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RESUMEN

Con el objetivo de diagnosticar el estado de biodeterioro por insectos y hongos
filamentosos de la Coleccion de Libros Raros con Valor Patrimonial del Archivo
“Coronado”, se procedio a inspeccionar visualmente todos los ejemplares para
detectar las alteraciones, identificar las especies y determinar la actividad
deteriorante de los hongos. El 94,1% de los documentos presentan
alteraciones. En orden descendiente de frecuencia de aparicion son, para
insectos: galerias, restos de insectos, erosion, excretas e insectos vivos. Para
hongos, manchas y enmohecido. De 66 documentos con alteraciones por
insectos el 13,6% presenta baja intensidad de dafios, el 60,6% media y el
25,8% alta. De 70 ejemplares con alteraciones posiblemente causadas por
hongos, el 2,9% presenta enmohecido de baja intensidad, el 7,1% foxing de
baja intensidad, el 85,7% media y 7,1% alta, y el 1,4% manchas distintas al
foxing de baja intensidad. Los insectos vivos pertenecen al orden Blattodea y
Psocoptera. Estan presentes especimenes y/o restos de Lasioderma serricorne
e insectos del orden Coleoptera, la familia Tenebrionidae y el orden
Dermaptera. Presumiblemente insectos de los 6rdenes Isoptera y Coleoptera
causaron galerias. Se aislaron dos especies de Penicillium y una cepa de
Aspergillus sclerotiorum, que poseen actividad celulolitica, producen acidos y
pigmentos. A. sclerotiorum, Gnica especie que permanece viable en el papel,
ademas presenta actividad proteolitica y amilolitica. Las actividades celulolitica
(FPasa) y B-Endoglucanasa de este aislado son bajas y se expresan
tardiamente. Se recomienda tomar en cuenta este diagnostico para trazar la

estrategia de control de biodeterioro de los documentos y su restauracion.
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ABSTRACT

In order to diagnose the biodeterioration by insects and filamentous fungi of the
collection of rare books with Patrimonial Value of the Archive “Coronado”, visual
inspection of all the documents to detect the alterations was performed, to
identify the species and to determine the deteriorating activity of the fungi.
These alterations are observed in 94, 1% of the documents. The incidence in
decrease order of frequency of appearance for insects are: mines, rests of
insects, erosion, excrets and live insects; for fungi, spots and molds. Of 66
documents with damage by insects, 13,6 % showed low damage intensity,
60,6% medium and 25,8% high. Of 70 exemplars with possible alterations
caused by fungi, 2,9% showed mold of low intensity, in the case of foxing 7,1%
are of low, 85,7% medium and 7,1% high intensity, whilel,4% have spots
different from foxing of low intensity. The live insects belong to the order
Blattodea and Psocoptera. Specimens and/or remains of Lasioderma serricorne
and insects of the order Coleoptera, family Tenebrionidae and order
Dermaptera are present. Presumably insects of orders Isoptera and Coleoptera
caused mines. Two species of tehe genus Penicilium and a isolate of
Aspergillus sclerotiorum, that possess cellulolytic activity, produce acids and
pigments. A. sclerotiorum the only specie that remains viable in the paper, in
addition presents proteolytic and amylolytic activity. The cellulolytic activities
(FPasa) and B-Endoglucanasa of these isolates are low and are expressed
later. It is recommended to take into account this diagnosis in order to planning
a strategy to control the biodeterioration of these documents and their

restautartion.
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1. INTRODUCCION

El Patrimonio Cultural de un pueblo comprende las obras de sus artistas, a
saber: arquitectos, musicos, escritores, intelectuales, pensadores y cientificos,
asi como las creaciones anonimas, surgidas de las tradiciones populares, y el
conjunto de valores que dan sentido a la vida. Es decir, las obras materiales y
no materiales que expresan la creatividad de ese pueblo; la lengua, los ritos,
las creencias, los lugares y monumentos histéricos, la literatura, las obras de
arte y los archivos y bibliotecas. Todos estos valores se transmiten como
herencia social a cada generacion (Guiamet et al., 2008).

Las bibliotecas son centros dinamicos de la cultura y su papel no es
Unicamente salvaguardar una parte del patrimonio, exhibirlo y difundirlo, sino
ofrecer un conjunto coherente y actualizado de documentos para que pueda
ser activamente consultado (Dereau y Clements, 1988). El objetivo principal de
las bibliotecas es facilitar el acceso a la informacién y para ello tienen que
coleccionar y preservar los materiales en distintos soportes, tales como libros,
manuscritos, peliculas, fotografias, grabados, mapas, registros sonoros, y
audiovisuales. Todos estos documentos, con sus diferencias de fecha,
civilizacion y soporte, son expresion de la vida cultural e intelectual en un lugar
y momento determinado (Dereau y Clements, 1988).

Gran parte de las colecciones que se exhiben en los archivos y bibliotecas son
de naturaleza organica, caracterizdndose por su alta higroscopicidad. Esto
implica un significativo incremento del contenido de humedad del soporte,
especialmente, cuando los objetos son expuestos a una insuficiente ventilacion
y a una humedad relativa superior al 65 % (Valentin, 2003). Las elevadas
temperaturas tienen un efecto deteriorante en el papel, ya que aceleran la
oxidacion de la celulosa y favorecen la aparicion de microorganismos y de su
actividad enzimatica, entre esta la produccion de acidos organicos. Esto se
traduce en la descomposicion de la celulosa y el debilitamiento del soporte.
Ademas resecan a los materiales higroscopicos y reblandecen los adhesivos y
las colas (Bello y Borrell, 2002).

La iluminacion es otro de los factores que afecta los archivos. La luz infrarroja
aporta mucho calor, por lo que en espacios cerrados (sobre todo vitrinas o

armarios) la temperatura aumentara; esto provocara también una variacion de
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la humedad y, por lo tanto, desestabilizara el posible equilibrio existente,
respecto a la conservacion, en estos dos parametros. Este aumento de
temperatura se puede traducir en un deterioro de los materiales constitutivos de
los documentos: colas, tintas, papel, pergamino, cuero, etc., y al variar la
humedad, puede favorecer el aumento de la actividad bioldgica. Los rayos
ultravioletas también provocan alteraciones, afectan a las tintas (las decoloran),
al cuero y al pergamino (volviéndolos rigidos y quebradizos). La celulosa es un
material que absorbe la radiacion ultravioleta en gran cantidad, iniciandose a
continuacion un proceso fotoquimico de oxidacion (Bello y Borrell, 2002).

El biodeterioro se puede definir como un cambio indeseable en las propiedades
de un material y es causado por la actividad vital de los organismos; referido a
las propiedades culturales, es el dafo fisico, quimico y estético causado
biolégicamente por agentes tales como insectos, algas, liquenes, hongos,
bacterias y vertebrados, y depende de las condiciones microclimaticas (Vaillant
y Valentin, 1996).

La Coleccion Coronado se encuentra situada en Centro de Documentacion
Cientifico-Técnica (CDICT) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas, Cuba. Consta de libros, revistas, publicaciones periddicas, folletos,
manuscritos, grabados, fotografias, mapas, planos, y laminas correspondientes
al periodo comprendido entre el siglo XV y primera mitad del siglo XX. También
existen dos incunables (obras impresas antes del afio 1500). Esta coleccion
posee un conjunto de 85 ejemplares que forman parte de la Coleccion de
Libros Raros con Valor Patrimonial. En resumen esta coleccion atesora
documentos muy valiosos, por lo que se hace necesaria su preservacion.

En el afio 2005 la jefa del laboratorio de conservacién de la Oficina del
Historiador de la Ciudad de La Habana, realiz6 una visita al Archivo
“Coronado”, y refiere la presencia dafios biolégicos. Posteriormente, en los
afios 2010 y 2011 el Grupo cientifico multidisciplinario de biodeterioro de
bienes de valor cultural de la UCLV realiz6 un analisis preliminar del nivel de
deterioro fungico en parte de la coleccién y de las condiciones del local que lo
propiciaron.

Esta investigacion mostro que la intensidad y amplitud de los dafios por hongos
en los documentos inspeccionados eran bajas, segun los criterios utilizados. El

local del archivo se clasific6 como contaminado, atendiendo al muestreo de
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propagulos fungicos provenientes del aire. Se comprobd la capacidad de
degradacion de la celulosa y el papel y de produccion de &cido de la mayoria
de los aislados fungicos obtenidos, o que demostro el riesgo que presentan los
documentos a la biodegradacion por hongos. Ademas existieron deficiencias
constructivas en el local que favorecieron la entrada y establecimiento de
propagulos fdngicos. La humedad relativa se mantuvo cercana a los
parametros establecidos, mientras que la temperatura excedié el nivel
aceptable, encontrandose fluctuaciones por encima de lo recomendado en
ambas variables.
En la presente investigacion se pretende diagnosticar el estado de biodeterioro
de la Coleccién de Libros Raros con Valor Patrimonial del Archivo “Coronado”,
ya que se desconoce la magnitud del dafio y la entidad de insectos y hongos
filamentosos deteriorantes del material de archivo. Para ello se trazaron los
siguientes objetivos:
1. Cuantificar y determinar de la intensidad de las alteraciones causadas por
insectos y hongos filamentosos.
Identificar insectos causantes de biodeterioro.
3. Identificar hongos filamentosos presumiblemente causantes de
biodeterioro.
4. Evaluar cualitativa y cuantitativamente la actividad deteriorante de los

hongos filamentosos aislados.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Colecciéon “Coronado”. Sus valores*

Francisco de Paula Coronado nacio el 8 de enero de 1870 en La Habana. Fue
unos de los intelectuales mas brillantes de la época republicana. Periodista,
critico literario, con amplia cultura y una memoria formidable. Estudi6
Pedagogia, Derecho, Filosofia y Letras.

Recopilo revistas, periodicos, ediciones principes cubanas, asi como ediciones
raras y valiosas de libros y folletos. Se debe destacar la bibliografia que
Coronado hizo sobre Colon, ésta recogia obras de gran singularidad, dificiles
de encontrar en las bibliotecas o archivos publicos de la época. Lleg6 a reunir
los mas importantes libros cubanos y valiosas obras extranjeras, asi como
folletos, periddicos, revistas, documentos y manuscritos cubanos
representativos del siglo XIX.

En 1920 Francisco de Paula Coronado pas6 a dirigir la Biblioteca Nacional
José Marti, cargo que ocup6 durante 26 afios, hasta su muerte el 30 de
noviembre de 1946.

Tras su muerte dejo su biblioteca a la cual habia dedicado mas de sesenta
afos y de la que nunca quiso deshacerse, a pesar de que alguna vez le llegd
de los Estados Unidos muy suculento ofrecimiento. Se pens6 que su destino
debié de haber sido la Biblioteca Nacional, que el dirigio, o la biblioteca de la
Sociedad Econdémica de Amigos del Pais, de tanto prestigio histérico, o la
Universidad de La Habana. Se realizaron gestiones pero resultaron indutiles.
Mientras, los libros habian sido hacinados inadecuadamente.

En esta situacion aparece un seguro comprador, la Universidad de Miami.
Frente a este hecho, un bibliografo cubano, el doctor Mariano Sanchez Roig,
quiso salvar la coleccion de Coronado. Con la angustia de no tener el dinero
necesario y con conciencia de lo que iba a salir de la isla hablé con Pall
Mendoza. Este que no coleccionaba libros, era un hombre de negocios, quiso ir
a ver la coleccion y se vio frente a montafias de libros. Se le afirmaba que
aquello era una riqueza bibliografica, que era un crimen que aquellos papeles

se perdieran para Cuba y alli mismo quedd cerrada la operacion.

El acapite 2.1 se desarroll6 a partir de Castillo y Vega, 2005.
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Afos mas tarde, la coleccion es puesta en venta y el 20 de febrero de 1960
ésta fue adquirida por la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas y
actualmente conforma la coleccion Coronado de la biblioteca “Chiqui Gémez
Lubian” de esta institucion.

En este repositorio documental se pueden encontrar libros, revistas,
publicaciones periddicas, folletos, manuscritos, grabados, fotografias, mapas,
planos, y laminas correspondientes al periodo comprendido entre el siglo XV y

primera mitad del siglo XX.

2.1.1 Coleccion de Libros Raros con Valor Patrimonial

Los documentos que forman parte de la Coleccién de Libros Raros con Valor
Patrimonial han sido seleccionados tomando en cuenta criterios tales como:
forma en que estan escritos, el tipo de letra, encuadernacion, fecha en que

fueron escritos, informacion que contienen e ilustraciones.

2.2 Alteraciones causadas por insectos y hongos filamentosos en
documentos

Segun Bello y Borrell (2002) las causadas por organismos son las siguientes:
Infeccidn: invasion o ataque bioldgico que sufre un documento (Fig. 1). Puede
extenderse y contaminar otros documentos que estén en contacto. Modifica las
caracteristicas fisico-quimicas del documento y lo deteriora, lo descompone y

puede llegar a destruirlo.

Figura 1. Infeccion

Reblandecido: estado de debilitamiento en que se puede encontrar un
documento cuando pierde su consistencia original y se vuelve delicado,

cediendo a la presion; adquiere una apariencia floja y flacida que puede ser
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causada por una humedad excesiva (hidrélisis) o por el ataque de

microorganismos (Fig. 2).

Figura 2. Reblandecido.

Galeria: pasillos formados por la suma de agujeros continuos que presentan
diferentes trayectos y ocasionan la pérdida de parte del material del soporte
(Fig. 3). Los principales 6rdenes que provocan dafios son: Coleoptera, Isoptera,

Tysanura, Blattodea, Psocoptera y Lepidoptera.

Figura 3. Galerias.

