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“Photographs, which fiddle with the scale of the world, themselves get reduced,

blown up, cropped, retouched, doctored, tricked out. They age, plagued by the usual ills
of paper objects; they disappear; they become valuable, and get bought and sold; they
are reproduced. Photographs, which package the world, seem to invite packaging.

They are stuck in albums, framed and set on tables, tacked on walls, projected as slides.
Newspapers and magazines feature them; cops alphabetize them; museums exhibit
them; publishers compile them.”

Susan Sontag, On Photography, 1977, p. 4.
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Introduccién

Las fotografias tienen en muchos casos un valor histérico y documental, pues aunque su
intencion original no haya sido con este fin, las imagenes plasmadas transmiten la idea
de un momento y un lugar precisos. Igualmente pueden tener (intencionalmente o no)
cualidades artisticas y estéticas, a partir de la composicion de la imagen, las luces, las
sombras, el contraste, etc. Esta cuestion, que tiene muchas aristas y vertientes y por lo
cual no se profundizara en ello, permite vislumbrar la importancia de una imagen y del
resguardo de su integridad; siendo asi, y como se ahondara mas adelante, se entiende
que la presencia de colonias de microorganismos en las impresiones fotograficas tiende
a implicar una pérdida de la imagen capturada, merma la materialidad, y con ello la

informacion que busca transmitir.

La naturaleza organica de la mayoria de los materiales constitutivos de las fotografias es
un sustrato ideal para el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias. Debido a que un
gran numero de fotografias tienen soporte de papel, muchos de los tratamientos para
restaurar documentos han migrado al area de la conservacidon de fotografias,
extrapolandose de una especialidad a otra, con algunas alteraciones para adaptarse a la
presencia de la capa de aglutinante (gelatina, colodiéon o albumina) y a la presencia de

una sustancia formadora de la imagen (plata, colorantes, etc.) (Hendriks, 1991, p. 288).

Uno de los materiales empleados en restauracion de obra grafica, que ha migrado al
campo de la conservacion de materiales fotograficos, es el biocida a base de extractos
de citricos, conocido como Citricidin, del cual actualmente una de sus variantes se
produce bajo el nombre Citricidal®. En el campo de la restauracién el Citricidin se
empez6 a usar en la década de los noventa por sus propiedades como “biocida ideal”
(Caceres Acereto, 1998, p. 109), sobre todo para la desinfeccion de documentos sobre

papel, como alternativa al timol y al bromuro de metilo.



Para tener un mayor conocimiento y comprension de las practicas en torno a la
eliminacién de microorganismos y el uso de este biocida en la conservacién de
materiales fotograficos, en la presente investigacion se hizo una revision de los informes
generados por los alumnos del Seminario-Taller Optativo de Conservacién de
Fotografias (2013-2016) y de la Especialidad Internacional en Conservacion de
Fotografias-Programa Internacional (2008-2012) de la Escuela Nacional de
Conservacién, Restauracion y Museografia (ENCRyM), entre otros. En esta revision fue
evidente la falta de un método ideal para el tratamiento de hongos en estos materiales y
de una metodologia establecida y sustentada para el uso del biocida en cuestion: las
concentraciones reportadas varian entre el 0.2% (Cunha Boaventura, et al., 2011, p. 82),
1% (Botello Miranda, 2014, p. 51; Diaz Canas & Guzman Solano, 2009, p. 49; Garavito
Posada, 2009, p. 23) (Gutiérrez Olguin, et al., 2011, p. 22) y el 2% (Cunha Boaventura
et al., 2011, p. 40); asimismo, los métodos de aplicacién fueron variables (aunque esto se
entiende fue en funcién del caso en cuestidon): por inmersion (Cunha Boaventura et al.,
2011, pp. 49, 79, 82, 120, 158), con pincel (Diaz Cafas & Guzman Solano, 2009, p. 36),
con hisopo (Cunha Boaventura et al., 2011, p. 40; Gutiérrez Olguin et al., 2011, pp. 14,
22, 26) o por aspersion (Cunha Boaventura et al., 2011, pp. 72, 154).

Por su parte, el Eviter® es un material recientemente utilizado para la desinfeccion en
obra sobre papel, pero todavia no se ha empleado en en fotografias. Algunos estudiantes
de servicio social de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad
Nacional Auténoma de México, bajo la asesoria de la Lic. Xochipilli Rosell, en 2015
llevaron a cabo algunas pruebas para identificar su efectividad en libros. En este trabajo
lo compararon con otra variante comercial del Citricidin conocido como Citrik®, y con
formaldehido (Mendoza Morales, 2015, p. 7; Rodriguez Galvan, 2015, p. 7). Si bien en
estas pruebas el formaldehido mostré mayor efectividad, su alta toxicidad lo vuelve

indeseable (Rodriguez Galvan, 2015, p. 15), lo cual, de acuerdo al reporte, remitié al uso



del Citrik® como mejor opcion biocida pues también reporté una gran efectividad, aunque

la Lic. Rosell planteé una preferencia por el Eviter®'.

Otro trabajo que dio pie a la investigacion del Eviter® es la tesis de Buendia (Buendia
Sanchez, 2017) en la cual concluyd que este producto era la mejor opcién (entre las
comparadas en el trabajo) para la desinfeccion de documentos con algunos hongos

como Chaetomium sp.y Phoma sp. (p. 48).

La falta de investigacion sistematizada y rigurosa que sustente el uso del Citricidal® en el
campo de la restauracién de fotografias, de la concentracion y el medio de disolucion
que, en dado caso, garanticen su efectividad, y los potenciales efectos a corto plazo,
mediano o largo plazo que pudieran tener en las impresiones fotograficas de plata
gelatina son unas de las lineas principales que guian su uso en este trabajo. Por su
parte, no hay estudios en torno al uso del Eviter® en conservaciéon de materiales
fotograficos; no obstante, a partir de este patron de extrapolacion de tratamientos del
campo de la conservacion de papel al de la foto se decidid probarlo para la presente

investigacion, con el fin de fundar bases para su eventual utilizacién.

A partir de esta informacion se diseAd un modelo experimental en el cual se pudiera
evaluar la viabilidad y efectividad de su aplicacién en archivos con grandes acervos
fotograficos, siguiendo los parametros de preparaciéon y uso identificados en la
bibliografia, y su inocuidad con los materiales fotograficos. Para este caso se decidi6
aplicar ambos productos por aspersion en materiales fotograficos de plata gelatina con
soporte de papel de fibra, usando el Eviter® concentrado y el Citricidal® diluido en agua
destilada y en agua-alcohol (50:50 v/v) a tres diferentes concentraciones, 0.5%, 1% y
2%.

