin embargo esto ocurre de forma opuesta. Este producto
parece haber empeorado la del papel bond y sorprendentemente mejorado la del
periodico. Sin embargo la incorporacion de cetrimide (0,5%) parece no alterar a
ninguno de los tipos de papel (para el papel bond 0,056 (valor al limite del criterio
de decision) y para el periédico a = 0,38).
Luego cuando se fija la atencién en el tiempo de envejecimiento del papel se
obtienen los siguientes resultados:
En el caso de los papeles bond sin envejecer tratados con los diferentes productos
si ocurre una alteracion desfavorable (a = 0,03). No manifestandose éste cambio
en los soportes tipo periédico (a = 0,40).
Tanto los papeles bond y periédico envejecidos 25 afios y tratados con ambos
productos no presentan modificaciones desfavorables en su calidad (a = 0,05y a
= 0,30) respectivamente.
En ambos soportes envejecidos 50 afios y con todos los tratamientos se obtuvo
gue si ocurre un cambio desfavorable (a = 0,03 y a = 0,04) respectivamente. Esta
vez favoreciendo la calidad del papel la adicion de cetrimide (0,5%) y
empeorandola, en el caso del papel bond, la incorporacion de cloruro de
benzalconio.
Con respecto al papel bond envejecido 75 afios si existen cambios no deseados
con la adicion de ambos productos (a = 0,03). No sucediendo lo mismo en
soportes periddico (a = 0,11).
En resumen:

e El papel bond es de mejor calidad que el periddico, aunque no hay grandes

diferencias entre estos.

e El proceso de envejecimiento no afecté al papel.
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e El papel bond se afecta més con la adicion de los productos que el papel
periodico.
e La adicion de cetrimide (0,5%) es mas favorable que la de la sustancia de
referencia (cloruro de benzalconio al 0,5%).
Los resultados de la investigacidn que se presenta se discutiran con los obtenidos
por Cuenca-Osorio (2006), quien evalud el indice de cobre de papel bond y
periddico tratados con SaniT-10 (2500 ppm=0,25%) y C.L.Z. (0,1%). Esta autora
solamente muestra sus resultados en graficos de barras, sin hacer andlisis
estadisticos.
Los valores de indice de cobre para el papel bond, tanto tratado como sin tratar y
envejecido o sin envejecer, resultaron similares a los obtenidos en esta
investigacion; no siendo asi para el papel periddico, pues esta autora informa
valores entre 15 y 20, muy superiores a los aca presentados. Esto indica una muy
elevada calidad del papel empleado en Cuba para este tipo de publicacion.
Segun se refiere proceso de envejecimiento acelerado tampoco afecté a ambos
tipos de papel. En general, la adicion de ambos productos mejor6 la calidad del
papel bond y afecto ligeramente la del periddico.
Los resultados obtenidos demuestran que el cetrimide (0,5%) no solo no afecta a

los papeles, sino que favorece su calidad.

5.2.2 Evaluacién de lareduccién del pH del papel

Todos los valores de pH del papel se presentan dentro del limite considerado
estable y recomendable. Por lo que ni el envejecimiento acelerado ni la adicion de
los productos afectan al papel en este aspecto. Por el contrario, la incorporacion
de cloruro de benzalconio al 0,5% y cetrimide al 0,5% propician favorablemente el
paso de los papeles de la primera condicion a la segunda (Ver Fig 16).

El problema de la hidrolisis acida es el principal responsable de la alteracion de
documentos (Sanchez, 1999). En presencia de un acido y agua, la celulosa se
descompone por hidrélisis. Los acidos provocan la separacién de las uniones
entre las moléculas de glucosa que forman una larga cadena, este proceso es

especialmente importante en las zonas amorfas. La concentracion de protones en
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una solucién acuosa puede ser cuantificada usando una escala numérica (0-14)
llamada pH. Un valor bajo de pH indica una alta concentracion de iones hidronio, o
sea, una alta concentracion de acido, y cuanto mas elevado sea partiendo de 7,

mas alcalino.

VALORES ESTABLES VALORES RECOMENDABLES

VALORES PELIGROSOS ﬂ ﬂ VALORES PELIGROSOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
I | | | | | | | | | | | | |

Acido T Alcali
Neutro

Figura 16. Escala numérica de valores de pH asociados a documentos con

soporte de papel. Tomado de Henk y Porck (2000).