Erosion: desgaste provocado en el documento por causas mecanicas Y fisico-
biolégicas que dafan la superficie y que pueden llegar a ocasionar

perforaciones y pérdidas de parte del documento (Fig. 4).

Figura 4. Rozadura o erosion.
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Enmohecido: moho provocado por microorganismos, desarrollado a expensas
de diversas sustancias organicas que provocan la descomposicion del material,
la aparicibn de manchas o una capa de terciopelo, y que hace posible la
destruccion de la obra si no se detiene el cultivo. Su aspecto es el de una capa
de algodon o terciopelo de diversas coloraciones, segun el nutriente y las

especies desarrolladas (Fig. 5).

Figura 5. Enmohecido.

Foxing: multitud de pequefias manchas de color marrén (Fig. 6) producidas por
microorganismos que reaccionan con las impurezas de origen metalico del
papel cuando se combinan con un exceso de humedad. Las causas que

originan esta alteracién aun no estan bien determinadas.

Figura 6. Foxing.

Excrementos: excreciones de los insectos en los documentos (principalmente
de moscas) que dejan manchas minusculas de color oscuro sobre la superficie
de la obra (Fig.7).
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Figura 7: Excrementos.

De la literatura con que se cuenta esta es la que describe mejor las
alteraciones que pueden presentar los libros, sin embargo se usan algunos
términos poco cientificos. Se sugiere el término de infeccién para definir el
ataque biologico a los documentos. En este caso es empleado de una manera
incorrecta porque la infeccion es la colonizacion o invasion de un organismo
por otro, donde las especies colonizadoras resultan perjudiciales para el
funcionamiento normal del organismo huésped. Los libros no constituyen
organismos aunque si son atacados por agentes biologicos, por lo tanto se
sugiere evitar el uso del término infeccién para describir esta alteracion.

En el caso de la alteracion enmohecido se define como “moho provocado por
el crecimiento de microorganismos”, en este caso se sugiere eliminar el
término moho, ya que este se refiere a la presencia de un hongo, entonces se
considera mas adecuado el uso de otra expresion que refiera la alteracion

como el desarrollo o crecimiento de hongos sobre el soporte.

2.3 Insectos y hongos filamentosos causantes de biodeterioro en

documentos

2.3.1 Deterioro del papel por insectos

El material de archivo frecuentemente es atacado por insectos. Estos causan
alteraciones en el soporte ya que algunos se alimentan de la celulosa u otros
componentes del papel. En ocasiones llegan a anidar en los libros, siendo la

fase larval la que mas dafio ocasiona.
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Orden Thysanoptera

Insectos apteros mas primitivos que existen, cuya falta de alas no ha sido el
resultado de su evolucidn sino que es original. Son identificados comunmente
como pececillos de plata. Una de sus caracteristicas distintivas es la forma de
su abdomen, que esta terminado en varios apéndices. En el caso de Lepisma
spp. su abdomen finaliza en tres cerdillas articuladas. Su cuerpo es de forma
cilindrica y brillante debido a que esta cubierto de escamas (razon por la cual
reciben el nombre de Lepisma) cuyo color varia de acuerdo al estadio en que
se encuentre el insecto. En su cabeza poseen dos antenas alargadas y sus
pies son cortos, con dos artejos y una ufia en cada tarso. Presenta fobia a la
luz, por lo que suele habitar en espacios oscuros y, teniendo en cuenta su
dependencia hacia la humedad, lo mas seguro es encontrarlo en casas o
edificios viejos, soétanos frescos, depdsitos poco iluminados y con poca
ventilacion, detras de los zécalos y de los muebles, en las grietas o fisuras de
las paredes, sobre todo si éstas contienen manchas de humedad, o lugares
donde haya pérdidas de agua, incluso en los bafios y cocinas. (Scala, 2010).
Se alimenta de colas y de celulosa. Este insecto deja la superficie del papel
llena de erosiones, llegando, a veces, a perforarlo. En ocasiones puede
estropear totalmente un documento, un grabado o dibujo, pues las erosiones
afectan, a menudo la parte dibujada, escrita o impresa (Bello y Borrell, 2002).
Los ejemplares mas conocidos como causantes de biodeterioro son Lepisma

saccarina y Thermobia domestica.

Orden Dictyoptera

Las mas conocidas son Blattela germanica, Blatta orientalis y Periplaneta
americana, conocidas comunmente como cucarachas. Prefieren la humedad y
la nocturnidad, son omnivoras, viven ocultas en zécalos, fisuras de las paredes,
etc., y es muy frecuente encontrarlas en depdsitos, almacenes y zonas de
desague. En el material de archivo deja erosiones superficiales y manchas
producidas por sus excrementos, que suelen ser muy oscuros (Bello y Borrell,
2002).
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Orden Psocoptera

Son insectos muy pequeiios, casi imperceptibles, conocidos como piojos de los
libros. Se alimentan de material vegetal y animal, concretamente de otros
insectos u hongos; también se encuentran en las encuadernaciones y dentro
del bloque de libros. Produce pequefios agujeros en la superficie del papel y

ligeras erosiones (op. cit.).

Orden Isoptera

Forman parte de los grupos de insectos mas peligrosos y dificiles de erradicar,
especialmente, porque algunas especies, (termitas subterrdneas), forman sus
nidos primarios fuera de las edificaciones al que posteriormente acceden a
través de tuberias, o conducciones eléctricas, para instalar sus nidos
secundarios y acceder a los materiales celuldsicos localizados en el interior del
inmueble.

Las termitas, son insectos sociales. El numero de individuos en una colonia
varia de una especie a otra, oscilando entre 1000 y un millon. Dentro de las
colonias, el rey y reina corresponden a las castas reproductivas y las obreras y
soldados a las castas estériles.

Las termitas mas comunes incluyen un escaso numero de familias. La familia
Rhinotermitidae (termitas subterraneas) son las mas peligrosas y dificiles de
erradicar. Construyen sus nidos principales en la tierra, en la madera humeda
en contacto con la tierra o en las raices de los arboles. Reticulitermes lucifugus
es la especie mas frecuente en paises del area mediterranea. Una humedad
baja afecta sensiblemente a las colonias de termitas. Asimismo, la luz les
perjudica mucho debido a su falta de pigmentacién. Por todo ello, se ocultan en
el interior de taneles que construyen, por los que se trasladan facilmente y
donde conservan su humedad manteniéndose ocultas de la luz. Solo el rey y la
reina poseen alas para desplazarse durante el vuelo nupcial. Estan
pigmentados para protegerse de la luz. Las obreras y soldados no tienen alas,
ni estan pigmentados a excepciéon de la cabeza de los soldados que necesitan
salir de los nidos para defender las colonias. Destruyen todo tipo de material
organico, especialmente si esta humedo y contaminado por microorganismos
(Valentin, 2003).
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Orden Coleoptera

Llamados comunmente carcomas. EI mayor peligro lo representan las larvas,
que se alimentan de la celulosa formando largas galerias desde la periferia de
la obra hasta el centro y depositando dentro de estas sus excretas con forma
de arenilla (Bello y Borrell, 2002). Las principales especies son Lasioderma

serricorne y Stegobium paniceum.

2.3.2 Deterioro del papel por hongos

El desarrollo inicial de los microorganismos en un documento depende de las
caracteristicas de la superficie y de la higroscopicidad del material. Las
superficies lisas son menos susceptibles al crecimiento microbiano que las
superficies rugosas, las cuales pueden retener agua mas facilmente y utilizarla
para el inicio del desarrollo microbiolégico (Bach, 1998).

La accién de los hongos en el papel se manifiesta cuando aparecen manchas
de diversos colores y formas. Las enzimas producidas como resultado del
metabolismo de diferentes especies de hongos aceleran el proceso de
deterioro de la celulosa y de los adhesivos, pues promueven la hidrélisis. En
consecuencia ocurre la transformacién de las caracteristicas fisicas y quimicas
del soporte, que queda con un aspecto poroso y fragmentado (Beck, 1992).

Los hongos que alteran la documentacion poseen una capacidad Unica de
soportar ambientes desfavorables, ya que presentan esporas, estructuras
resistentes al calor, desecamiento y otras condiciones adversas. Estas
estructuras le permiten mantenerse en estado de reposo hasta que encuentren
un medio favorable al desarrollo o germinacion, alli empiezan su crecimiento,
formando micelio el cual es fundamental; ya que por medio de éste captan
todos los nutrientes (Pefia y Zambrano, 2003).

El biodeterioro puede verificarse a través de dos mecanismos principalmente:
por accion fisica (mecénica) debido a la penetracién mecénica del micelio en el
sustrato y por accion quimica. EI mecanismo quimico a su vez se subdivide en
asimilador (consiste en la utilizacion de los materiales de las obras como fuente
de carbono o de energia) y desasimilador (ocurre por excrecion o secrecion de
productos metabdlicos intermediarios o finales (acidos y pigmentos). Los
procesos quimicos que producen biodeterioro son: descomposicién de
elementos por sustancias acidas (acidolisis), descomposicion de elementos por
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sustancias basicas (alcalindlisis), degradacion por enzimas y emision de
pigmentos por las colonias (Ciferri, 1999).

Dentro de los hongos méas conocidos como agentes causales de deterioro en el
material de archivo se encuentran las clases Ascomycetes (Ascomicetos) y
Deuteromycetes (Deuteromicetos), en la familia Eurotiaceae. Ademas de los
géneros Aspergillus y Penicilium, dos de los hongos mas comunes y

extensamente esparcidos.

2.3.3 Enzimas producidas por los hongos para degradar el papel

Los componentes organicos fundamentales provenientes de la madera de
papel son: celulosa, hemicelulosa y lignina. Durante su fabricacion se
adicionan a la pulpa, con la finalidad de dar una mayor estabilidad y resistencia
al papel frente al agua, las colas. Estas pueden ser de origen animal, vegetal o
sintético. Las primeras en el pasado se preparaban de forma casera hirviendo
los desperdicios de pieles, huesos y cartilagos, procedentes de las curtidurias y
carnicerias, con el objetivo de obtener una materia gelatinosa, mientras que en
la actualidad se recomienda usar las colas provenientes de cabras, corderos o
carneros, pues es mas blanca, aunque lo ideal es usar las colas provenientes
del pescado. Las colas de origen vegetal pueden ser de almidén de harina de
trigo, arroz y otros (Asuncion, 2001).

En el papel, el principal nutriente de los hongos es la glucosa, que es obtenida
por la alteracion de la molécula de celulosa (Beck, 1992). Su descomposicién
comienza con la hidrélisis enzimatica del polimero, por medio del sistema de
celulasas, que convierten la celulosa a mono o disacaridos sencillos solubles
en agua que logran penetrar con facilidad la membrana celular; los pasos que
siguen a la hidrdlisis inicial varia con los organismos, siendo metabolizados los
azucares simples a CO2, por los aerobios y los acidos organicos por los
anaerobios, con el fin de proveer la energia necesaria para las reacciones
biosintéticas (Olivero, 2004).

Las celulasas son un complejo enzimético formado por tres enzimas que
combinando su accion realizan una degradacion eficiente de la celulosa. Las
celulasas se distinguen de otras glicosil hidrolasas por su habilidad de degradar
los enlaces -1,4-glucosidicos de los residuos de glucosa. Este complejo esta

formado por un sistema dentro de las que se encuentran: las 3-endoglucanasas
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(también conocidas como carboximetilcelulasas), las B-glucosidasas
(conocidas como celobiasas) y la B-exoglucanasa. Las del prefijo endo-
degradan la celulosa en la porcion interna de la cadena, y las exo- en la parte
externa. Estas enzimas no actian independientemente sino de forma conjunta,
fendbmeno se conoce como sinergismo. Las endoglucanasas actuan de forma
azarosa sobre las regiones de celulosa amorfa en el interior del polisacarido,
generando oligosacéaridos de diferentes tamafios y, por lo tanto, nuevas
cadenas terminales. Las exoglucanasas se encargan de degradar la celobiosa
a monomeros de glucosa. Las glucosidasas degradan los residuos de celulosa
solubles y la celobiosa a glucosa (Capitelli y Sorlini, 2010).

La hemicelulosa esta compuesta por hexosas y pentosas. El esqueleto
carbonado ramificado esta formado por uno o dos azucares, mientras que los
azucares individuales pueden estar acetilados o metilados. La D-xilosa y L-
arabinosa son los principales componentes de las pentosas (xilanos), mientras
que la D-galactosa y D-manosa son los constituyentes de los hexosanos
(Kuhad et al., 1997).

Las hemicelulasas son un grupo de enzimas que hidrolizan a la hemicelulosa.
Las enzimas que despolimerizan la hemicelulosa son endo-1,4-3-D-xilasa y
endo-1,4-B-D-manasa. Tanto las celulasas como hemicelulasas son parte de
un grupo de llamado glicosil hidrolasas que hidrolizan los oligosacaridos y
polisacéaridos. (Capitelli y Sorlini, 2010)

A un conjunto de sustancias constituidas por subunidades de fenilpropano, se
le llama lignina, por tanto no es un carbohidrato. La lignina es una molécula
muy compleja y amorfa, no cristalina, por lo que es muy dificil para los
microorganismos poder penetrarla, pero los hongos producen un complejo
grupo de enzimas que la degradan (op. cit.).