Por otro lado, la falta de sustento con relacion a los posibles efectos de ambos guiaron

una experimentacion para la evaluacion de alteraciones que pudieran causar a corto

! Comunicacion directa con la Rest. Xochipilli Rosell el 21 de octubre de 2016.



plazo en la estructura molecular de la gelatina, o cambios superficiales, por ejemplo de
tono o brillo. Los andlisis que se plantearon realizar fueron: espectrometria infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), apoyado por el Laboratorio CODICE de la Coordinacién
Nacional de Conservacién de Patrimonio Cultural (CNCPC — INAH), para la identificacion
de posibles cambios en la estructura molecular de la gelatina; microscopia electronica de
barrido (MEB), apoyado por la Subdireccion de Laboratorios del INAH, para el identificar
diferencias elementales superficiales de las fotografias; finalmente colorimetria en el
laboratorio de fisicoquimica de la Escuela Nacional de Conservacion, Restauracion y

Museografia (ENCRyM — INAH), para identificar cambios cromaticos en las imagenes.
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Capitulo 1. Caracteristicas de las impresiones fotograficas de plata gelatina y su

susceptibilidad al deterioro biolégico

1.1. Caracteristicas quimicas de las impresiones fotograficas de plata

gelatina con soporte de papel de fibra

El material fotografico mas comun en los archivos son las impresiones de plata gelatina
de revelado® (en blanco y negro) sobre soporte de papel de fibra (Stulik & Kaplan, 2013,
p. 27). Esto se debe a que éste fue el proceso mas popular y comercial del siglo XX,
desde sus inicios, alrededor de 1880, hasta la década de 1960, cuando llegan al
mercado los papeles RC (resin coated paper) (Lavédrine, 2009, p. 139). Posteriormente
a esto, si bien no dejaron de usarse, su uso fue disminuyendo radicalmente (Stulik &
Kaplan, 2013, p. 6).

Por la naturaleza organica de sus principales componentes - la celulosa y la gelatina - las
fotografias son sumamente susceptibles a ataques microbioldgicos, razén por la cual es
importante analizar y comprender la composicion de sus estratos (ver estratigrafia en

imagen 1) para entender los mecanismos de deterioro.

- Papel: celulosa
El papel es un material de origen vegetal principalmente compuesto por celulosa
(Caneva et al., 2000, p. 89), la cual es un polimero altamente higroscopico compuesto de
moléculas de glucosa unidas entre si por enlaces glucosidicos (Gillespie et al., 1988, p.
1006). Debido a que el papel usado como soporte para las impresiones fotograficas debe
ser libre de agentes foto-reactivos, como impurezas de hierro (u otros metales) o lignina®
(Weaver, 2008, p. 5) desde los inicios se busco que fueran de la mejor calidad. Se inicio

usando papeles de trapo de algoddn o lino; posteriormente se desarrollaron papeles

2 Otro método de obtencion de la imagen es por impresion directa. Ver subapartado sobre la naturaleza de la plata
fotografica en la siguiente pagina.

3 Componente natural de la madera que, en su estado natural, le confiere diversas propiedades, sin embargo su acidez
fomenta el deterioro del papel lo cual lo vuelve un elemento indeseable en su composicion.

11



industriales de pulpa de madera purificada — mezclando estos inicialmente 50:50 con
papel de trapo, y teniendo luego una transicién completa a los papeles 100% de madera

libres de lignina por medio de procedimientos quimicos (Valganon, 2008, p. 51).

- Barita: mineral (sulfato de bario) + proteina de origen animal (gelatina)
Compuesta por sulfato de bario quimicamente inerte aglutinado con gelatina de grado
fotografico («Barita», s.f.), el objetivo de esta capa intermedia entre el soporte y la
imagen es dar una mayor regularidad a la superficie del papel, previo a la capa de
gelatina y plata (Weaver, 2008, p. 5). Asi mismo, la blancura del sulfato de bario permite

generar mayores contrastes en la imagen.

- Gelatina: proteina

La gelatina es un compuesto altamente purificado derivado del colageno (proteina), el
cual se obtiene de algunos tejidos animales como la piel, tendones y huesos (Prockop &
Guzman, 1981, p. 53). Esta constituida de cadenas peptidicas, las cuales, a su vez,
estdn compuestas por cadenas de 500 a 1000 amino-acidos (la composicién de la
gelatina varia, dependiendo de su origen y de su proceso de fabricacion) (Glafkides,
1972, citado en Lucas, 2016, p. 115). Dichos amino-acidos son moléculas con un grupo
amino (-NH) y un grupo carboxilo (-COOH), unidos a un mismo carbono por un enlace
peptidico (Lucas, 2016, p. 115). Ambos grupos tienen una funciéon dentro de la
composicion de la gelatina, pues, al ser uno acido (grupo amino) y uno basico (carboxilo)
determinan las propiedades especificas de ésta (Haist, 1979, p. 53).

Al igual que la celulosa, tiene propiedades higroscopicas, por lo tanto, al hincharse
permite la penetracion de los agentes quimicos requeridos para el proceso de revelado y
fijado de la imagen fotografica. Una vez seca (y manteniéndose en condiciones de
humedad relativa y temperatura adecuadas) es una capa dura y resistente que protege
las particulas de plata (Weaver, 2008, p. 5). Esto la vuelve un medio ideal como

aglutinante para fotografia.

- Plata: metal

12



La imagen esta formada por plata metalica. El tamafo y forma de las particulas de plata
que la componen van a determinar su estabilidad; estas variables dependen del proceso
de obtencién de la imagen.

Para preparar las emulsiones fotograficas se usan haluros de plata (también llamados
“sales de plata”). Estos son compuestos de atomos de plata con elementos distintos,
como cloro, bromo, yodo y fluor, los cuales al contacto con la luz, y posteriormente con
los quimicos de revelado®, forman cristales de plata metalica. Por ejemplo, en las
fotografias de impresién directa las particulas son muy pequefas (0.5um) y esféricas
(plata fotolitica). Esto se debe a que la reduccion de las sales de plata en plata metélica
se da unicamente por la accién de la luz (Hendriks, 1991, en Norris & Gutierrez, 2010, p.
227). Por su parte, en las fotografias de revelado la plata metalica se forma por medio de
agentes reductores (Eaton, 1987, p. 48)°. Esta ultima, al ser una reaccion quimica que
aporta una mayor cantidad de energia, permite la formacion de particulas de mayor
tamano (>1um) y de forma mas alargada. Gracias al mayor tamafo y la forma de la plata
filamentaria, que ademas es mas irregular (Hendricks, 1991, en Hess Norris, 2010, p.
227), es menos susceptible a deterioros quimicos que la plata fotolitica (Fuentes de Cia
& Robledano Arillo, s. f., p. 2).

Imagen 1. Estratigrafia de una fotografia de plata gelatina con soporte de papel de fibra. Imagen: Graphic Atlas
(Image Permanence Institute, 2018).

4 Proceso durante el cual las sales de plata, al reaccionar con el revelador y posteriormente con el fijador se vuelven
solubles y son enjuagadas para dejar una imagen de plata metalica (Eaton, 1987, p. 77).

Ver proceso de revelado en la pagina 15.
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1.2. Factores que propician el desarrollo de microorganismos e

identificacion de sus efectos de deterioro

¢ Qué son los hongos?