Un pH &cido favorece el desarrollo de los hongos y un pH basico favorece el
crecimiento de bacterias. Entre las caracteristicas de los papeles durables estan:
ser de celulosa pura, pH neutro, fibras largas libres de lignina y azufre, cargas
guimicamente estables e inalterables (Henk y Porck, 2000).

Uno de los métodos mas fiables es la determinacion del pH, debido a la
conductividad que se genera en presencia de humedad, porque los iones
hidrogeno tienen carga positiva y los grupos hidroxilo negativa. La mediciéon
del pH de un papel se puede realizar directamente en la superficie, al
aplicar el electrodo sobre una zona humedecida (pH por contacto) o mediante
métodos de extraccion, en los que una cantidad determinada de la muestra se
deja reposar en agua destilada fria (extraccion acuosa en frio) o se hierve

(extraccion acuosa en caliente) (Henk y Porck, 2000).

5.2.3 Efecto sobre las tintas
Las tintas son un componente esencial en la elaboracion de documentos, siendo
de gran importancia la determinacién del efecto de cualquier producto que se

adicione durante la restauracion.
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Se observa un corrimiento de la tinta china al ser aplicada en el papel periédico,
pero esto se debe a la propia textura del soporte, o que se aprecia en la Figura
17.

Figura 17. Apariencia en estereomicroscopio (40x) de del papel bond (A) y el

papel periodico (B) sin tratar y sin envejecer con un trazo de tinta china.

Los resultados obtenidos son favorables al uso de los productos en estudio, pues
no afectaron las caracteristicas del papel con trazos de tinta china y estilografica.
Estos ultimos resultados no coinciden con los del estudio de Cuenca-Osorio
(2006), al haber observado decoloracion de la tinta luego de la aplicacion de los
productos de amonio cuaternario a diferentes concentraciones.

Sin embargo en la presente investigacion no se evalud el efecto de los productos
sobre la tinta de impresién, pues se disponia de un producto en polvo que no se
logré solubilizar adecuadamente en etanol de modo que quedara mas o menos
uniformemente distribuido durante su aplicacién al papel. No obstante teniendo en

cuenta los resultados de Osorio (2006) esta no debe ser afectada.
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6. Conclusiones

1.

El cetrimide al 0,25% y el extracto acuoso de hojas de Terminalia cattapa al
50% no inhiben el crecimiento fangico de Aspergillus sp (L6) y Penicillium sp.
(L19b) sobre papel previamente tratado; el primer producto al 0,5% es tan
efectivo con tal fin como la sustancia de referencia (cloruro de benzalconio al
0,5%).

Solamente el cetrimide al 0,5% fue efectivo en el tratamiento del papel
contaminado con Aspergillus sp (L6); existe una mayor dificultad en el control de
Penicillium sp. (L19b).

Los bajos valores de la Minima Concentracion Inhibitoria fundamentan la
efectividad del cloruro de benzalconio y el cetrimide en el control de las especies
fungicas biodeteriorantes objeto de estudio.

La adicion de cetrimide al 0,5% no afecta la calidad del papel bond y periédico
no envejecido y a los 25, 50 y 75 afios de envejecimiento, atendiendo a: los
valores de indice de cobre y pH, ni los sustentados de tintas china y
estilografica.

El cloruro de benzalconio al 0,5% es una alternativa aun viable para el control

del biodeterioro fungico sobre papel.
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7. Recomendaciones
1. Determinar si el efecto del cetrimide sobre los aislados fungicos estudiados es
fungicida o fungistatico.
Evaluar el efecto del producto al 0,5% sobre tinta de impresién como sustentado.
3. Si se llegara a implementar su uso impregnar no solo la mancha miceliar y/o

conidial de este producto, sino el area inmediata a su alrededor.
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ANEXOS

Anexos

Anexo |. Preparacién de las soluciones de los desinfectantes para la evaluacion del
crecimiento fingico sobre papel previamente tratado con diferentes mezclas y evaluacién

de la eficacia de las mezclas en el tratamiento del papel contaminado.