El almidon es una mezcla de dos polisacaridos (amilosa y amilopectina). La
amilosa es una cadena lineal no ramificada de a-1-D-glucosa, ademas de los
enlaces a-1,4 la amilopectina contiene enlaces ramificados a-1,6. El almidon es
degradado por enzimas llamadas amilasas. La a-amilasa actla sobre el
almidén de forma azarosa produciendo grupos reducidos mientras que las [3-
amilasas producen maltosa. Las glucoamilasas hidrolizan enlaces a-1,6-
glucosidicos cuando en la secuencia el proximo enlace es (-1,4, algunas

preparaciones de estas enzimas hidrolizan enlaces a-1,4 y a-1,3 (op. cit.).
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La gelatina puede ser extraida de la piel y tejidos 6seos luego de tratamientos
alcalinos. Tradicionalmente las fuentes de gelatina han sido mamiferos tales

como: cerdos y ovejas. La licuefaccion se lleva acabo por proteasas (op. cit.).

2.4 Alteraciones causadas por agentes quimicos y fisicos en documentos
El material documental con soporte en papel es altamente sensible a factores
quimicos, como la humedad y contaminantes ambientales; factores fisicos tales
como temperatura y luz; factores climaticos y los factores fisico-mecanicos,
manipulacion y métodos para su resguardo; ademas de los deterioros que sufre
por razones intrinsecas directamente relacionadas con su composicion y

estructura (Morales, 2008).

2.4.1 Causas intrinsecas

En el caso del papel es muy importante el agua empleada para su fabricacién,
pues si estd contaminada puede transmitir a la pasta de papel infecciones por
hongos o bacterias. Si el agua es acida, el papel saldra de fabrica con un pH
acido; si el agua es alcalina, se obtendra un buen papel con un pH neutro o
alcalino que lo haré resistente a la acidez. Si el agua es ferruginosa, quedaran
en el papel pequefas particulas metalicas incorporadas que con el tiempo se

oxidaran, produciendo manchas (Bello y Borrell, 2002).

2.4.2 Causas extrinsecas

Dentro de los agentes fisicos extrinsecos se encuentran la humedad relativa y
las radiaciones.

La humedad relativa se define como la cantidad de vapor de agua que contiene
un determinado volumen de aire a cierta temperatura, la cantidad maxima de
agua que éste volumen podria contener si se realizara el proceso de
condensacion. La accién secundaria de la humedad relativa esta dada por el
hecho de que esta puede propiciar el crecimiento microbiano (Beck, 1992). Se
considera que ambientes con humedad relativa menor de 40% se consideran
ambientes secos, mientras que ambientes con humedad relativa superior a
60% se consideran humedos y favorables para el biodeterioro microbiano del
papel (Guerrero, 1997). Tacén (2002) considera adecuados valores de
humedad relativa por debajo del 50%.
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Aunque de todas las radiaciones, la ultravioleta es la que posee mayor
potencial degradativo, todas las formas de luz poseen energia e inducen
cambios en el papel y las tintas. Los efectos perjudiciales de la luz se basan en
la activacion de reacciones de oxidacion que conducen al desvanecimiento de
las tintas, oscurecimiento de papeles con lignina y oxidacién en general de los
sustratos orgénicos. Estos efectos son de caracter acumulativo e irreversible
(Nicholson, 1993; Novotny, 2000).

Entre los factores quimicos que provocan deterioro en el papel se encuentran
los gases, el polvo y las particulas contaminantes que catalizan reacciones
nocivas, ademas de la produccién de &cidos, decoloracién y debilitamiento del
papel. Estos elementos provienen de fuentes como productos de limpieza,
adhesivos y la emisién de gases acidos de algunas maderas (Palma, 2005).

El polvo (mezcla formada por particulas de naturaleza organica e inorganica)
tiene efecto perjudicial sobre el papel por la abrasién, puede contener
sustancias quimicamente activas y es un medio excelente para el desarrollo de
hongos e insectos. Otro factor importante causante del deterioro del papel es la
contaminacion atmosférica. El didéxido de azufre, el sulfato de hidrogeno, los
oxidos de nitrdgeno y el ozono poseen una comprobada accion destructiva
(Someillan et al., 2006). El oxigeno, el nitrégeno, el diéxido de carbono y el
hidrogeno permiten procesos de combustion, fermentacion u oxidacién y la

hidrolisis de los materiales (Beck, 1992)

2.5 Factores ambientales que favorecen el crecimiento de los hongos en
archivos

Los hongos para su crecimiento necesitan una temperatura entre 22 a 30 °C,
aunqgue existen especies que crecen de forma Optima fuera de este rango. Lo
anterior convierte a los hongos en una causa de dafio de considerable
importancia a tener en cuenta, sobre todo en las instituciones ubicadas en
zonas de clima calido y hiumedo.

El factor mas importante para la germinacion y crecimiento del micelio del
hongo es la humedad. En humedad relativa alta el transporte de nutrientes por
las hifas se ve favorecido, lo cual propicia la sintesis enzimas hidroliticas, con
lo que se acelera el biodeterioro del papel. Para que ocurra la descomposicion
fungica del papel, el contenido de humedad del sustrato debe ser del 20% o

15



Revision bibliografica

mayor. Las medidas preventivas mas importantes para evitar el crecimiento de
hongos son mantener niveles bajos de temperatura y humedad relativa, una
buena circulacion de aire y depositos limpios y ordenados (CONSERVAPLAN,
1998).

El pH éptimo para el crecimiento de los hongos es ligeramente acido (cercano
a 6,0) para la mayoria de las especies, se ha investigado que el pH afecta
significativamente la intensidad de mancha y su color; ademas el pH puede ser
alterado por productos metabdlicos del propio hongo (op. cit.).

La luz en muchas especies es un elemento necesario para la formacion de los
conidioforos y las esporas, por otra parte, los conidiéforos de muchas especies
son fototrépicos positivos, por lo que esta toma un papel activo muy importante

en la dispersion de las esporas (op. cit.).
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3. MATERIALES Y METODOS

La coleccion “Coronado” se encuentra en un local en el 5to y ultimo piso de la
torre del Centro de Documentacion Cientifico-Técnica (CDICT) de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas. Forma parte de esta, la
Coleccion de Libros Raros con Valor Patrimonial, que se ubica dentro de un
estante de metal con dos puertas de vidrio, que consta de cuatro pisos (Fig. 8).
Esta constituida por 85 documentos, de ellos tres ejemplares pertenecen al
siglo XVI, 11 al siglo XVII, 62 al siglo XVIII, ocho al siglo XIX y s6lo un ejemplar
pertenece al siglo XX.

Figura 8: Estante de Libros de Valor Patrimonial.

3.1 Cuantificacion y determinacién de la intensidad de las alteraciones
causadas por insectos y hongos filamentosos presentes en la Coleccién
de Libros Raros con Valor Patrimonial

Con el objetivo de cuantificar los documentos con alteraciones de origen

biolégico, causadas por insectos y hongos filamentosos presentes en la
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coleccion, se realizdé una inspeccion visual de cada ejemplar. Se describieron
las alteraciones observadas empleando criterios de Bello y Borrell (2002),
quienes consideran: insectos vivos 0 muertos, excretas, galerias y erosion para
el primer grupo de organismos y enmohecido, manchas y reblandecido para el
segundo.

En caso de presentar alteraciones por insectos, teniendo en cuenta la
presencia de al menos un dafio, se estimo su intensidad. Para las excretas o
restos de insectos se consideré su namero, siendo alta en los casos en los que
estos superaran el 5% de la extension total del documento inspeccionado, en
caso contrario fue baja. La intensidad de dafios por galerias fue baja de
presentarse de una a cinco galerias o &reas erosionadas de pequefias
dimensiones, media, de seis a diez y alta cuando se cuantificaron mas de diez.
La intensidad de los dafios por hongos se consideré alta en los casos en los
que estos superaran el 5% de la extension total del documento inspeccionado,

en caso contrario fue baja.

3.2 Identificacion de insectos causantes de biodeterioro
Los insectos vivos fueron recolectados y conservados en etanol al 70% y los

especimenes, restos de estos o0 excretas fueron guardados en sobres de papel,
y observados posteriormente en estereomicroscopio por un especialista® para
su identificacion siguiendo criterios morfologicos.

Segun las caracteristicas de las galerias se estimé el orden de insectos que

pudo haberlas originado.

3.3 Identificacion de hongos filamentosos presumiblemente causantes de
biodeterioro

El aislamiento de hongos filamentosos a partir de las alteraciones causadas
presumiblemente por estos microorganismos se realiz6 en dos oportunidades.
En el mes de junio de 2010, durante la Practica Laboral | y con el objetivo de
adquirir habilidades en la toma de muestras, aislamiento, identificacién y
evaluacion de la actividad biodeteriorante de los microorganismos, se realizo el
aislamiento fungico en cinco ejemplares seleccionados al azar. En el mismo
mes del afio siguiente se realizd esta labor en todos los documentos de la

coleccion.

2. Dr. Horacio Grillo Ravelo, Laboratorio de Taxonomia de Insectos, Centro de Investigaciones 18
Agropecuarias (CIAP), UCLV.
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Para lo anterior se tomaron muestras por hisopado de un &rea de 1 cm?
empleando aplicadores de madera con hisopos humedecidos (Fig. 9), que
fueron colocados en tubos de ensayo con 1 mL de agua destilada estéril.
Posteriormente se realizO el aislamiento por extension con espatula de
Drigalski en placas de Petri conteniendo Agar extracto de malta, suplementado
con cloranfenicol (0,0001 g-mL™). Las placas fueron incubadas a 30+1 °C hasta
siete dias, inspeccionandose visualmente a partir del tercero para el
aislamiento de hongos filamentosos. Estos se aislaron en cufias de Agar
Czapeck.

A las cepas se les realizaron preparaciones con lactofenol para la observacion
de la morfologia microscopica y de ser posible, se identificaron hasta nivel de
género mediante el empleo de claves, segun Ellis (1971), Hawksworth (1995) y

Barrett y colaboradores (1998).

Figura 9. Toma de muestras.

La cepa aislada durante el segundo muestreo fue identificada mediante la
secuenciacion del amplicdn que se obtuvo a partir de la region ITS1-5.8S-ITS2,
de la subunidad 18 S de ARNTr, utilizando los cebadores ITS1-ITS4 (White,
1990). Para la secuenciacién se utilizd el primer ITS4. Posteriormente se
compard la secuencia obtenida con las referenciadas en un banco de genes
(GenBank, 2012).

Los aislados fungicos fueron conservados en cufias de Agar Extracto de malta

a 8 °C para la evaluacion de su actividad deteriorante.
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3.4 Evaluaciéon de la actividad deteriorante de los hongos filamentosos
aislados

La evaluacién de la actividad deteriorante de los hongos filamentosos aislados
durante el primer muestreo de los documentos, se realizO mediante la
determinaciéon de la capacidad celulolitica, produccion de pigmentos y
determinacion de la produccién de acidos. Para los aislados obtenidos luego
del segundo muestreo se adicioné la evaluacion de la actividad amilolitica y
proteolitica, asi como la determinacion cuantitativa de las actividades celulasa y

B-Endoglucanasa.

3.4.1 Determinacion cualitativa de la actividad celulolitica, produccion de

pigmentos, actividades proteolitica y amiloliticay produccion de acidos

Para la determinacion de la capacidad celulolitica y la produccion de pigmentos
se utilizé el procedimiento descrito por Rautela y Cowling (1986), para lo cual
se procedié a inocular los aislados en un medio de cultivo (MCbase) cuya
composiciéon salina para 1 L fue: nitrato de sodio (2,0 g); fosfato de dipotasio
(1,0 g); sulfato de magnesio (0,5 g); cloruro de potasio (0,5 g); sulfato ferroso
(0,01) g; agar 20 g; agua destilada c.s.p. 1 L; pH = 5,5. Como fuente de
carbono se empled en un caso, una tira de papel de filtro de 4,8 cm de largo
por 1 cm de ancho (equivalente a 0,05 g de papel de filtro) y en otro, celulosa
cristalina (1 %). Como control se emple6 glucosa (1 %). Para cada prueba se
realizaron cinco réplicas Los cultivos se incubaron a 28+2 °C durante 21 dias.
La evaluacion de los resultados se realizO mediante inspeccion visual y se
indic6 siguiendo criterio dado por Hidalgo y Borrego (2006):

Crecimiento abundante (75% del area): +++

Crecimiento moderado (50% del area): ++

Crecimiento pobre (25% del area): +

La produccion de pigmentos se evalud en los tubos que contenian el papel de
filtro y se sefial6 como positivo, en cuyo caso se determind el color, o negativo.
La actividad proteolitica se determind usando dos ensayos de hidrélisis de
gelatina, uno sobre una placa Petri y otro en un tubo de ensayo. Para el
primero, las cepas de los hongos filamentosos fueron inoculados en MCbase,

pero se le afiadié como fuente de carbono gelatina a 5 g-L™* .Después de siete
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dias de incubacion a 28 °C, 5mL de reactivo de Frazier fueron vertidos sobre
cada placa para determinar la presencia de un halo transparente, en cuyo caso
la prueba se considerdé positiva a la hidrélisis de la gelatina (Galiotou-
Panayotou et al., 1997). El ensayo en los tubos fue realizado para confirmar los
ensayos positivos en las placas de Petri. En este caso, cada cepa se inoculo
por puncion en el medio de cultivo distribuido en un tubo de ensayo. La
composicién del medio era idéntica al del ensayo en placa de Petri, pero sin
agar. Los tubos inoculados se incubaron durante 7 dias a 28 C. Se
almacenaron a 4 ° C por 30 minutos, y la reaccion de hidrdlisis de la gelatina se
puso de manifiesto por la licuefaccion del medio cuando los tubos fueron
agitados (lwatzu, 1984).