Los hongos son organismos heterotrofos®, cuya reproduccion es por medio de esporas
que son facilmente esparcidas en el ambiente y se desarrollan cuando cuentan con las
condiciones de humedad, de temperatura y una fuente de nutrientes adecuados (Valdez

Marin, 1992, p. 16). Cuentan con dos fases principales en sus ciclos de vida (imagen 2):

- Fase vegetativa, cuando se encuentra en forma de espora (o conidio, fase “C” de
la imagen 2). En este estado se encuentran esperando a encontrar el sustrato que
le proporcione los nutrientes necesarios y las condiciones adecuadas para su
desarrollo (germinacion, etapa “D” de la imagen 2). Pueden permanecer en este
estado durante afios (Florian, 2003, p. 65).

- Fase reproductiva. En este estado las esporas desarrollan micelios (conjunto de
hifas; etapa “A” de la imagen 2) que se adhieren al sustrato con el fin de adquirir
sus nutrientes y crecen hasta formar colonias sobre la superficie (Florian, 2003, p.
65).

Necesitan obtener su alimento de otros seres vivos o materia organica ajena a ellos, mediante la secrecion de
enzimas que permiten la degradacion del sustrato a formas mas simples y faciles de procesar, a diferencia de los
autotrofos que son capaces de producir sus propios nutrientes, por ejemplo, mediante la fotosintesis (Universidad
Internacional de Valencia, 2017).

14
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Imagen 2. Ciclo de vida asexual del Aspergillus ruber, conocido como Eurotium rubrum en su fase sexual.
(Herrera & Ulloa, 2004, p. 229)

Principales factores que favorecen el crecimiento de los microorganismos

e Aguay humedad relativa (HR) mayor a 65%:

El agua que puede afectar cualquier tipo de obra o documento hechos con materiales
organicos debe considerarse de dos tipos: la inherente a los materiales y el agua
externa, tanto liquida como el vapor de agua presente en el aire (Valgaién, 2008, p. 85).
Una exposicion prolongada a un ambiente humedo, ademas de provocar alteraciones
directamente en las obras, como corrosion de los metales o hinchamiento de las fibras al
absorber el agua, favorece el desarrollo y crecimiento de microorganismos. La HR mas
propicia para el desarrollo de hongos es entre 65% y 70%, aunque se pueden seguir
desarrollando en condiciones de humedad relativa muy altas (Valgafién, 2008, p. 160),
mientras que a baja HR su desarrollo queda latente (Florian, 2003, p. 65).

Debe tenerse en mente que la humedad es soélo uno de los factores implicados y que no
actua por si misma, si no en conjunto con otros factores, principalmente la temperatura
(Valganon, 2008, p. 160).
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* Temperatura (T)

La temperatura es una variable que influye directamente en la velocidad de las
reacciones bioquimicas, siendo éstas mas intensas cuando suceden a una temperatura
mas alta (Caneva etal., 2000, p. 30). En el caso particular de los hongos, las
temperaturas altas aceleran la actividad metabdlica de estos microorganismos (Florian,
2002, p. 55; Morales Samper, 2006, p. 73). Es importante considerar que la mayoria de
las especies tienen una mayor tasa de crecimiento entre los 23.8°C y los 28.7°C (Florian,
2002, p. 57), empero su crecimiento se puede desarrollar desde los 2°C hasta los 40°C
(Valgandn, 2008, p. 160).

Estando a temperaturas bajo cero las esporas no mueren, si no que entran en fase de
dormicién, estado que les permite sobrevivir en ambientes adversos y al encontrarse de

nuevo en condiciones favorables, esporular y desarrollarse (Florian, 2002, pp. 57-58).

* Circulacién y calidad de aire
Al haber una constante circulacién de aire se evita que las esporas se depositen en los
materiales que pueden servir de sustrato y como fuente de nutrientes. Es importante que
el aire que circule esté lo mas limpio posible pues un aire de mala calidad podria ser
incluso contraproducente ya que favoreceria la entrada de polvo y esporas, sobre todo
en las ciudades mas industrializadas y con gran actividad (Lavédrine, 2003, p. 99). Esto
se puede lograr, en caso de ser posible, mediante la filtracion del aire con sistemas de
purificacion que permiten incluso la filtracibn de gases contaminantes (como ozono,
derivados del azufre o del nitrdgeno, etc.), aunque puede llegar a ser una medida
extremadamente cara y no cualquier archivo podria costear su compra y mantenimiento.
Algunos tipos de filtros para particulas mas sencillos estan hechos a partir de textiles de
poliéster, polietileno o poliuretano (Lavédrine, 2003, p. 104), que pueden ser mas

costeables.
En términos generales, la situacion mas importante a considerar es la interaccion de

estos tres factores que se acaban de mencionar: temperatura arriba de 20°C, en conjunto

con una humedad relativa mayor a 65% y una deficiente circulacion de aire daran como
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consecuencia el ambiente ideal para el crecimiento prolifico de hongos, no obstante el
tiempo de crecimiento de las colonias depende de las especies y puede variar de tres a
cuatro dias, a varias semanas (Arenas Guzman, 2018, p. 56; Arias Cifuentes & Pifieros

Espinosa, 2008, p. 33; Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2014, p.
1).

En la medida de lo posible, estas variables se deben mantener controladas, y, como
mencionan Caneva et al. (2000, p. 150), en algunos casos es suficiente con alterar
alguna de las variables mencionadas para detener (o alentar) el ciclo de desarrollo. No
todos los inmuebles que albergan materiales fotograficos (archivos, bibliotecas, museos,
de indole publica o privada...) cuentan con las condiciones para lograrlo, por lo cual
desde muchos afos atras se ha procedido a buscar opciones llamadas “remediales” para

luchar contra estos agentes de deterioro.

* Disponibilidad de nutrientes
Para poder desarrollarse deben contar con una fuente de alimento que les proporcione la
energia necesaria para su crecimiento. Los nutrientes mas comunes de los cuales lo
pueden obtener son los carbohidratos, azucares (glucosa, maltosa, sacarosa), amino
acidos y polialcoholes (Deacon, 1988, p. 118; Florian, 2002, p. 61); todos estos pueden
ser encontrados en casi cualquier tipo de sustrato, lo cual facilita su desarrollo en medios

muy diversos.