Solucién de Benzalconio al 0.5%
Benzalconio 1.05 mL

H20 20 mL

Solucién de Cetrimide al 0.5%
Cetrimide 059

H20 100 mL

Soluciéon de Cetrimide al 0.25%
Cetrimide 0.5% 10 mL

H20 10 mL

Anexo Il. Soluciones para el indice de cobre

Soluciéon molibdofosférica:

Molibdato de amonio 2.5 gramos
H3PO, 1.8 mL
H>SO4 6.8 mL

H20 43.75 mL



Solucion de sulfato de cobre:
CusO4 10 gramos

Agua destilada 100 mL

Solucion de bicarbonato/carbonato:

Na2CO3 25.8 gramos
NaHCO3 10 gramos
Llevar a 200 mL

Solucion de carbonato:
NaHCO3 10 gramos
Agua destilada 200 mL

Solucién de permanganato de potasio:
KMnO4 0.07895 gramos

Agua destilada 500 mL

Anexo lll. Prueba Determinacion del indice de cobre

Tabla 4. Tabla de prueba de normalidad para el indice de cobre

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Cobre ,213 72 ,000 ,922 72 ,000

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Anexos
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Histograma
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Figura 17. Histograma de prueba de la normalidad
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Tabla 5. Prueba de Kruskal-Wallis para el indice de cobre teniendo en cuenta los afios, tipo de soporte y

tratamiento.

Estadisticos de contrasteaP?

Afios Papel Cobre
Chi-cuadrado 6,557
Bond gl 2
Sig. asintot. ,038
Sin envejecimiento
Chi-cuadrado 1,810
Periédico gl 2
Sig. asintot. ,405
Chi-cuadrado 6,000
Bond al 2
Sig. asintot. ,050
25 afios
Chi-cuadrado 2,373
Periodico gl 2
Sig. asintot. ,305
Chi-cuadrado 6,742
Bond gl 2
Sig. asintot. ,034
50 afios
Chi-cuadrado 6,150
Periodico gl 2
Sig. asintot. ,046
Chi-cuadrado 6,788
Bond gl 2
Sig. asintot. ,034
75 afios
Chi-cuadrado 4,361
Periédico gl 2
Sig. asintot. ,113

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: Tratamiento



Tabla 6. Prueba de Kruskal-Wallis para el indice de cobre teniendo en cuenta el tipo de soporte

Estadisticos de contraste®P?

Papel Cobre
Chi-cuadrado 16,846

Bond gl 2
Sig. asintot. ,000
Chi-cuadrado 5,935

Periédico gl 2
Sig. asintot. ,051

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Tratamiento

Anexos

Tabla 7. Prueba de de Mann-Whitney para el indice de cobre teniendo en cuenta el los soportes sin tratar y

los tratados con cloruro de benzalconio

Estadisticos de contraste?

Papel Cobre
U de Mann-Whitney 11,000
W de Wilcoxon 89,000

Bond z -3,647
Sig. asint6t. (bilateral) ,000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] ,000°
U de Mann-Whitney 34,500
W de Wilcoxon 112,500

Periédico Z -2,294
Sig. asintot. (bilateral) ,022
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] ,028P

a. Variable de agrupacion: Tratamiento

b. No corregidos para los empates.
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Tabla 8. Prueba de de Mann-Whitney para el indice de cobre teniendo en cuenta los soportes sin tratar y

los soportes tratados con cetrimide

Estadisticos de contraste?

Papel Cobre
U de Mann-Whitney 71,000
W de Wilcoxon 149,000

Bond 4 -,060
Sig. asint6t. (bilateral) ,952
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] ,977°
U de Mann-Whitney 42,000
W de Wilcoxon 120,000

Periédico Z -1,796
Sig. asint6t. (bilateral) ,072
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] ,089P

a. Variable de agrupacion: Tratamiento

b. No corregidos para los empates.
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Tabla 9. Prueba de de Mann-Whitney para el indice de cobre teniendo en cuenta los soportes tratados con

cloruro de benzalconio y con cetrimide

Estadisticos de contraste?

Papel Cobre
U de Mann-Whitney 14,500
W de Wilcoxon 92,500

Bond 4 -3,469
Sig. asintot. (bilateral) ,001
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] ,000P
U de Mann-Whitney 65,000
W de Wilcoxon 143,000

Periédico Z -,441
Sig. asintot. (bilateral) ,659
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] ,713P

a. Variable de agrupacion: Tratamiento

b. No corregidos para los empates.
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