Para la determinacion de la actividad amilolitica, las cepas se sembraron en
una placa Petri en MCbase que contenia almidén (5g-L™") como Unica fuente
de carbono. Después de 7 dias de incubacién a 28° C, 5 mL de reactivo de
Lugol fueron vertidos sobre cada placa de cultivo y la presencia de una zona de
color azul alrededor del crecimiento micelial fue tomada como indicador de
hidrélisis positiva (Galiotou-Panayotou et al., 1997).

Los aislados fungicos fueron inoculados en MCbase sin agar distribuido en
tubos de ensayo, con glucosa (1%) y pH = 7,0. Estos fueron incubados a la
temperatura antes referida durante tres dias, pasados los cuales se determiné

el pH del medio de cultivo con el empleo de un pHmetro (Borrego et al., 2010a).

3.5 Determinacién cuantitativa de las actividades enzimaticas en papel de
filtro y B-Endoglucanasa

Para la obtencién de biomasa, la cepa aislada durante el segundo muestreo fue
inoculada en MCbase sin agar, usando como fuente de carbono glucosa al 1%,
ajustando el pH=5,5.

Se determiné la actividad enzimatica en papel de filtro segun el método de
Correa et al., (1999).

Se inocularon 0,05g de biomasa del hongo en un Erlenmeyer que contenia
100mL de MCbase sin agar, agregando como fuente de carbono celulosa
cristalina al 1%. Los frascos se colocaron en una Incubadora-Agitadora
Termostatizada (Sartorius) a 28 °C a velocidad de agitacion de 150 rpm
durante siete dias (Fig.10). El experimento fue llevado a cabo por duplicado.
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Transcurrido este tiempo se tomaron muestras de 1,5 mL, las que se
centrifugaron a 25 °C y 10000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se
utilizé en la determinacion de la actividad enzimatica sobre papel de filtro y la
actividad p-Endoglucanasa. El desarrollo del color se obtuvo al adicionar acido
dinitrosalisilico (DNS), que detecta la presencia de glucosa. Se determiné la

densidad optica en un espectrofotdmetro a 540nm.

Figura 10. Cultivo fungico para la determinacion de las actividades enzimaticas

celulasa y B-Endoglucanasa.

El procedimiento de analisis para la determinaciéon de la actividad celulasa en
papel de filtro se describe en la tabla I.
Los tubos fueron agitados y se determiné la densidad Optica contra blanco de
reactivo (BR).
El calculo de la concentracién de glucosa en los tubos BPF, BM y M se realizé
utilizando la curva estandar.
La concentracion de glucosa estuvo dada de la siguiente manera:
[Glu] = [M] - ([BM] + [BPF])

Una unidad de enzima se definié como la cantidad de enzima que libera 1 pmol
de glucosa por minuto.
La actividad de papel de filtro se calculé mediante la siguiente expresion:

Celulasa (U-mL™) = [Glu] x 0,1852 x dilucién;
Donde 0,1852 es un factor para obtener el nimero de umoles de glucosa
formados en un minuto.
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Tabla I. Procedimiento de andlisis del ensayo de actividad enziméatica en papel
de filtro (FPasa).

Blanco Blanco papel Blanco

Reactivos reactivo de filtro muestra Muestra

(BR) (BPF) (BM) (M)

Tampoén acetato 50 mM, pH

4.8 (mL) 15 0,5 1,0

Dilucion de enzima (mL) 0,5 0,5

Se introdujeron los tubos en bafio termostatado a 50°C.
Tira de papel de filtro
Whatman N°1 0,05 g (1x6 NO Si NO SI

cm)

Se incubaron los tubos por 30 minutos en bafio termostatado a 50°C.

Reactivo DNS (mL) 3,0 3,0 3,0 3,0

Se colocaron los tubos en bafio de agua hirviente durante 5 minutos e

inmediatamente enfriarlos en bafio de agua corriente.

Agua destilada (mL) 5,0 5,0 5,0 5,0

La determinacion de la actividad B-Endoglucanasa se realiz6 siguiendo el
procedimiento antes referido, usando carboximetilcelulosa (CMC) 1% en lugar
de papel de filtro.
El calculo de la concentracion de glucosa en los tubos BCMC, BM y M se
realizo utilizando la curva estandar.
La concentracion de glucosa estuvo dada de la siguiente manera:

[Glu] = [M] — ([BM] + [BCMC])
Una unidad de enzima se definié como la cantidad de enzima que libera 1 pmol
de glucosa por minuto.
La actividad B-Endoglucanasa se calculdo mediante la expresion:

B-Endoglucanasa (U-mL™?) = [Glu] x 0,37 x dilucién;
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Donde 0,37 es un factor para obtener el nimero de pmoles de glucosa
formados en un minuto.

Para la obtencion de la curva estandar, a partir de una solucién de glucosa a
una concentracién de 1g-L™ se siguié el procedimiento que se refiere en la
tabla Il.

Tabla Il Procedimiento para la obtencién de la curva estandar de glucosa.

Reactivos Blanco 1 2 3 4 5
Reactivo
Solucién estandar de 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

glucosa (mL)

Tampén acetato pH 1,5 1.4 1,3 1,2 1,1 1,0
4,8 (50 mM) (mL)

Concentracion  final --

0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001
de glucosa, g-mL™

Reactivo DNS (mL) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

Los tubos fueron colocados en bafio con agua a temperatura de ebullicion

durante 5 min e inmediatamente enfriados bafio de agua corriente

Agua destilada (mL) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

Los tubos fueron agitados y se determiné la densidad Optica contra blanco de
reactivo (BR).

La densidad Optica se graficO contra la concentracion de glucosa. Usando la
regresion lineal y = a + bx; donde y =densidad Optica, x = concentracion de
glucosa.

El calculo de la concentracién de glucosa en la determinacién de actividad

enzimatica se realizd con la ecuacion de regresion obtenida.
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4. RESULTADOS

4.1 Cuantificacién y determinacién de la intensidad de las alteraciones
causadas por insectos y hongos presentes en la Coleccion de Libros
Raros con Valor Patrimonial

Fueron muestreados un total de 85 ejemplares, cuyos datos bibliograficos se
presentan en el Anexo |. De estos, cinco no mostraron ninguna alteracion y 80
presentaron alguna(s) de las alteraciones anteriormente descritas (ver Anexo ).
En la figura 11 se muestran las causadas por insectos. En la figura 12 se

muestran las provocadas presumiblemente por hongos.

Figura 11. Alteraciones causadas por insectos en la Coleccién de Libros Raros
con Valor Patrimonial del Archivo Coronado.

A: Ejemplar adulto vivo.

B: Ejemplar adulto muerto.
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C: Larva muerta de un insecto.
D: Excrementos y restos de cAmaras pupales.
E: Fragmento posterior de un insecto.

F: Larva muerta de un insecto.

G y H: Galerias.

Figura 12. Alteraciones presumiblemente causadas por hongos en la Coleccién
de Libros Raros con Valor Patrimonial del Archivo Coronado.

A: Manchas.

B, C y D: Enmohecido.

E: Manchas (foxing).

Se visualiz6 un insecto vivo en el tunel de un libro. Se encontraron dos
especimenes adultos, cinco larvas y restos de un insecto entre los cuadernillos
de otros documentos y 66 ejemplares presentaron galerias, de estos cuatro
contenian excretas y restos de camaras pupales en su interior. En los primeros
cuadernillos y la en encuadernacion de siete documentos se observo erosion.

La intensidad del dafio por insectos fue estimada de baja en nueve

documentos, media en 40 y alta en 17.
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Del total de ejemplares inspeccionados 70 presentaron manchas (foxing), las
que se encontraban distribuidas en los cuadernillos, bisagra interior y
contratapa. De ellos, dos ademas tenian enmohecido y uno manchas, de baja
intensidad, con caracteristicas diferentes al foxing. En un documento el
crecimiento micelial se encontré en la bisagra interior y en la contratapa y otro
en un cuadernillo. La intensidad del dafio por hongos para los documentos con
enmohecido fue estimada como baja. El dafio por foxing fue bajo en cinco

ejemplares, medio en 60 y alto en cinco. No se detectd reblandecimiento.

4.2 Identificacion de insectos causantes de biodeterioro

El insecto vivo recolectado perteneci6 al Orden Dyctioptera (Blattodea)
comunmente conocido como cucaracha.

Los dos insectos adultos muertos (Fig. 11B) fueron identificados como
Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792), Orden Coleoptera, Familia Anobiidae.
Cuatro de las larvas encontradas, las excretas y los restos de camaras pupales
(Fig. 11D) pertenecen a esta especie, conocida comunmente como gorgojo del
tabaco.

El resto de insecto consistio en el extremo posterior de un espécimen de
tijereta (Fig. 11E) perteneciente al Orden Dermaptera (De Geer, 1773).

En el mismo ejemplar se encontré una larva de un insecto del Orden
Coleoptera, Familia Tenebrionidae (Fig. 11F).

Las galerias observadas en la figura 11G presentes en 62 ejemplares fueron
posiblemente causadas por insectos pertenecientes al orden Isoptera, ya que
estos pueden dejar cavidades en forma circular e irregular, penetrando en su
interior y llegando, en ocasiones, a destruir totalmente el libro.

Las galerias mostradas en la figura 11H se detectaron en 58 ejemplares y son
caracteristicas de insectos del orden Coleoptera, que forman largas galerias
desde la periferia de la obra hasta el centro. En los casos donde se
presentaron excretas con forma de arenilla y restos de camaras pupales fueron

causadas por Lasioderma serricorne.
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4.3 Identificacién de hongos filamentosos presumiblemente causantes de
biodeterioro

En el muestreo realizado en el afio 2010 se aislaron, de tres de los cinco
ejemplares analizados, tres hongos filamentosos, uno de un libro y dos de otro
(Ver Anexo | y Fig.13). El primero (Aislado 1, obtenido a partir de una mancha)
no pudo ser identificado, al no formar estructuras reproductivas en el medio de
cultivo y bajo las condiciones de incubacion empleados. Los otros dos (aislados
2 y 3, obtenidos a partir de enmohecido), cuyas caracteristicas culturales y
morfologia coinciden, pertenecian al género Penicillium. También se aisl6é una

levadura de un ejemplar con foxing.

Figura 13. Aislados 1y 2.

Ay C: Colonias en Agar Czapeck.

B y D: Microfotografias.

En el segundo muestreo se aislé un hongo filamentoso (aislado 4, obtenido a
partir de enmohecido), identificado como Aspergillus sclerotorium. (Fig. 14).
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Figura 14: Aislado 4. Colonias en MCbase con almidén como fuente de

carbono.

La secuencia de ARNr 18S obtenida fue:
TTTTGTTTCTACTGATCGAGTCACCTGGAGAATAGTTGGTTGCTTTTCAG
CGTCGGCCAGCGCCGGCCGGGCCTACAAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATA
CGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCLTGLLTTTCGGGLLeeaGTCCCCG
GGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGC
TCGGACAGGCATACCCCCCGGAATACCAGGGGGTGCAATGTGCGTTCAAA
GACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAATTATCGCATTTCG
CTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTT
AACTGATTGCGATACAATCGAACTCAGACAACAAAACTTCAGACAGTGTT
CACGTTGGTGTCTCCGGCGGGCGCTCGCCTAGGGAGGGGGGTTTGACGCC
CCCCCGGCGGLCCGLCTTGCGLCGGLCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTACGGT
ATACACGGGTGGGAGGTTGGGCCCCGAGGGACCCTCACTCAGTAATGATC
CTTCCGCAGGTTACCCTACGGAAG

Esta posee un 98% de similitud con la referida en la base de datos empleada
para Aspergillus sclerotiorum cepa ATCC 16892.

No se aislé ningln hongo filamentoso a partir de manchas de foxing.

4.4 Evaluacion de la actividad deteriorante de los hongos filamentosos

aislados

4.4.1 Determinacion cualitativa de la actividad celulolitica, produccién de
pigmentos, actividades proteolitica y amiloliticay produccion de acidos

El aislado 1 solo crecio en MCbase con glucosa (1%).
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La evaluacion para los hongos filamentosos aislados con respecto al control se

observa en la tabla Ill.
Tabla Ill. Evaluacion cualitativa de la capacidad celulolitica y la produccion de
pigmentos de de hongo filamentosos aislados en la Coleccion de Libros Raros

con Valor Patrimonial del Archivo Coronado.

Aislados Crecimiento Crecimiento Crecimiento Produccion
con glucosa sobre papel de con celulosa de

filtro cristalina  pigmentos
Aislado 1 + no no no
Penicillium sp. (2) ++++ ++ ++ si
Penicillium sp. (3) ++++ ++ ++ si
A. sclerotiorum +++ + + si

Crecimiento abundante (75% del area): +++, Crecimiento moderado (50% del area): ++,
Crecimiento pobre (25% del &rea): +

En la figura 15 se observa el resultado de la prueba para A. sclerotiorum.

Figura 15. Evaluacién de la actividad celulolitica y la produccion de pigmentos

de A. sclerotiorum.
A: En medio de cultivo con glucosa como fuente de carbono.
B: En medio de cultivo con papel de filtro como fuente carbono.

C: En medio de cultivo con celulosa cristalina como fuente de carbono.

Ambas cepas de Penicillium sp. produjeron pigmentos de color verde amarillo.

A. sclerotiorum produjo pigmentos de color amarillo claro.

30



Resultados

La actividad proteolitica evaluada del aislado A. sclerotiorum (Fig. 16) fue

positiva.

Figura 16: Evaluacion de la actividad proteolitica de A sclerotiorum.
A: Determinacién de la actividad proteolitica en placa Petri.

B: Determinacion de la actividad proteolitica en tubo de ensayo.

La actividad amilolitica resulto ser positiva para este aislado (Fig. 17).

Figura 17: Evaluacion de la actividad amilolitica de A. sclerotiorum.