* Potencial de hidrégeno (pH)
Otro factor que es importante considerar es la acidez del substrato (pH). Los hongos
suelen tener un mayor desarrollo en substratos acidos a neutros, cuyo pH varia entre 3 y
7 (Florian, 2002, citado en Lucas, 2016, p. 113). Esto es relevante dado que tanto la
gelatina como el papel cumplen con esta variable: por un lado, la gelatina tiene un pH

promedio de 5.7 (Gelatin Manufacturers Institute of America, 2012, p. 19) siendo su
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rango isoeléctrico’ entre 4.7 y 5.4 (Gelatin Manufacturers Institute of America, 2012, p.
7).2 Por su parte, el papel tiene un pH mas variable, y aunque sabemos que los papeles
para uso fotografico siempre se ha buscado que sean de la mejor calidad, tienen una
constante tendencia a la acidificacién con el paso del tiempo debido a la degradacion
natural de la celulosa pudiendo llegar a tener un pH hasta de 3° (Barrow, 1969, citado en
Zepeda Martinez, 2010, p. 33). A su vez, el proceso mismo de revelado de las
impresiones, debido a los quimicos empleados en sus diferentes etapas, puede llegar a

ser un factor de acidez de los materiales como se explica a continuacion:

- Revelado: se realiza por medio de un agente revelador cuyos ingredientes principales
son la hidroquinona (1,4 — dihidroxibenceno) y el metol (sal hemisulfatada de 4
(metilamino) fenol). En este paso el pH de la solucion es basico para que la
hidroquinona reaccione (Eaton, 1987, p. 47).

- Bano de paro: es una solucién de un acido suave (como acido acético diluido) que, al

neutralizar la alcalinidad del revelador, permite detener la reaccion de revelado.
(Eaton, 1987, p. 73).

- Fijado: este paso permite detener por completo la reaccidn entre las sales de plata y la
luz, que de lo contrario provocarian el ennegrecimiento de la impresion. Este proceso
se lleva a cabo en una solucién de tiosulfato de amonio o de sodio y el pH suele estar
entre 3.1y 5.2 dependiendo del proceso de fijado que se lleve a cabo (Eaton, 1987, p.
77).

- Enjuague: con agua corriente para eliminar todos los quimicos residuales posibles.

Se ha demostrado que, a pesar de los enjuagues, no se puede eliminar el 100% del
fijador del papel debido a la porosidad de las fibras (Walls & Attridge, 1977, p. 220),

! A este pH las cargas eléctricas de los grupos acidos (amino (-NH2)) y de los grupos basicos (carboxilo (-COOH)) que
componen a la gelatina se neutralizan (Haist, 1979, p. 53).
8 Especificamente para la gelatina tipo B que es la empleada para fotografias y conservacion fotografica, la cual es
extraida de piel de becerro y de huesos (Gelatin Manufacturers Institute of America, 2012, p. 7).

Dato basado en una investigacion sobre la relacion entre la acidez y el deterioro de papeles en libros, sin embargo
debemos recordar que no fue hasta 1929, gracias a la Eastman Kodak Company que se hicieron y comercializaron
papeles especiales para impresiones fotograficas (Gray, 1987, p. 38).
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permaneciendo una pequefia cantidad de este producto encapsulada en el material,
favoreciendo su tendencia a la acidez. Esta acidez de los componentes de las fotografias
se ve potenciada por la secrecion de enzimas que producen los microorganismos para la
degradacion de los materiales, la cual tiende a acidificar los mismos medios (Florian,
2002, p. 60).

Alteraciones en impresiones fotograficas con soporte de papel de fibra

Los deterioros en los materiales fotograficos se pueden dar a partir de factores externos
como las condiciones ambientales o la manipulacion de los materiales, o por factores
intrinsecos como la composicién quimica y el procesamiento del proceso fotografico
mismo (Valdez Marin, 1992, p. 12).

En este apartado nos enfocaremos a los deterioros causados por agentes
microbiolégicos, los cuales tienen como consecuencia alteraciones quimicas y
mecanicas tanto en el soporte de papel, como en la gelatina del aglutinante de la imagen
fotografica. En el caso de los hongos, al no ser capaces de sintetizar el carbono por si
mismos, requieren de un sustrato que los provea de los nutrientes necesarios, para lo
cual degradan sus componentes en cadenas mas simples que puedan absorber (Florian,
2003, citado en Lucas, 2016, p. 113) y, como se explica a continuacion, es durante este

proceso que dichas alteraciones suceden en las fotografias.

Alteraciones del soporte de papel

Debilitamiento vy coloracién del papel

La degradacion del papel se presenta de diversas formas. Por una parte, los deterioros
quimicos que se generan en la celulosa se dan a partir de la degradacion de las cadenas
poliméricas. La celulosa es un polisacarido compuesto de cientos de cadenas de
glucosa, un carbohidrato mas simple (Bertalan et al., 1994, p. 5). Los microorganismos,

al no poder procesar la celulosa en su forma compuesta, segregan enzimas — celulasa —
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que permiten la ruptura de las cadenas en su forma mas simple, los mondmeros de

glucosa (Paredes Medina, Alvarez Nufiez, & Silva Ordofies, 2010, p. 82).

El dafo quimico en la estructura molecular del material, en conjunto con el crecimiento
de las hifas y su anclaje al soporte, provocan el debilitamiento del papel, volviéndolo
friable y menos resistente a deterioros mecanicos como desgarres y roturas (Valdez
Marin, 1992, p. 26). Por otra parte, el desarrollo de las colonias fungicas provoca
manchas que cambian la coloracién del papel y llegan a verse como concreciones

coloridas en la superficie (imagen 3).

Es importante tomar en cuenta que un soporte en buen estado de conservacion le
proporciona estabilidad a la imagen fotografica y que, en caso de pérdida de soporte,
aunque el aglutinante se encuentre en buen estado, la pérdida de la imagen es

inevitable.

Imagen 3. Ejemplo de coloracion por hongos sobre papel. (Archives outside, 2010)

Alteraciones de la gelatina

Las alteraciones que se generan en la capa de gelatina son, sin duda, las mas
problematicas, debido a que todas implican cambios quimicos en su estructura

molecular, modificando la imagen y su apreciacion y, en casos extremos, su pérdida.
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Disgregacion

El contenido de agua de la gelatina depende del nivel de agua en el ambiente y ante un
aumento de la humedad relativa ambiental, la concentracién de agua al interior de la
pelicula aumenta'™ (Florian, 2003, p. 62). En contacto con agua (o a alta humedad
relativa) la gelatina se hincha y obtiene una consistencia mas suave que permite con
mayor facilidad un anclaje mas profundo de los microorganismos a la imagen fotografica
(imagen 5). Estos, para llevar a cabo su proceso de nutricién, secretan enzimas'' que
causan la desnaturalizacion de las cadenas proteicas y asi la ruptura de los enlaces
peptidicos. Al llevar a cabo esto, logran acceder a las cadenas de carbono de los amino-
acidos que requieren para su subsistencia (Lucas, 2016, p. 116). Esta desnaturalizacion
de las cadenas proteicas a nivel microscopico, aunada a la mayor cantidad de agua en
su estructura y a las enzimas secretadas por los microorganismos, provoca una mayor

friabilidad de la gelatina, resultando en su disgregacion.

Concreciones fungicas y coloracion

El crecimiento de colonias de hongos en la superficie de la imagen fotografica puede
llegar a provocar una disminucién o pérdida de la legibilidad de la imagen, pues suelen
expandirse sobre la superficie de la imagen (imagen 4). Estas concreciones suelen
observarse como capas de filamentos blancos, verdes, o incluso coloridos, pues, como

se vio anteriormente, en algunos casos los hongos secretan sustancias pigmentadas.