Todos los aislados produjeron acidos en menor o mayor medida tabla IV.
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Tabla IV. Evaluacion de la produccion de acidos de tres géneros de hongos
filamentosos aislados en la Colecciéon de Libros Raros con Valor Patrimonial del
Archivo Coronado.

Réplica Aislado 1 Penicillium sp. (2) Penicillium sp. (3) A. sclerotiorum
1 6,8 5,6 5,8 6,7
2 6,9 5,7 5,7 6,6
3 6,8 5,6 5,6 6,6
4 6,9 5,6 5,9 6,6
5 6,8 5,7 5,7 6,6
Valor medio 6,8 5,6 57 6,6

4.5 Determinacion cuantitativa de las actividades enzimaticas en papel de
filtro y B-Endoglucanasa

La ecuacion que describe a la curva estandar de glucosa es: y=5,687x-
0,42547 y el coeficiente de correlacion es: R?=0,9904.

Los ensayos realizados para determinar cuantitativamente la actividad
enziméatica de A. sclerotiorum arrojaron los resultados que se muestran en la
figura 18. Todos los valores de concentracion de glucosa determinados se

encontraron dentro del rango de la curva estandar de glucosa.

0,035
0,03
0,025 ~ OB-Endoglucanasa

0,02 - (U/mli)

0,015 1 B Fpasa (U/ml)
0,01 ~
0,005 +

Actividad enzimatica

7 10 14 17 21
dias dias dias dias dias

Figura 18. Actividades enzimaticas de A. sclerotiorum evaluadas.
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5. DISCUSION

5.1 Cuantificacion y determinacion de la intensidad de las alteraciones
causadas por insectos y hongos presentes en la Coleccion de Libros
Raros con Valor Patrimonial

Después de la muerte de Francisco de Paula Coronado, la coleccion a la que le
habia dedicado tantos afios, fue puesta en venta y los libros hacinados
inadecuadamente. Posteriormente fue trasladada al Palacio de Aldama, donde
algunos ejemplares fueron restaurados, hasta que fue adquirida por la UCLV
en 1960 (Castillo y Vega, 2005). Actualmente se encuentra en un local que no
posee las condiciones 6ptimas para su almacenamiento. Hasta su
impermeabilizacion presentaba dafios constructivos, tales como grietas, fisuras
y filtraciones (Fig.19 A, B y C) en el techo de la edificacion. Ademas posee una
pared de madera y ventanas de vidrio (Fig.19 D) con aberturas, que permiten el

intercambio de aire con el ambiente externo.

Figura 19: Dafios constructivos del local donde se encuentra la Coleccién
“Coronado”.
A: Grietas.
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B: Fisuras.
C: Filtraciones.
D: Pared de madera y ventanas de vidrio con aberturas.

La disponibilidad de agua es el principal factor que determina la colonizacion
fungica del papel. Este es un material higroscopico y por lo tanto la actividad
hidrica de un documento estd relacionada con los parametros climaticos
humedad relativa y temperatura. Temperaturas por encima de 23 °C y una
humedad relativa sobre el 65% conducen a incrementos sustanciales en el
namero de microorganismos (Cappitelli et al., 2010).

En el archivo “Coronado” existe un sistema de aire acondicionado que se
mantiene funcionando de lunes a viernes, en horario laboral de 8.00 AM a 4.00
PM, aunque puede haber modificaciones en este régimen, pues su encendido y
apagado es ejecutado solamente por la técnico responsable del la coleccién.
Borrego (2009) recomiendd que en un archivo no deben existir fluctuaciones de
temperatura que excedan los 2°C. Diaz, (2011) en un estudio anterior en el
local se registré variaciones diarias de hasta 11°C, proceso este que tiene
implicaciones negativas sobre las obras pues puede ocasionar ciclos
perjudiciales de contraccion y expansion de las fibras constituyentes del papel y
propician el desarrollo microbiano. Por otro lado valores de temperatura por
encima de 30°C fueron frecuentes, y se registré un valor extremo de 36°C. Las
elevadas temperaturas aceleran la oxidacion de la celulosa y favorecen la
aparicién de microorganismos y su actividad enzimética, como la produccion de
acidos organicos. Esto se traduce en la descomposicion de la celulosa y el
debilitamiento del soporte. Ademas resecan a los materiales higroscopicos y
reblandecen los adhesivos y las colas (Bello y Borrell, 2002).

Diaz (2011) se obtuvo un valor medio de 1485 Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) flingicas por unidad de volumen de aire (m®), por lo que el aire
del local se clasifica como Grado B (contaminado), segun la escala propuesta
por Omeliansky referida por Borrego (2004). La presencia del nivel de
contaminacion fungica del aire constituye una amenaza para la coleccion
“Coronado”. Ademas valores de hongos viables superiores a 1000 UFC-m™
comprometen la calidad de los ambientes, con riesgo para la salud humana
(EIHA, 2004).
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La abundancia de propagulos en esta investigacion esta dada por la presencia
dentro de la coleccion de los ejemplares que estuvieron expuestos al agua
antes de la impermeabilizacion del local, los cuales actian como fuente de
esporas y fragmentos de micelio.

La presencia de aberturas permiten la entrada ocasional de insectos desde los
pisos inferiores al local, ya que solamente en este se aplica un control efectivo
de insectos mediante el uso de la fosfamina, aplicado trimestralmente.

El foxing causa dafios irreversibles en los documentos provocando que se
dificulte su legibilidad. La causa de esta alteracion aun no se ha determinado a
pesar de existir numerosos estudios sobre el tema. De manera general se
plantea que su aparicion puede ser provocada por el desarrollo de
microorganismos o la oxidacion de elementos minerales presentes en el
soporte durante su manufactura. El desarrollo de microorganismos puede estar
asociado a la presencia de elementos minerales en el soporte que usan como
nutrientes. Mediante observaciones microscopicas, algunos estudios, confirman
la presencia de elementos fangicos y esporas (Florian, 1996; Florian y
Manning, 2000). Otros estudios realizados por métodos bioquimicos (IR, rayos
X) han demostrado que se produce por oxidacién de la celulosa, especialmente
en presencia de iones metdlicos (Biccheri et al., 2001; Biccheri et al., 2002).
Missori y colaboradores (2004) también han coincidido que el foxing es
provocado por alteraciones fisico-quimicas del papel.

Rakotonirainy y colaboradores (2007) detectaron mediante la observacion de
manchas de foxing al microscopio Optico la presencia de esporas y micelio.
Usando el microscopio electronico de barrido se ha confirmado la presencia de
elementos fungicos incluyendo conidioforos. Estos autores recientemente
informaron, a partir de muestras de ARNr 5.8S, que fueron amplificadas,
clonadas y secuenciadas, la identificacion de algunos géneros como
Aspergillus y Penicillium aislados de manchas de foxing. Siendo este ultimo el
mas frecuente. Pero a pesar de estos resultados no estan seguros que el
desarrollo de hongos sea el factor que desencadena el foxing.

Otros autores recomiendan la aplicacion de métodos independientes del
cultivo, para identificar los elementos biologicos asociados a estas frecuentes

pigmentaciones del papel envejecido (op. cit.).
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5.2 Identificacion de insectos causantes de biodeterioro

Las cucarachas pueden medir de 3-65mm, son aplanadas dorsoventralmente.
Constituyen un grupo predominantemente tropical aunque se encuentran en
cualquier ambiente, con habitos nocturnos o crepusculares. Su régimen
alimentario es omnivoro, aunque manifiestan preferencia por alimentos de
naturaleza vegetal. Cabeza generalmente hipognata. Ojos compuestos aunque
en ciertas cucarachas cavernicolas pueden estar ausentes. Presentan dos
ocelos o pueden carecer de ellos; usualmente estan representados por
impresiones cuticulares de color claro, denominadas fenestras. Las piezas
bucales estan adaptadas para la masticacién. Las antenas presentan una
longitud variable, pudiendo superar a la del cuerpo; habitualmente son de tipo
filiforme o moniliforme. El protérax se destaca por la conformacion del pronoto,
formado por una sola pieza, que es ancha y cubre casi toda la cabeza. Las alas
anteriores son de tipo tegmina y las alas posteriores son membranosas; la
venacion se encuentra mas desarrollada en las posteriores (Chapman, 1998).
Los tres pares de patas son caminadoras y similares, destacandose las coxas
por su gran robustez. Los tarsos constan de cincos tarsémeros y dos ufias
pretarsales.El abdomen consta de once segmentos, aunque el Ultimo es
inconspicuo. Dorsalmente se aprecian con claridad diez tergos, mientras que
ventralmente sélo son visibles nueve esternitos en los machos y siete en las
hembras. En ambos sexos, el undécimo segmento esta representado por un
epiprocto y dos paraproctos, que llevan cercos relativamente cortos y
multisegmentados. El acoplamiento esta precedido de un sencillo cortejo.
Durante la cépula, el macho se sitia debajo de la hembra, y le transfiere un
espermatéforo pequeio, del tamafio de una cabeza de alfiler (op. cit.).

El nimero de huevos es variable: 6-50, segun la especie, son depositados en
una ooteca, que consiste en una camara dividida por un tabique longitudinal
delimitando asi una serie de celdas, en cada una de las cuales se deposita un
huevo. De las ootecas nacen las formas juveniles o ninfas, pasando por varios
estadios ninfales que pueden variar de siete a doce, segun las especies (op.
cit.).

Las cucarachas se han adaptado a vivir con mucho éxito en rincones, lugares
protegidos y oscuros desde donde pueden acceder a una gran variedad de

alimentos. Con sus fuertes mandibulas, muerden las portadas de los libros, las
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cuales desgastan dejando la superficie arrugada. Prefieren el papel glaseado o
coloreado y dejan areas desgastadas irregulares. Sus heces afectan desde el
punto de vista estético las publicaciones y estanterias. Ademas, la presencia de
este grupo de insectos es perjudicial para el personal que manipula los
documentos por las enfermedades que pueden trasmitir (LOpez et al., 2011).
Sin embargo no se observaron excretas ni ootecas de este insecto, por lo que
se supone que accedi6 al local en fecha muy reciente a su deteccién, lo cual
corrobora el riesgo que constituyen las aberturas en el local.

Los adultos de Lasioderma serricorne miden entre 2-3 mm de longitud, son de
color carmelita y presentan pilosidad corta. La cabeza esta parcialmente
cubierta por el protérax, posee de cuatro a 10 artejos en las antenas de forma
aserrada y los élitros cubren todo el abdomen sin presentar estrias. La larva es
blanquecina, gruesa, en forma de ce y cubierta con setas (Ashworth, 1993).

Las larvas de esta especie presentan forma libre y se alimentan del sustrato
formando galerias. Pasan por cuatro instares y pupan dentro de una bolsa
hecha de alimentos y materiales de desecho, cementada con secreciones
estomacales (op. cit.).

Posee habitos cosmopolitas y se considera una plaga de granos, frutos secos,
plantas medicinales secas y es muy comdn en archivos, alimentandose de
papel y de productos de origen animal en museos (op. cit.).

Los adultos emergen sexualmente maduros y las hembras pueden ovopositar
al dia de haber emergido. Pueden volar y viven de 2-6 semanas, sin
alimentarse. El ciclo de vida toma alrededor de 26 dias a 37 °Cy 120 a 20 °C
(op. cit.).

Esta especie porta una levadura simbidtica, Symbiotaphrina kochii, la cual se
transmite a la siguiente generacion en la superficie de los huevos, y se
encuentra en las larvas y adultos en el micetoma, érgano especializado unido
al estbmago (Noda y Kodama, 1996). Esta levadura interviene en la digestion
de los alimentos menos nutritivos, suple las necesidades de vitaminas del
complejo B y esteroles, y provee al animal de resistencia a ciertos adultos
(Nasir y Noda, 2003).

L. serricorne no tolera el frio, los adultos mueren como maximo a los seis dias
a 4 °C, y los huevos a los cinco dias a 0-5 °C. Es susceptible a la fosfamina,

producto tradicionalmente empleado para su eliminacion.
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Es uno de los insectos causantes de deterioro en archivos mas comunes, tanto
en muebleria de madera como en papel. Estos insectos pueden llegar a
destruir el soporte por completo y las galerias se encuentran rellenas de restos
de excrementos, (Vaillant y Valentin, 1996).

Este insecto se ha referido como causante de biodeterioro por varios autores,
causando dafos en el soporte (Valentin, 2003). En el Archivo Nacional de
Cuba también se ha detectado su presencia como agente causal de dafios en
documentos (Lopez et al., 2011).

Los ejemplares adultos y larvas de Lasioderma serricorne encontrados en los
ejemplares pudieron llegar a la colecciébn cuando la coleccién estuvo en
codiciones de hacinamiento y no despues de llegar a la UCLV. Estos insectos
provocan la pérdida completa del soporte, por lo que se puede afirmar que no
se encontraban ejemplares vivos en el archivo Coronado, ya que no existen
documentos totalmente devastados. Las larvas son causantes de las galerias
ya que se alimentan a partir de los nutrientes que le proporciona el papel.

Las tijeretas son insectos de cuerpo alargado, algo aplanado, de tamafio
mediano a pequefio, de color pardo o rojizo, y con dos cercos posteriores en
forma de tenaza. Normalmente viven bajo piedras o entre la corteza de los
arboles. Las alas anteriores (en caso de existir) funcionan como elitroides, y
recubren las posteriores que son semicirculares y membranosas. Los cercos
posteriores estan fuertemente curvados en los machos, que los usan durante la
cOpula. Sirven ademas para las operaciones de desplegar y recoger las alas.
En cuanto a la alimentacion, la mayoria de las especies son omnivoras o
sapréfagas. Los omnivoros son nocturnos, y usan los cercos en la depredacién
(Barrientos, 2004).