10 Este proceso es paulatino y depende directamente de la taza de aumento de la humedad ambiental, aumentando
mas bruscamente en la gelatina cuando el aumento de HR es rapido y mas pausadamente si el aumento es lento. Ante
la disminucién de la HR el proceso es el mismo.

1 En el caso de la gelatina, secretan gelatinasa, una enzima especifica que permite los procesos de degradacion
subsecuentes (Abrusci et al, 2006, citado en Lucas, 2016, p. 116).
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Imagen 4. Impresion fotografica con hongos. (Textures.com, s. f.) Imagen 5. Alteracion por el crecimiento
de las hifas, en la gelatina de una
fotografia inoculada con Alternaria sp.,
a los 20 dias de la inoculacion. 10X.
Foto: Susana Hoyos.

Alteraciones de la plata

En investigaciones previas sobre deterioro fungico en materiales fotograficos, Lourengo y
Sampaio (2007, p. 26) observaron que la plata, debido a su naturaleza inorganica, no
cumple como nutriente de los microorganismos y por ende no tiende a propiciar su
desarrollo; el crecimiento de colonias fungicas lo identificaron con mayor intensidad en
las areas de luces, donde la gelatina carece (o tiene una menor cantidad) de plata. Esta
observacion la hizo también Garavito (2009, p. 24). Asi, las alteraciones que ésta podria

sufrir son mas bien colaterales a los cambios que sufre la gelatina.

En conjunto, el crecimiento de microorganismos en la capa de la imagen fotografica y sus
procesos metabdlicos para la absorcion de nutrientes alteran la imagen (y en
consecuencia, de la informacion), e incluso propician su pérdida parcial o total. Esta
pérdida de imagen, como se menciond en la introduccién, puede llegar a alterar los
diferentes valores que podria tener la fotografia (artisticos, documentales, econémicos,
etc.) de forma que, como se vera a continuacién, erradicarlos se ha vuelto un campo de

investigacion importante.
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Capitulo 2. El uso de biocidas en materiales graficos y fotograficos con soporte de

papel

2.1 Revision de los procesos de fumigacion empleados en materiales con

soporte de papel

Una gran parte de la memoria social se encuentra plasmada en documentos con soporte
de papel. Debido a su naturaleza organica, altamente susceptible al deterioro bioldgico, a
lo largo de los anos se han buscado formas de preservarlo de los diferentes agentes que

pueden afectarlo (Sequeira et al., 2012, p. 67).

Como hemos visto, algunos de los agentes mas dafinos son los microorganismos.
Debido a los deterioros que causan, tanto a los materiales como a los usuarios,
erradicarlos ha sido un tema de investigacion que ha llevado a probar distintos agentes

quimicos como métodos fisicos de limpieza y desintoxicacion.

La prevencion mas efectiva del microbiodeterioro (ya sea por hongos o bacterias) se da
al operar sobre las variables que pueden inhibir su presencia (humedad relativa,
temperatura, etc.)'? (Caneva et al., 2000, p. 150), sin embargo llega a haber casos, como
emergencias a raiz de desastres naturales o accidentes (como fugas de agua) en los
cuales el incremento de agua en el ambiente es sumamente drastico y potencia el
desarrollo de los microorganismos, complicando el control sobre la situacién. Ante este
tipo de situaciones, considerando que las condiciones geo-climaticas y las caracteristicas
de los inmuebles de un gran numero de bodegas y archivos en México no son las
Optimas, aunado a la escasez de recursos por parte de éstos, no es siempre posible
llevar un control adecuado de dichos factores. Por lo tanto es necesario contar con un
plan de acciéon que permita el control microbiolégico en las colecciones en caso de

identificar materiales afectados.

12 . . . .
Ver apartado Principales factores que favorecen el crecimiento de microorganismos, p. 11.
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Los biocidas que se han usado y se usan actualmente tienen caracteristicas quimicas y
mecanismos de accion variables; su eficacia (que sean fungistaticos o fungicidas)™
depende de esto, asi como del organismo que se busque atacar, la magnitud del ataque
microbiolégico y el tipo y condiciones del soporte en el que se encuentran.
A continuacion se presenta una revision de las medidas de limpieza que se han

empleado en fotografias.

Métodos mecanicos

a. Brochas/pinceles y aspiradora
El uso de brochas y aspiradoras es uno de los métodos mas usuales para la limpieza de
los materiales con ataque fungico. Se procura que, antes de llevar a cabo cualquier
procedimiento de limpieza, los materiales se sequen. Al reducir la cantidad de agua
contenida en su composicion permite también la desecacion de las colonias de hongos y
de esta manera es mas facil su remocién (Bertalan et al., 2017). Con las aspiradoras se
pueden remover las esporas sin esparcirlas y en caso de ser necesario (y unicamente si
el estado de conservacion del sustrato es suficientemente estable) se pueden emplear
brochas que permitan una remocién mas profunda (Bertalan et al., 2017). En casos de
materiales muy fragiles el uso de la aspiradora es muy efectivo; se puede incluso cuidar
mas el proceso colocando una malla en la boquilla del equipo, la cual permite disminuir
ligeramente la intensidad de la succion, a la vez que retiene cualquier material que
potencialmente se pueda desprender. Lo ideal es usar aspiradoras con filtro HEPA™ y/o
filtro de agua. Estas atrapan las esporas y particulas mas pequefias y protegen mas al

usuario que las aspiradoras comunes.

Se utilizan brochas o pinceles solo si el material fotografico tiene un nivel menor de

dafos estructurales o un sustrato estable. En caso de que el aglutinante de gelatina esté

13 Un agente fungistatico, a diferencia de un agente fungicida, no mata los hongos, sino que inhibe su desarrollo
Marin Serafin, 2006, p. 11).

4 Acronimo para High Efficiency Particulate Air, son filtros de alta eficiencia para particulas en el aire (traduccion por la
autora).
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muy hidrolizado o con una alta disgregacion (que podria incluso ser provocada por el
anclaje de las hifas) no es recomendable usarlas pues se puede propiciar el

desprendimiento de la gelatina del soporte y causar mayores danos a la imagen.

b. Uso de campanas de extraccion
El uso de campanas de extraccidn no es un método por si mismo, sino un apoyo en el
desarrollo de procesos de limpieza mecanicos, incluyendo la aspiracion. Las campanas
de extraccidn permiten direccionar el aire hacia una salida puntual evitando el
esparcimiento de polvo o, en este caso, de esporas, sobre todo en los casos en los que

se realiza una limpieza con brochas (Bertalan et al., 2017).

c. Gomas y esponjas
En algunos casos se ha sugerido el uso de polvo de goma o algunos tipos de esponjas
para una limpieza mas profunda, una vez eliminado el crecimiento mayor. Sin embargo
este procedimiento sélo se recomienda realizarlo en el reverso de las fotografias, es
decir en el papel. El uso de estos métodos en el anverso puede resultar
contraproducente debido a la fragilidad de la gelatina disgregada por microorganismos
(Bertalan et al., 2017).