Este orden no ha sido referido como agente causante de biodeterioro y su
presencia en el Archivo Coronado pudiera ser justificado como accidental,
debido a sus habitos predadores, en algin momento en que el material de
archivo estuvo en un local abierto.

La mayoria de las especies de la familia Tenebrionidae son variables en forma
y tamafo, los adultos son de color negro o marrdn, pero no faltan las
coloraciones vistosas. Las antenas tienen normalmente 11 segmentos y son
relativamente cortas. Tiene cinco artejos en los tarsos anteriores y medios, y

cuatro en los posteriores, las antenas se insertan bajo un saliente lateral de la
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frente. El abdomen tiene 5 esternitos visibles, los tres primeros unidos e
inmoviles. Los élitros presentan usualmente costillas longitudinales. Las larvas
son cilindricas y estan bien esclerotizadas (Bastidas y Zavala, 1995). Se
asocian comunmente con materiales vegetales en descomposicion como
madera y otros desechos de plantas podridos, pocos son fitéfagos y plaga de
algunos cultivos, mientras que algunos son plaga de granos almacenados. Esta
familia se asocia a la transmision de Aspergillus flavus (Mazzani et al., 2004).

El género Tribolium, ha sido referido en la literatura cientifica como causante de
biodeterioro al patrimonio historico y cultural (en particular sus larvas, que
causan dafo superficial en el material) (Vaillant y Valentin, 1996; Yela, 1997) y
especificamente a material de archivo (Gémez et al., 2000).

La erosion visualizada en algunos ejemplares pudo deberse a la presencia de
insectos pertenecientes al Orden Psocoptera, fundamentalmente de la Familia
Liposcelididae (Figura 20), los cuales fueron recolectados en el estante donde
se encuentra la Coleccién objeto de estudio. Para esto se utilizaron trampas
adecuadas para insectos de pequefio tamafio que no pueden ser observados a

simple vista.
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Figura 20: Insectos vivos pertenecientes al Orden Psocoptera, Familia

Liposcelididae capturados en la coleccion.

Las especies que atacan los libros y productos a base de papel no son muy
perjudiciales, ya que se alimentan principalmente de hongos que crecen en las
encuadernaciones. También lo hacen de materia de origen vegetal como el

papel y sienten gran atraccion por el almidon, la cola de los libros y papeles
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pintados. Estas atracciones asi el pequefio tamafo y la relativa facilidad con

que se deshidratan condicionan el habitat de ellas a lugares hiumedos y calidos.

5.3 Identificacion de hongos presumiblemente causantes de biodeterioro
El género Penicillium fue descrito por primera vez por Link en 1809. Su
ubicacion taxonomica es:

Divisién: Eumycota

Subdivisién: Deuteromycotina

Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Moniliacea

Geénero: Penicillium

Las especies del género Penicillium son ubicuas, de amplia distribucion por
todo el mundo y consideradas saprofitas. Para su reconocimiento se tiene en
cuenta si su conidiéforo presenta ramificaciones o no, pues algunas especies
carecen de ésta caracteristica. Macroscopicamente, las colonias son verde-
grisaceas o con los colores verde y gris entremezclados, cafés al envejecer,
algodonosas, de crecimiento rapido y amplio, con margen ancho en las
primeras fases de desarrollo. Su reverso es ordinariamente amarillo y el medio
de cultivo es incoloro, algunas veces sobre las colonias se tiene presencia de
exudados de color dorado (Koneman, 1997).

Microscopicamente, los conidiéforos emergen por separado y algunos a
manera de ramas cortas. Las fructificaciones conidiales presentan una o dos
ramas alternas. Sus conidios son globosos, pequefios aungque también
fusiformes de color azul-verdoso (op. cit.).

Este género es uno de los mas referidos en la literatura cientifica como
causante de biodeterioro en material de archivo y especificamente en papel
(Bello y Borrel, 2002), su capacidad enzimatica le permite degradar las fibras,
ademas de provocar acidez y manchas verdes en el soporte (Calvo et al.,
2005). Aislandose con frecuencia a partir del aire de los locales donde estos se
encuentran (Maggi et al., 2000; Borrego et al., 2010a). También ha sido aislado
a partir de documentos a pesar de ser muy dificil su aislamiento de la superficie
de objetos de arte y documentos (Florian, 2002). En estudios realizados en el

patrimonio documental y en el ambiente de diferentes archivos en paises
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tropicales, incluyendo Cuba, ha sido uno de los géneros con mayor frecuencia
de aparicion (Hyvérinen et al., 2001; Shelton et al., 2002; Medrela-Kuder, 2003;
Hedayati et al., 2005).

Hongos de este género tienen la capacidad de degradar celulosa y xilano,
actividades enzimaticas accesorias; arabinofuranosidasa, xilosidasa y acetil-
esterasa, para la degradacion completa de los polimeros (Villalba et al., 2004).
Lo anterior puede sugerir que estos microorganismos, ademas de utilizar la
celulosa, pueden degradar otros compuestos como la goma arabiga utilizada
como encolante, la cual al hidrolizarse produce arabinosa, galactosa, ramnosa
y acido glucurénico (Caneva et al., 1991).

Durante el segundo muestreo no se aislaron hongos de las alteraciones
presentes en los documentos antes referidos. Esto pudo ser propiciado por las
condiciones de humedad que existian en el local durante el primer muestreo y
las que existian posteriormente. Siendo en el primer caso mas alto los valores
de humedad relativa debido a la reciente impermeabilizacién del local. Esta
variacion de la humedad en el local pudo haber provocado la muerte de
Penicillium spp. de los documentos, ya que este género necesita altos valores
de actividad hidrica en el soporte para su desarrollo (Plaza et al., 2003)
Aspergillus sclerotiorum fue descrito por Hubber en 1933. Su ubicacion
taxondmica es:

Divisién: Eumycota

Subdivision: Deuteromycotina

Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Género: Aspergillus

Especie: A. sclerotiorum

Las colonias de Aspergillus sclerotiorum segun Raper y Fennell (1965) en Agar
Czapeck crecen lentamente a temperatura ambiente (24-26°C), alcanzando
diametros de hasta 4,0-4,5 cm en dos semanas. Las colonias son inicialmente
compactas, formadas completamente por cabezas conidiales amontonadas, las
que adquieren un color amarillo cremoso a carmelita claro y se estrechan en
areas marginales, que en algunas cepas permanecen predominantemente

conidiales y en otras conservan pocas cabezas conidiales y desarrollan
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grandes esclerocios por toda la colonia o en diferentes zonas concéntricas.
Reverso crema. Exudado limitado, amarillo pélido. Inodoras. Las cabezas
conidiales varian en la misma colonia, siendo esféricas, acampanadas o
columnares y se dividen en dos o0 mas columnas compactas divergentes.
Conidioforos de hasta 1,2 mm de longitud, de 500 a 750 um por 6 a 12 um de
diametro, amarillo palido, con paredes equinuladas y cerca de 1 um de grosor.
Vesiculas globosas, de 25 a 35 um y hasta 40 um de didmetro. Esterigmas en
dos series de aproximadamente la misma longitud, los promarios de 6,5 a 9,0
por 2,8 a 3,5 um y los secundarios de 5,5 a 8,0 por 2,0 a 2,2 um. Conidios
globosos, lisos o rara y delicadamente irregulares, de 2 a 3 um de diametro.
Esclerocios de globosos a subglobosos, blanco cremosos al principio y luego

pasan a salmén ocraceo, comunmente de 1 a 1.5 mm de diametro (Fig. 21).

Figura 21. Estructuras y esquemas de Aspergillus sclerotiorum Tomado de:
Database Copyright © 2012 MycoBank in English Software Copyright © 1999-
2012 BioAware SA/NV.

Se ha asilado de manzanas y peras en putrefaccién (Domsch et al., 2007).
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Los datos de distribucion muestran que esta especie aparece preferentemente
en zonas subtropicales y tropicales. Se ha aislado de suelos cultivados y sin
cultivar en la India y sin cultivar del desierto en Israel. Ademas de suelos en
Pakistan, Brasil, pantanos de Hawaii, Turquia, Siria, Francia, Alemania y
Ucrania. Frecuentemente se refieren profundidades de suelo de 30 a 50 cm,
pero también se ha encontrado en la superficie. Se encuentra en la rizosfera de
bananos y maiz (op. cit.). También se ha demostrado que cepas de este hongo
producen etileno a partir de lipidos presentes en hojas de vid muertas (Ochiai e
Ishii, 2006).

Esta especie también se ha encontrado causando onicomicosis (Fig. 22) (Singh
y Barde, 1983) y otomicosis (Harima et al., 2004) por lo que su presencia en el
documento del que fue aislado y aun permanece viable, es de riesgo para la

salud de los que lo consulten.

Figura 22. Lesion caracteristica de la onicomicosis causada por una especie de
Apergillus. Tomado de Brash, 2009.

Solamente se encontr6 una referencia al aislamiento de Aspergillus
sclerotiorum de papel, causando biodeterioro. La alteracion evaluada fue una
mancha (foxing) y la técnica empleada fue espectroscopia de luz infrarroja
(FTIR) (Zotti et al., 2011).

El documento a partir del cual se aislo esta especie se encontraba dentro de un
estuche de plastico (Fig. 23) debido a que se este ejemplar esta
desencuadernado. Estas condiciones pudieron proporcionar un ambiente de
humedad y temperaturas adecuadas para el desarrollo de A.sclerotiorum en el
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soporte. Este requiere altas concentraciones de humedad relativa (Rojas,
2010).

Figura 23. Ejemplar a partir del cual se aisl6 A. sclerotiorum dentro de un

estuche de plastico.

El género Aspergillus es el mas comun y el responsable del 80% de la
destruccion de las encuadernaciones y de los dafios ocasionados en archivos y
bibliotecas. Puede provocar acidez y manchas de diferentes colores en el
soporte. Estos microorganismos atacan y destruyen la celulosa,
descomponiendo la fibra del papel en su totalidad. Su temperatura 6ptima de
desarrollo es de 24-30°C, la minima -10°C y la maxima 50°C. La humedad
relativa 6ptima es de 75-100%, y la minima de 50% (Valentin et al., 1998).

En investigaciones precedentes realizadas en Cuba se demostré la abundancia
de este género en bibliotecas (Sanchez et al., 1998; Diaz, 1997)

En estudios similares realizados en documentos de la Biblioteca Nacional “José
Marti” se, determind que el género predominante en los aislamientos fue
Aspergillus (Hidalgo y Borrego, 2006). También se reporta como uno de los
géneros de mas frecuente aparicion con un porcentaje de 47,82% en raspados
de libros (Medina et al., 1999).

Ha sido referenciada la presencia de Penicillium y Aspergillus en muestreos
microbiolégicos del aire en bibliotecas y museos, donde también fue aislado a
partir de papel, con una frecuencia de aparicion de 75% y 92%
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respectivamente. Existiendo una correspondencia mayoritaria de la microbiota
presente en sustratos, especificamente papel, con las detectadas en el aire
(Rojas et al., 2012).

Diaz (2011) aisléo a partir del aire del archivo “Coronado” tres cepas de
Penicillium y una de Aspergillus y una del primer género a partir de un
documento.

De ninguna de las obras con foxing se aislaron hongos filamentosos. Si bien el
papel exacto de estos microorganismos en la aparicion de este tipo de
pigmentacion y su desarrollo es aln desconocido, varios autores refieren haber
obtenido cepas fungicas a partir de manchas, pero no han reproducido el
fenomeno en papel. Otros investigadores describen la falta de éxito reiterada al
intentar obtener aislados por los métodos convencionales. Por lo que se
recomienda la aplicacion de métodos independientes del cultivo para identificar
los elementos bioldgicos asociados a estas frecuentes pigmentaciones del
papel envejecido (Rakotonirainy et al., 2007).

A pesar de que las levaduras son agentes bioldgicos causantes de deterioro en
papel y otros sustratos (Bello y Borrell, 2002), en la literatura cientifica
consultada no se encontré a este grupo microbiano como causante de foxing,

por lo que la levadura aislada debi6 ser un contaminante del cultivo.

5.4 Evaluacién de la actividad deteriorante de los hongos filamentosos

aislados

5.4.1 Determinacion cualitativa de la actividad celulolitica, produccién de
pigmentos, actividades proteolitica y amilolitica y produccidon de acidos

El aislado 1 se obtuvo a partir de manchas muy pequefias en el soporte (Fig.
24).

Figura 24. Alteracion en el soporte a partir de la cual se obtuvo en aislado 1.

45



Discusion

El hecho de que esta cepa solamente creciera en presencia de glucosa como
fuente de carbono pudiera explicarse si esta especie fuese un colonizador
secundario en el papel, que disponga de este nutriente producto del
metabolismo de un colonizador primario que haya degradado los componentes
del papel (Guerrero, 19997).

Los hongos Penicillium spp. y A. sclerotiorum fueron capaces de crecer a
expensas del papel de filtro como Unica fuente de carbono (celulosa amorfa, de
mas facil asimilacion) y de la celulosa cristalina (de dificil asimilacion), lo que
indica que presentaron actividad celulolitica. También produjeron acidos, pues
provocaron una disminucién del pH del medio de cultivo. Ademas excretaron
diferentes pigmentos sobre el papel. Cepas de estos géneros aisladas por otros
investigadores tuvieron esta actividad biodeteriorante Borrego et al. (2011).
Algunos autores determinaron la capacidad celulolitica del género Penicillium
(Moloney et al., 2004; Chacén y Waliszewski, 2005), de ahi que su presencia
en un documento es muy riesgosa para la conservacion del mismo (Borrego et
al., 2010Db).

Pefia y Zambrano (2003) obtuvieron como resultados la produccién de lipasas,
celulasas, proteasas, acido lactico y acido oxalico, por el género Penicillium.
Cantillo y colaboradores (2002) en un estudio realizado en un museo se
determind como género de hongo mas abundante Aspergillus, ademas se
demostré su actividad celulolitica. Las celulasas mostraron que estas degradan
mas eficientemente en condiciones &cidas, dando a los microorganismos un
nivel de especializacion en la degradacion de complejos celulésicos como es el
caso del papel (Villalba et al., 2004).

Capitelli y Sorlini (2010) determinaron la produccion de celulasas, amilasas,
oxidasas, acido citrico, acido lactico y acido fumarico por el género Aspergillus,
las cuales pueden producir alteraciones degradativas como: manchas
miceliares de diferentes colores, degradacion y acidificacion del soporte.

La capacidad de producir acidos), entre los que se encuentra el acido oxalico
(Santhiya y Ting, 2005), ha sido reconocida en diferentes especies del género
Aspergillus (Dai et al. 2004).

Segun Borrego y colaboradores (2010 a y b) los hongos excretan acidos como
el oxalico, fumarico, succinico y acético, especies quimicas causantes de la

disminucién del pH sobre el sustrato. Estos autores encontraron resultados
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similares a los presentados, donde la totalidad de los aislados de hongos
obtenidos produjeron disminuciones en el pH, pero solo el 13% de estos fueron
capaces de secretar acidos fuertes.

Segun Rojas y colaboradores (2012) Penicillium spp. y Aspergillus sp. poseen
actividad celulasa, producen acidos e hidrolizan la gelatina, por lo que
presentan actividad biodeteriorante.

A. sclerotiorum produce un sistema enzimatico completo de celulasas
capaces de degradar parcial o totalmente la celulosa en celobiosa y glucosa
(Chacon y Waliszewski, 2005). Esta especie crece mejor a partir de almidon,
dextrina, glucégeno o fructosa que de glucosa como fuente de carbono. Puede
utilizar el metafosfato. Produce ocratoxina A y B, principalmente a elevadas
temperaturas, &cido penicilico a 20 °C y temperaturas inferiores y los
antibioticos acido neohidroxiaspergilico, neoaspergilico y hidroxyaspergilico.
También produce riboflavina (Domsch, 2007).

Cepas de estos géneros procedentes del aire y de un documento en el
archivo “Coronado” tuvieron actividad celulolitica y produjeron acidos (Diaz,
2011).

5.5 Determinacion cuantitativa de las actividades enziméaticas en papel de
filtro y B-Endoglucanasa

En la literatura cientifica consultada sobre actividad biodeteriorante de cepas
fungicas en soporte de valor patrimonial no apareco6 la evaluacion cuantitativa
de la actividad celulolitica. Estas determinaciones son frecuentes en articulos
cientificos donde se refiere la utilizacion de hongos filamentosos para la
degradacion de residuos lignocelulosicos con fines industriales (Rodriguez y
Pifiero, 2007; Colina y Gutiérrez-Correa, 2009; Manjarres, et al., 2011).

La mayor actividad FPasa que presento el aislado de Aspergillus slerotiorum
fue de 0,031 U- mL™ alos 17 dias de incubacién.

Manjarrés y colaboradores (2011) determinaron la actividad FPasa en un
cultivo superficial en una especie de Aspergillus obteniendo un valor maximo
de actividad enzimética de 0,15 U-mL™ a los nueve dias de fermentacion.
Villena y Gutierrez-Correa (2003) al cuantificar la actividad FPasa de
Aspergillus niger ATCC 10864 en un cultivo superficial, encontraron una
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actividad maxima de a 1,4 U-mL™ a las 24 horas de cultivo. Sin embargo en un
cultivo sumergido empleando el mismo medio de cultivo el valor maximo fue de
1,0 UmL™ Lo anterior pudiera explicarse por la menor disponibilidad de
oxigeno y crecimiento de biomasa bajo la segunda condicién, que correspondi6
con el sistema de fermentacion empleado en la presente investigacion. Por otro
lado los autores referidos realizaron sus investigaciones con cepas de actividad
celulolitica reconocida en la degradacion de residuos celulésicos. El aislado de
A. sclerotiorum evaluado se obtuvo a partir de un discreto crecimiento micelial
sobre papel, lo cual pudiera explicar el menor valor de actividad enzimatica
obtenida y su expresion mas tardia. Ademas aquellos incorporaron al medio de
cultivo inductores que estimularon al complejo enzimético celulolitico. Por otro
lado ya se refirio la preferencia por el almidon como fuente de carbono de esta
especie (Domsch, 2007) (el cual forma parte de los encolantes usados en la
fabricacion del papel), por lo que pudiera ser que tome tiempo activar la
sintesis y expresion del complejo enzimético celulolitico.

El incremento de la actividad metabdlica esta relacionado con la densidad
celular. Se ha comprobado que la produccién de celulasa cuando el hongo se
encuentra creciendo sobre un soporte es mayor que cuando se encuentran en
un cultivo libre. La adsorcion de los microorganismos a superficies genera una
respuesta fisiologica distinta reflejada en el aumento de la produccién de
celulasas (Villena et al., 2001).

El hecho de que la actividad celulolitica de la cepa en estudio fuera menor a las
empleadas por los investigadores referidos explicd su disminucién mas tardia
ya que la acumulacion de los productos de degradacion, inhibitorios del
proceso es menor y mas lenta.

Se observaron valores superiores de actividad FPasa que B-Endoglucanasa,
resultado légico ya la primera actividad es el complejo de celulasas completo
actuando para degradar la celulosa y la segunda actividad es solo de una

enzima.
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CONCLUSIONES

La mayoria de los documentos de la coleccion (94,1%) presentan
alteraciones causadas por insectos y/o hongos filamentosos.

Las alteraciones en orden descendiente de frecuencia de aparicion son,
para insectos: galerias, restos de insectos, erosion, excretas e insectos
vivos. Para hongos, manchas y enmohecido.

De 66 documentos con alteraciones causadas por insectos el 13,6%
presenta baja intensidad de dafios, el 60,6% mediay el 25,8% alta.

De 70 ejemplares con alteraciones posiblemente causadas por hongos, el
2,9% presenta enmohecido de baja intensidad, el 7,1% foxing de baja
intensidad, el 85,7% media y 7,1% alta y el 1,4% manchas distintas al
foxing de baja intensidad.

Los insectos vivos causantes de biodeterioro en la coleccion pertenecen al
orden Blattodea y Psocoptera, ademas estan presentes especimenes y/o
restos de Lasioderma serricorne y otros del orden Coleoptera, familia
Tenebrionidae y el orden Dermaptera. Presumiblemente insectos de los
ordenes Isoptera y Coleoptera causaron galerias en el soporte.

Se aislaron dos especies de Penicillium y una cepa de Aspergillus
sclerotiorum, causantes de biodeterioro sobre papel, ya que poseen
actividad celulolitica, producen acidos y pigmentos. A. sclerotiorum ademas
presenta actividad proteolitica y amilolitica.

Las actividades celulolitica (FPasa) y B-Endoglucanasa son bajas y se

expresan tardiamente.
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7. RECOMENDACIONES
Tomar en cuenta el diagndstico causado por insectos y hongos en la Coleccion
de Libros Raros con Valor Patrimonial para trazar la estrategia de control de

biodeterioro de los documentos y su restauracion.
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Anexo |: Listado de ejemplares presentes en la coleccion y principales

alteraciones

Siglo XVI
1- Circerous de OFFICIIS. Libri lll. Cato maior, uel De Senecfute e lius, uel De

Amicitia Paradoxa Stoicorum fex. Cum Petri Marfi Francisci Maturanti,
Omniboni, Martini Philetici, e Ascensio, in hec Omnia preftantifsimis
commentarys. 1572.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera,

Dafio por insectos bajo.

2- Institutiones. AC Meditationes in GRACAM Livgam. N Clenardo Arthore.
1572.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.

Dafio por insectos bajo.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

3-Ensayo de una Bibliotheca de traductores Espafoles. D. Juan Antonio
Pellicer y Saforcada. Madrid, 1578.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.

Dafio por insectos bajo.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

Siglo XVII
4- Descripcion de Los Indios Occidentales. Década Primera. Antonio de

Herrera, 1601. Restaurado.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

5- Historia General de los Hechos de los Castellanos en las Islas y Tierra-Firme
del Mar Océano. Década Segunda. Antonio de Herrera. Impreso en Madrid, en
la Oficina Real de Nico Rodriguez Franco. 1601.
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Alteraciones:

Galerias posiblemente de Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio alto.

6- Historia General de los Hechos de los Castellanos en las Islas y Tierra-Firme
del Mar Océano. Década Quarta. Antonio de Herrera. 1601.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.

Erosion.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

7- Historia General de los Hechos de los Castellanos en las Islas y Tierra-Firme
del Mar Océano. Década Sesta, Tomo VI. Antonio de Herrera. 1602.
Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio media.

8- Inventaire General Des PLVS CVRIEV-les Recherches des Royaume d’ Ef-
pagne. 1615.

Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

9- Del Teatro de los dioses de la gentilidad, Segunda parte. Padre Fray
Baltasar de Victoria, Predicador de San Francisco de Salamanca y natural de la
misma ciudad. Imprenta Real. 1657.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Extremo posterior de un espécimen de una especie de tijereta perteneciente al
Orden Dermaptera.

Larva de un insecto del Orden Coleoptera, Familia Tenebrionidae

Dafio por insectos medio.

Enmohecido. Intensidad del dafio baja.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

10- Historia General de los Hechos de los Castellanos en las Islas y Tierra-
Firme del Mar Océano. Década Quarta. Antonio de Herrera. 1661.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.
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Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

11- Historia General de los Hechos de los Castellanos en las Islas y Tierra-
Firme del Mar Océano. Década Sesta, Tomo IV. Antonio de Herrera. 1661.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

12- Historia General de los Hechos de los Castellanos en las Islas y Tierra-
Firme del Mar Océano. Década Octava, Tomo Il. Antonio de Herrera. 1661.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

13- Parte Primera del Tesoro de la Lengua Castellana o Espafiola. Sebastian
de Covarruvias. Madrid. 1674.

Alteraciones:

Cucaracha viva.

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

14- TPAMMATIKH TSH F'AQHS EAA HNIKHS. RPF Martin del Castillo.1678.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Erosion.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

Siglo XVIII
15- Theatro Critico Universal o Discursos Varios en Todo Género de Materias,

para desengafio de errores comunes. Tomo-Quinto. Quarta impresién, en
Madrid Imprenta de los Herederos de Francifco del Hierro. RP Fray Benito
Geronymo. 1753.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.
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Adulto y larva de Lasioderma serricorne.

Excrementos.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio bajo.

16- Cartas Eruditas, y Curiosas, en que, por la mayor parte, se continua el
Designio del Theatro Critico, Universal, impugnando, 6 reduciendo & dudosas,
varias opiniones comunes. Tomo Quinto. Impreso en Madrid, por Joachin
Ibarra. Benito Geronymo Feyjod. 1760.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio bajo.

17- Oracion EUCARISTICA, que en la solemne accion de gracias que
tributaron al todo-poderoso. Impreso en Madrid por Pantaleon Aznar Don Josef
Mariano Beristain. 1792.

Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

18- Edicto en que el ilustrisimo sefior Dr. D. Felipe Joseph de Trespalacios y
Verdeja, primer Obispo de la Havana y provincias de la Luisiana y Florida,
Corrige Varios Desordenes y que se haga de noche las Procesiones de la
semana santa: y asimismo Altares de Cruz y Nacimientos en casas particulares
sin la licencia necesaria que, quando se excusen irreverencias se concedera
graciosamente & las gentes devotas. Impreso en la Havana, en la imprenta de
la Curia Episcopal y Real Seminario de San Carlos, calle Obrapia # 164. Dr. D.
Felipe Joseph de Trespalacios y Verdeja. 1792.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

19- Moneda-Papel y Crédito Publico. Ensayo Econdmico sobre el sistema de la
Moneda-Papel y sobre el Crédito Publico. Impreso en Madrid, en la Imprenta
Real. Don Joseph Alfonso Ortiz. 1796.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.
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Dafio por insectos bajo.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

20- Oracion Funebre. D. Alexandro de O’Reilly, conde de O’Reilly, Teniente
General. 1794,

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

21- Instruccién de lo que fe ha de practicar para que tenga fu entero
cumplimiento mi Real intencion, en la libertad de Comercio, que por Decreto de
efta fecha, concedo a mis Vaffallos, para que puedan hacerle a la Isla de
Cuba, Santo Domingo, Puerto Rico, Margarita y Trinidad, sin necefsidad de
recurrir a solicitar mi Real Permif fo. Marqués de Squilace. 1765.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

22- Tratado de amistad, limites y navegacién concluido entre el Rey Nuestro
Sefior y los Estados Unidos de América, firmado en San Juan Lorenzo el Real
a 27 de octubre de 1795. Impreso en Madrid, en la Imprenta Real.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Larva de Lasiderma serricorne.

Excrementos.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

23- Tratado Definitivo de Paz Concluido entre el Rey Nuestro Sefior y el Rey de
Gran Bretafia. Firmado en Versalles a 3 de septiembre de 1783, con sus
articulos preliminares. Impreso en Madrid, en la Imprenta Real. 1783.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.
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24- Tratado definitivo de Paz concluido entre el Rey Nuestro Sefior y S.M.
Csriftianifima por una parte, y S.M. Britanica por otra, en Paris a 10 de febrero
de 1763.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

25- Origen de la casa de Beneficiencia. 1796.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

26- Historia politica de los establecimientos ultramarinos de las Naciones
Europeas”. Tomo lI-Ill. Impreso en Madrid, por D. Antonio de Sancha. Eduardo
Malo de Luque. 1785.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Ejemplar adulto muerto, larva muerta y restos de bolsas pupales de
Lasioderma serricorne.