Métodos fisicos

a. Congelacion
Uno de los métodos mas comunes para algunos casos es la congelacion de materiales
en refrigeradores modificados. Este procedimiento es sobre todo para problemas de
insectos, pues como se menciond en el apartado Principales factores que favorecen el
crecimiento de microorganismos (p. 13), en el caso de los microorganismos, si bien los

micelios mueren, las esporas solamente entran en fase de dormicion.

b. Radiacion Gamma
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Los rayos gamma son ondas que, por su muy alta energia (ver imagen 6), alteran el
acido desoxirribonucleico (ADN) de las células, y por lo tanto su muerte a largo plazo. De
acuerdo a lo expuesto por Lucas (2016, p. 122) en la revisién bibliografica sobre métodos
de desinfeccion de microorganismos por irradiacion de diferentes de frecuencias de
onda'®, no hay un consenso con relacion a la frecuencia de onda necesaria pues esto
depende de factores como el estado de desarrollo del microorganismo, la temperatura y
la cantidad de oxigeno. Segun los diferentes estudios referenciados por Lucas (2016, p.
123) (Flieder & Capderou, 1999; Pavon Flores, 1975; Ramiére, 1988), las dosis varian
entre 2 a 3 kGy y 18 kGy'® dependiendo de las variables mencionadas anteriormente.
Para complementar estos estudios, Lucas reporta que se han realizado pruebas para
determinar la pertinencia de este método para la desinfeccion de documentos
(Butterfield, 1987 & Nitterus, 2000, en Lucas 2016, p. 124). En este caso se identificd una
despolimerizacién y oxidacion de la celulosa causando deterioros como disminucioén de la
resistencia mecanica y mayor amarillamiento. En el caso de las fotografias también hay
una despolimerizacion de la proteina que compone la gelatina. Ademas es importante

considerar que, al igual que la luz, los efectos son acumulativos (Lucas, 2016, p. 123).
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Imagen 6. Espectro electromagnético (Stanford Solar Center, 2015)

Del lado derecho del rango de luz visible se pueden apreciar las ondas UV, de longitud de onda ligeramente mas corta
(10 — 380 nm) y por lo tanto ligeramente mayor energia que la visible (380 — 750 nm), y las gamma, cuya frecuencia es
mucho mas baja (0.01 — 0.000001 nm) y por lo tanto su energia es mas alta que las demas. Del lado izquierdo del
espectro visible se encuentran las ondas infrarrojas (0,3 mm — 750 nm) y las microondas (1 — 100 mm), cuyas
frecuencias de onda son mas amplias y por lo tanto su energia es menor.

15 . » . . -
Investigacién general, no aplicada a un soporte material especifico.

16 Kilogray. El Gray (Gy) es una unidad que mide la dosis de irradiacion absorbida (Instituto Nacional de
Investigaciones Nucleares, s. f., p. 3).
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c. Radiacion ultravioleta (UV)
Los rayos UV son ondas del espectro electromagnético, de frecuencia de onda mas alta
que las ondas de luz visible, pero menor que los rayos gamma (ver imagen 6). Han
demostrado tener propiedades antifungicas, pero se ha comprobado que sus efectos
también son acumulativos e incluyen el rompimiento de las cadenas de celulosa del
papel (Lucas, 2016, p. 124).

d. Microondas

Las microondas también son parte del espectro electromagnético y son las de menor
frecuencia entre las empleadas para desinfeccion de microorganismos (imagen 6). Las
pruebas de utilizacién de microondas para la desinfeccion de objetos patrimoniales se
empezaron a llevar a cabo en la década de 1980 y han sido poco experimentadas. Lucas
(2016, p. 125) expone las conclusiones obtenidas en esos afios por A. Brandt, quien
determina dos variables principales en la efectividad del tratamiento: la cantidad de agua
contenida en los objetos y el grosor de estos. Determina que a mayor humedad se
obtiene un mejor efecto fungicida pues hay una mayor cantidad de moléculas de agua
que se excitan con estas ondas liberando calor (reaccion exotérmica). Por otra parte, un
objeto demasiado grueso impide la correcta penetracion de las ondas, las cuales van
perdiendo potencia conforme van penetrando en la materia. En el caso de fotografias,
Lucas reporta que segun algunos estudios (Tomsova et al, 2016, citado en Lucas 2016,
p. 124), unicamente se identificé un deterioro en fotografias que ya tenian un dafio previo
de la gelatina por la presencia misma de los microorganismos. Este método no es
recomendable pues las temperaturas que se deben alcanzar son arriba de los 55°C, lo
cual puede dafiar los materiales fotograficos (Gillet & Garnier, 1989 y Lefévre et al, 1988,
citado en Lucas, 2016, p. 125).

e. Anoxia

Este método disminuye la cantidad de oxigeno en un ambiente sellado, a menos del

0.1% introduciendo absorbedores de oxigeno o reemplazandolo por otro gas, como
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nitrogeno. Es ampliamente usado para la eliminacion de insectos, sin embargo, en el
caso de los hongos se ha demostrado que unicamente inhibe su crecimiento pues entran
en estado de dormiciéon, mas no hay una eliminacién en el caso de la mayoria de las

especies (Lucas, 2016, p. 125).

Meétodos con sustancias quimicas

La gran mayoria de productos anti fungicos que se han probado en el campo de la
conservacion de bienes culturales — tanto preventivos, como remediales o curativos — se
han adaptado de otros campos como la medicina, la agricultura o la industria alimenticia
(Sequeira et al., 2012, p. 68). A continuaciéon se presenta un panorama general de los

que se han empleado mas comunmente en archivos:

a. Alcoholes

Los alcoholes actuan sobre la pared celular de los microorganismos, permitiendo la
entrada de las moléculas biocidas y su contacto con la membrana citoplasmica,
causando alteraciones en su estructura (Paulus, 2004, citado en Sequeira et al., 2012, p.
69), como la desnaturalizacion de las cadenas proteicas (Madigan, Martinko, & Parker,
2013, p. 698; Sequeira et al., 2012, p. 69). De los diversos alcoholes (metanol, propanol,
isopropanol, etanol, butanol...) la mayor efectividad la tienen los de cadenas mas cortas,
siendo el metanol (CH4O) el de propiedades biocidas mas altas (Lucas, 2016, p. 129).
Debido a su alta toxicidad, el mas usado en el campo de la conservacion, por su
disponibilidad y precio es el etanol (C2HgO).