Ecrementos.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio bajo.

27- Historia politica de los establecimientos ultramarinos de las Naciones
Europeas”. Tomos IV-V. Eduardo Malo de Luque. 1785.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

28- Gramatica de la lengua inglesa, que contiene reglas faciles para su
pronunciacién y aprenderla metodicamente, con muchas observaciones, y
notas criticas de los mas celebres autores puramente ingleses, especialmente
de Lowth, Priestley y Trinder. Tercera edicion. Impreso en Madrid, en la
Imprenta Real, por Don Pedro Julian Pereyra impresor de Camara de SM.
Padre Fr. Toméas Connelly. 1798

Alteraciones:
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Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio alto.

29- Historia politica de los establecimientos ultramarinos de las Naciones
Europeas”. Tomos IV Eduardo Malo de Luque. 1785.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

30- Paleogeografia Espafola. P. Eftevan de Terreros y Pando.Restaurado.
Historia politica de los establecimientos ultramarinos de las Naciones
Europeas”. Tomos IV. Impreso en Madrid, por Joachin Ibarra. Eduardo Malo de
Luque. 1785.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio alto.

31- Gramatica de la Lengua Castellana, compuesta por la Real Academia
Espafiola. Impreso en Madrid, en la Imprenta de la Viuda de Ibarra. D. Joachin
de Ibarra. 1771.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

32- Gramatica Spagnuola ED italiana. Impreso en Venezia, Nella Stamperia

Baglioni. Lorenzo Franciosini Fiorentino. 1787.

Alteraciones:

Erosion. Intensidad del dafio baja.

33- Declamaciéon contra los abusos introducidos en el Castellano.Impreso en
Madrid, en la Imprenta de la Viuda de Ibarra. 1793.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.
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Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

34- Descripcion de Diferentes Piezas de Historia Natural. Impreso en la
Havana. Don Antonio de Parra. 1787.

35- El Viajero Universal. Tomo IlI. Viajero Universal, o noticia del mundo antiguo
y nuevo. D.P.E.P. 1795.

36- El Viajero Universal. Tomo VIII. Viajero Universal, o noticia del mundo
antiguo y nuevo. D.P.E.P. 1796.

Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio bajo.

37- El Viajero Universal. Tomo Xl. Viajero Universal, o noticia del mundo
antiguo y nuevo. D.P.E.P. 1797.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

38- El Viajero Universal. Tomo XIX. Viajero Universal, o noticia del mundo
antiguo y nuevo. D.P.E.P. 1798.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio bajo.

39- El Viajero Universal. Tomo XXI. Viajero Universal, o noticia del mundo
antiguo y nuevo. D.P.E.P. 1798.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

40- Voyage Dans. L’Hémisphere Austral, Et autor Du Monde. Tomo I. 1792.
Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

41- Voyage Dans. L’'Hémisphere Austral, Et autor Du Monde. Tomo II. 1792.
42- Voyage Dans. L’'Hémisphere Austral, Et autor Du Monde. Tomo Ill. 1792.
43- Voyage Dans. L’Hémisphere Austral, Et autor Du Monde. Tomo IV. 1792.

Alteraciones:
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Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

44- VVoyage Dans. L’'Hémisphere Austral, Et autor Du Monde. Tomo V. 1792.
45- Voyage Dans. L’Hémisphere Austral, Et autor Du Monde. Tomo VI. 1792.
Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

46- Obras en prosa y verso del Cura Fruime. Tomo Ill. D. Diego Antonio
Cernadas y Castro. 1779.

Alteraciones:

Galerias de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

Manchas distintas del foxing. Manchas de color gris oscuro. Intensidad del
dafio baja.

47- Traduccion del Arte Poética de Horacio o Epistola a lo pinsones. P.Fr.
Fernando Lozano. Impreso en Sevilla: por Manuel Nicolas Véazques, y
Compalfiia. 1777.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

48- Centon Epistolario del Bachiller Fernan Gomez de Cibderal; vy
Generaciones y semblanzas del noble Caballero Fernan Perez de Guzman.
Impreso en Madrid, por Don Geronimo Ortega e hijos de Ibarra. 1779.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

49- Oracidon Apologética por la Espafia y su mérito literario para que sirva de
exbrnacion al discurso leido por el abate Denina en la Academia de Ciencia
sde Berlin, respondiendo & la Question Qué se debe & Espafia?. D. Juan Pablo
Forner. Madrid en la imprenta Real. 1786.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.
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50- Historia Literaria de Espafia. Origen, progresos, decadencias Yy
restauracion, de la Literatura Espafiola, en los tiempos primitivos, de los
Phenicios, de los Cartagineses, de los Romanos, de los Godos, de los Arabes y
de los Reyes Catolicos: con las de esta Nacion, juicio critico de sus Obras,
extractos y Apologias de algunas de ellas: Disertaciones histéricas y criticas
sobre varios puntos dudosos: Para desengafio € instruccion de la Juventud
Espafiola. Tomo Ill. Los PP. Fr. Rafael y Fr. Pedro Rodriguez Mohedano.1770.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos bajo.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

51- Historia Literaria de Espafia. Origen, progresos, decadencias vy
restauracion, de la Literatura Espafiola, en los tiempos primitivos, de los
Phenicios, de los Cartagineses, de los Romanos, de los Godos, de los Arabes y
de los Reyes Catdlicos: con las de esta Nacion, juicio critico de sus Obras,
extractos y Apologias de algunas de ellas: Disertaciones histéricas y criticas
sobre varios puntos dudosos: Para desengafio é instruccion de la Juventud
Espafiola. Tomo V. Los PP. Fr. Rafael y Fr. Pedro Rodriguez Mohedano.1777.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Larva de Lasioderma serricorne.

Excrementos.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

52- Historia Literaria de Espafa. Origen, progresos, decadencias Yy
restauracion, de la Literatura Espafiola, en los tiempos primitivos, de los
Phenicios, de los Cartagineses, de los Romanos, de los Godos, de los Arabes y
de los Reyes Catdlicos: con las de esta Nacion, juicio critico de sus Obras,
extractos y Apologias de algunas de ellas: Disertaciones histéricas y criticas
sobre varios puntos dudosos: Para desengafio é instruccion de la Juventud
Espafiola. Tomo VII. Los PP. Fr. Rafael y Fr. Pedro Rodriguez Mohedano.1781.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.
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Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

53- Pomponii Malae de situ Orbis. Tomo Ill. Isaci Vossi, Jacobi Perizonii, et
ABrahami Gronovii. 1748.

Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio alto.

54- Diccionario geografico-historico de las indias occidentales 6 america.Tomo
[. D. Antonio de Alcedo. 1786.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

55- Diccionario geografico-historico de las indias occidentales 6 america.Tomo
IV. D. Antonio de Alcedo. 1788.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

56- La Poetica 0 Reglas de la Poesia en General, y de sus principales
especies. Don Ignacio de Lvzan. Impreso en Zaragosa: por Francisco Revilla.
1737.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Erosion.

Dafo por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

57- Reflexiones imparciales sobre la humanidad de los Esparioles en las Indias,
contra los pretendinos fildsofos y Politicos. Abate Don Juan Nuix. Madrid. 1782.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

58- Solucién del Gran problema acerca de la poblacion de las Américas, en que
fobre el fundamento los Libros Santos fe defcubre facil camino & la

tranfmigracion de los Hombres del uno al otro continente; y como pudieron
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pafar al Nuevo Mundo no folamente las Beftias de fervicio, fino tambien las
Fieras, y nocivas y con esta ocasion se sasface plenamente al delirio de los
Pre-Adamitas apoyado con efta dificil objecion hafta no bien defatada. P.
Francisco Xavier Alexo. México, Imprenta Real del Superior Gobierno, 1763.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

59- Annales D’Espagne et de Portugal. Volumen |. Don Juan Alvarez de
Colmenar. Amsterdan, 1741.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

60- Annales D’Espagne et de Portugal. Volumen Il. Don Juan Alvarez de
Colmenar. Amsterdan, 1741.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

61- The General History of the Late War.1762. Restaurado.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

62- Viaje al estrecho de Magallanes. Pedro Sarmiento de Gamboa. Imprenta
Real de la Gazeta, Madrid. 1768.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Erosion.

Dafio por insectos alto.

Enmohecido. Intensidad del dafio baja.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio alto.
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63- La Castilla Historia de Rodrigo Diaz. La Castilla y el mas famoso
Castellano Historia del Célebre Castellano Rodrigo Diaz, llamado vulgarmente
el CID Campeador. P Mro. Fr. Manuel Risco. Madrid. 1792.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos alto.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

64- Recherches Philosophiques sur les Americains. Tomo |. Don Pernely. 1771.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

65- Recherches Philosophiques sur les Americains. Table Génerale du second
tome. Don Pernely. 1771.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafo por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

66- Politica Indiana del Sefior Don Juan de Solorzano, ilustrada, y afiadida.
Tomo I. 1736.

Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

67- Politica Indiana del Sefior Don Juan de Solorzano, ilustrada, y afiadida.
Tomo II. 1739.

Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

68- Historiadores Primitivos de las Indias Occidentales, Que Juntd, Traduxo en
Parte, y faco a luz, ilustrados con eruditas Notas, y copiosos Indices. Tomo |.
Andres Gonzalez Barcia. 1749.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.
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69- Historiadores Primitivos de las Indias Occidentales, Que Juntd, Traduxo en
Parte, y faco & luz, ilustrados con eruditas Notas, y copiosos Indices. Tomo II.
Andres Gonzalez Barcia. 1749.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Erosion.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

70- Historiadores Primitivos de las Indias Occidentales, Que Juntd, Traduxo en
Parte, y faco a luz, ilustrados con eruditas Notas, y copiosos Indices. Tomo IlI.
Andres Gonzalez Barcia. 1749.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

71- A Descriptive Account of the Island of Jamaica. Volumen I. Willian Beckford.
London, Witehall, 1790.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos bajo

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

72- A Descriptive Account of the Island of Jamaica. Volumen II. Willian
Beckford. London, Witehall. 1790.

Alteraciones:

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

73- Representacion o defensa del Conde de Luperunda en la famosa causa En
la pérdida de Albama. 1764.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

74- Satisfaccion del Coronel D. Balthasar Ricaud de Tirgal, Ingeniero que fue

Gefe de la Plaza de la Habana a los Cargos que le hace y de que le acufa el
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fefior Fifcal de la Junta creada por fu Mageftad para instruccion del Proceffo
fobre rendicion de aquella Plaza, y fus reflutas. 1764.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

75- Llave del Nuevo Mundo. Josse Martin Felix de ARRATE. 1761.
Alteraciones:

Manchas (foxing) Intensidad del dafio medio.

Siglo XIX
76- La Moderna Poesia. Curiosidades Gramaticales. Gramatica Aplicada del

idioma espafiol y sus dialectos. D. Ramén Martinez Garcia. 1896.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

77- El amigo de las leyes. Traduccion de una noticia Biografica. Imprenta Real,
Habana. 1820.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

78- Asonadas y Motines. Remitido. Puerto Principe, 1822.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

79- Elogio de Dr. D Eusebio Valli, Médico Ordinario del Hospital Militar de Dijon
individuo de la Academia Virgiliana de Mantua, de la Sociedad de Medicina de
Venecia, del Colegio Medico de Edimbuego. Havana Oficina de Arazoza y
Soler, impresores del Gobierno y de la Real S. P. por S.M.1816.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.
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Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

80- Decretos del Rey Nuestro Sefior D. Fernando VII de Borbon. (Q.D.G)
Expedidos Después de su feliz Regreso al trono de sus Augustos
Predecesores Con la Plenitud de soberania. Primera coleccion. Havana Oficina
de Arazoza y Soler, impresores del Gobierno y de la Real S. P. por S.M. 1815.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.

81- Decretos del Rey Nuestro Seior D. Fernando VII de Borbon. (Q.D.G)
Expedidos Después de su feliz Regreso al trono de sus Augustos
Predecesores Con la Plenitud de soberania. Novena coleccion. Havana Oficina
de Arazoza y Soler, impresores del Gobierno y de la Real S. P. por S.M., 1817.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.

Dafio por insectos bajo.

82- Préctica de los tribunales, arreglada a la constitucion, y leyes posteriores.
Primera parte. Habana, Imprenta Fraternal de los Diaz de Castro, impresores
del Consulado nacional: plazuela de San Juan de Dios, casa #66. 1821.
Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.

Dafio por insectos bajo

83- Memorias de la Clase de derecho Patrio del Real y Conciliar Colegio
Seminario de la Habana. Ne1. Habana en la imprenta de Marina. Por la viuda &
hijo de D. Esteban José Bolofia, Impresor de Camara de S.M. afio de 1819.
Alteraciones:

Erosion.

84- Decretos de las Cortes Generales extraordinarias anexos a la Constitucion,
Politica de la Monarquia Espafiola, y publicados en el diario del Gobierno de
esta Cuiudad. Habana. Oficina de Arazoza y Soler, impresores de la R.S.P.
1812.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera.
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Dafio por insectos bajo.

Siglo XX.

85- Real Cédula de ereccién del Consulado de la Havana, expedida en
Aranjuez a IV de abril de MDCCXCIV. 1974.

Alteraciones:

Galerias posiblemente de Isoptera y Coleoptera.

Dafio por insectos medio.

Manchas (foxing). Intensidad del dafio medio.