En la bibliografia revisada se encontré que una concentracion de agua-alcohol 30:70 v/v
es la que tiene un mejor efecto fungicida, siendo a otras concentraciones unicamente
fungistatico (Florian, 2000, p. 10; Lucas, 2016; Sequeira et al., 2012, p. 69; Valentin
Rodrigo, s.f.,, p. 128). La mezcla agua-alcohol provoca que el agua excite la pared
celular permitiendo el paso del alcohol al interior de la célula alterando sus funciones
como la produccion de enzimas, disolucion de lipidos e incluso desnaturalizando las
proteinas (Lucas, 2016, p. 128; Madigan et al., 2013, p. 698).
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b. Timol
Este compuesto fue ampliamente usado en archivos durante la década de 1980. Su uso
era mediante dilucion en algun solvente que permitiera su volatilizacién en un espacio
cerrado, en lo que se conocian como “camaras de timol”. Sin embargo en los mismos
afos ochenta varios investigadores empezaron a cuestionar su efectividad, asi como la
seguridad del tratamiento tanto para el usuario como el objeto (Baer & Holben Ellis, 1988,
p. 185) e incluso en algunos casos, a ciertas concentraciones, demostré favorecer el
desarrollo de ciertas especies (Bertalan etal., 1994, p. 10). Aunque en afos mas
recientes se ha demostrado que tiene una actividad antimicrobiana con muchas
especies, e incluso ha sido probado en nanoparticulas “con excelentes resultados”,
debido a su alta toxicidad para el ser humano sigue fuera de uso comercial (Marchese
et al., 2016, p. 412). Ademas, algunos de los efectos que se habian ya identificado desde
la década de 1980 en objetos culturales son el reblandecimiento de ciertos barnices y
resinas y la resequedad del pergamino (Baer & Holben Ellis, 1988, p. 186). Mas
especificamente en soportes de papel se ha identificado que el timol genera
amarillamiento por foto oxidacién de la celulosa, cambios de tonos en tintas (Meier-Wolff
& Petersen, 2006, p. 146), aunque en lo que concierne a las fotografias de plata gelatina,
Hendriks (Hendriks et al., 1984, p. 8) reporta que no altera la estabilidad de la capa de
gelatina; sin embargo la metodologia de analisis empleada y la medicion de resultados

en este no son claras.

c. Orto-fenil-fenol (OFF)
Al igual que el timol, el OFF fue muy usado en archivos y bodegas durante el mismo
periodo. Incluso durante algunos afios fue el ingrediente activo del desinfectante Lysol"
(Bertalan et al., 1994, p. 10). Tiene una toxicidad baja, por lo cual se recomendd como
sustituto del timol (Baer & Holben Ellis, 1988, p. 187), sin embargo su poder fungicida es

bajo y por lo tanto requiere siempre de concentraciones muy altas. Ambos, el OFF y el

17 . . . . . ~ . L.
Se intentd averiguar directamente con la fabrica los afios de uso del OFF, pero no se pudo obtener informacion al
respecto por falta de referencias comerciales.
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timol, son considerados y etiquetados comercialmente como pesticidas, no como
fungicidas. Debido a esto y a que tiene efectos similares a los del timol, su uso para
conservacion de bienes culturales no es recomendado (Flieder & Capderou, 1999, p.
126).

d. Formaldehido (aldehido férmico)
Producto usado como bactericida y fungicida en su forma gaseosa, relativamente toxico.
Esta prohibido desde 1980 en varios estados de Estados Unidos. Fue muy usado en la
década de 1960 para la desinfeccién de libros y materiales de archivo, aunque se
descubrié que provoca una despolimerizacién de las cadenas de celulosa, aumenta la
acidez y en consecuencia una mayor fragilidad del papel. Asimismo provoca la
reticulacion de las cadenas proteicas (Flieder & Capderou, 1999, p. 163) causando una
pérdida de flexibilidad en los materiales y tiende a corroer algunas particulas metalicas;

ademas su poder fungicida se ha descrito como limitado (Valentin Rodrigo, s. f., p. 4).

e. Kodak Film Cleaner (tricloroetano)
Este producto fue muy recomendado durante muchos afios para su uso especifico en
fotografias debido a que su composicién no hinchaba la capa de gelatina, ni disolvia los
soportes de plastico, asi fueran de nitrato, acetato o poliéster (Wagner, 1994, citado en
Bertalan et al., 1994, p. 23). A principios de la década de 1990 empezb a caer en desuso
y de acuerdo con Bertalan et al. (p. 22), para 1994, ya no se usaba este producto, pero
fue en 1996 cuando oficialmente se prohibié la comercializacion y uso del tricloroetano a
raiz de la revision de 1994 en Copenhague del Protocolo de Montreal, donde se
categoriza como uno de los productos en uso responsables de los problemas en la capa

de ozono (Kodak, 2017; National Center for Biotechnology Information, 2017).

f. Oxido de etileno
Las propiedades fungicidas, bactericidas e insecticidas del 6xido de etileno son
conocidas desde los afios veinte. Desde 1960 habia sido preferido en el campo de la

conservacion de bienes culturales gracias a estas caracteristicas, ya que permite
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tratamientos masivos a un bajo costo. Al ser un producto de alta flamabilidad y
explosividad se empleaba mezclandolo con nitrégeno, derivados de hidrofluorocarbonos
o diéxido de carbono, siendo este ultimo el preferido, por su bajo costo (Lucas, 2016, p.
126).

Debido a sus propiedades altamente carcinogénicas y mutagénicas el uso de este
producto estd sumamente restringido y controlado e incluso su uso para patrimonio
cultural esta prohibido en Estados Unidos, Canada y algunos paises de Europa. Ademas,
de acuerdo con los estudios reportados por Lucas (2016, p. 127)"® se ha demostrado que
provoca la alquilacion™ de las cadenas proteicas de la gelatina, del ADN de los nucleos
celulares y puede generar cambios en el punto isoeléctrico de los materiales, provocando
un incremento de las propiedades hidréfilas de los materiales celuldsicos, volviéndolos

mas susceptibles a ataques fungicos futuros (Flieder & Capderou, 1999, p. 145).

g. Bromuro de metilo
Este es un gas incoloro e inodoro. Pese a ser un excelente insecticida, los resultados
obtenidos en diversos analisis para determinar sus propiedades fungicidas son
contradictorios (Flieder & Capderou, 1999, p. 142). Debido a su alta toxicidad su uso esta
prohibido desde la entrada en vigor del Protocolo de Montreal en 1987 (Lucas, 2016, p.
126) pues al ser liposoluble es muy facilmente absorbido por via tépica (Farreras, 1989,
citado en Céaceres Acereto, 1998, p. 116). Esto, aunado a las elevadas concentraciones
gue se necesitan para garantizar su eficacidad ha caido en desuso desde hace muchos
afnos (Flieder & Capderou, 1999, p. 142). De acuerdo con Lage, 1987 (citado en Céaceres
Acereto, 1998, p. 115) el peligro de este producto también radica en su reaccion con
metales alcalinos, como aluminio y magnesio, y su explosividad potencial si el

contenedor es expuesto a impactos.

h. Sales de amonio cuaternario

18 Estudios realizados por Tomsova et al., 2016; Flieder Capderou, 1999; Hanus et al., 1999; Valentin, 1989; Jacek,
2004, citados en Lucas, 2016, p. 127.

Proceso de modificacion quimica de algunas moléculas (Departamento de quimica UNAM, 2016, p. 110).
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Las sales de amonio se usan en varias industrias. Su actividad antibiética se lleva a cabo
en la membrana celular, y ha demostrado tener un efecto fungicida y fungistatico en
algunos hongos como Alternaria sp., Chaetomium sp., Penicillium sp., y Mucor sp.,
encontrados frecuentemente en bienes culturales (Bellotti et al., 2013, p. 8). Se ha
reportado su uso en material bibliografico, sin embargo se encontré que hay evidencias
de amarillamiento en papeles “manuales” después de ser sometidos a envejecimiento
acelerado, situacion relacionada con la presencia de cloro en su composicion, aunque
ese efecto no se dio en los papeles industriales (Vargas Angel, 2011, pp. 3, 24). Asi
mismo en ese estudio, Vargas Angel reporta una tendencia hacia la disminucién de su
empleo debido a una posible resistencia de los microorganismos a éste, a causa de su
uso indiscriminado (Vargas Angel, 2011, p. 3). Algunos de los productos a base de
amonios cuaternarios, como New Ger® y Timsen®, han sido probados sobre fotografias
de plata gelatina obteniendo un buen resultado biocida y sin generar alteraciones en el
corto plazo (probado por inmersién durante 4 minutos), ni después de ser sometidos a
camaras de envejecimiento acelerado (con una HR de 86% y a 70°C)* (Mateus et al.,
2004, p. 43).

i. Aceites esenciales
Los denominados “aceites esenciales” son compuestos terpénicos cuyos efectos han
demostrado ser principalmente fungistaticos mas que fungicidas; su efectividad varia en
funcidén de sus caracteristicas quimicas, su concentracion y el estado de crecimiento de
la sepa (Lucas, 2016, p. 127). Su uso ha sido probado principalmente en el area médica
y recientemente diversos investigadores han llevado esos productos al campo de la
conservacion del patrimonio cultural. Dado que es una cuestion sumamente reciente la
mayoria de las investigaciones encontradas tienden hacia una misma direccién: probar
su efectividad en microorganismos identificados en bienes culturales. En muy pocos
casos se han hecho pruebas directamente en bienes materiales afectados con
problemas de microbiodeterioro.

Algunos con los que se han hecho experimentos son los siguientes:

20 e . -
No se especifica el tiempo en esas condiciones.
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Orégano: el componente principal del aceite extraido del orégano es el carvacrol
(64.08%) y segun algunos estudios tiene una gran efectividad fungistatica y
fungicida (Kalemba y Kunicka, 2003, citado en Stupar etal., 2014, p. 122) e
incluso puede inhibir la germinacion de algunas especies de Aspergillus sp. y
Penicillium sp (Stupar et al., 2012, citado en Stupar et al., 2014, p. 122) y el
crecimiento miceliar de algunas especies de Fusarium sp., Aspergillus sp. y
Penicillium sp (Borrego et al., 2012, p. 6). Es posible que su alta efectividad se
deba también a la presencia de timol en su composicion (Borrego et al., 2012, p.
6; Stupar et al., 2014, p. 120).

Lavanda: los componentes activos principales del aceite de lavanda son el
linalool, presente también en la bergamota y otras flores, en un 37.61% vy el
acetato de linalool en un 34.86%. Se ha probado que tienen un efecto
antimicrobiano contra varias especies de hongos encontradas en archivos y
bibliotecas (Rakotoinary y Lavédrine, 2005, citado en Stupar et al., 2014, p. 122).
Sin embargo, en el caso particular del linalool (y los productos que lo contienen)
se hizo una prueba en fotografias de plata gelatina exponiéndolas durante 15
dias a vapores de este compuesto, tras la cual se vio un cambio en la densidad
de la pelicula (Lucas, 2016, p. 127).

Ajo: el aceite de ajo ha sido recientemente estudiado y ha dado buenos
resultados con algunas especies de hongos aisladas de materiales documentales
(Aspergillus sp., Penicillium sp., y Fusarium sp.). Su componente principal es Di-
2-propenil trisulfide (31.9%). Los analisis realizados indican que fue probado al
7.5, 12.5, 25, 50 y 100% (v/v) en agua-etanol (70:30), obteniendo la mayor tasa
de inhibicidn, junto con el de anis, en todos los casos analizados (Borrego et al.,
2012, p. 4).

Anis: el aceite esencial de semilla de anis, junto con el de ajo, es el que mayor

inhibicién tuvo entre los estudiados recientemente por Borrego et al. (2012, p. 4)
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con todas las cepas de hongos estudiadas (Aspergillus sp., Penicillium sp., y

Fusarium sp.). Su componente principal es el anetol (80.8%).

Clavo: el aceite extraido del clavo es uno de los mas efectivos contra una gran
cantidad de especies de hongos. Estudiado también por Borrego et al. (2012, p.
4) identificaron que a 25, 50 y 100% (v/v) en agua-etanol (70:30) hay una mayor
inhibicion del crecimiento. Ademas se ha demostrado que inhibe la esporulacion
de algunos hongos. Su componente principal es el Eugenol (67.0%), al cual se le
atribuye su potencial fungicida (Borrego etal., 2012, p. 4). Este también se
encuentra en otras plantas como el laurel, la hoja de canela o el pimiento morrén
(Parry, 1921, citado en Chavez Lozano, 2015, p. 10).

Comino: en la investigacion llevada a cabo por Borrego et al. (2012, p. 5),
contrariamente a otros autores anteriores, identifican que si tiene un efecto
fungicida. Sin embargo la inhibicion de todas las especies empleadas se dio a
partir de una concentracion del 25%. Su efectividad se le atribuye a la alta

concentracion de cuminaldehido en su composicion (43.3%).

Los pasos a seguir para la aproximacion y el tratamiento de los materiales con ataque
fungico siempre se deben determinar y llevar a cabo una vez analizado el caso en
cuestion. En todos los casos de materiales con ataque fungico se considera idoneo
realizar cultivos de microorganismos para su identificacion, previamente a cualquier
tratamiento, y posteriormente para revisar la efectividad del producto empleado, aunque
es un procedimiento que no todas las instituciones pueden llevar a cabo. Sin embargo,
en cualquier situacion de ataque fungico en materiales fotograficos se ha desarrollado un
procedimiento general, el cual en todos los casos se considera de manera primordial el
estado del aglutinante. En un caso ideal en el cual el ataque fungico sigue siendo
superficial y el estado de la gelatina (o albumina, o colodién) siga estable, el

procedimiento general implica en primera instancia la limpieza mecanica del objeto,
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previamente seco, con aspiradoras y brochas, y posteriormente una limpieza quimica por

el método mas adecuado para la fotografia (Bertalan et al., 2017).

2.2 Los biocidas a base de extractos de citricos en restauracion

Como se vio en el apartado anterior, el uso de productos naturales para la desinfecciéon
de documentos atacados por agentes microbiolégicos e insectos es un tema que se ha
estado investigando cada vez mas, en busca de alternativas no téxicas a productos como
el timol, el 6xido de etileno o el formaldehido. Uno de ellos es el extracto de toronja, en
su formulacién comercial anteriormente conocida como Citricidin, ahora comercializada
bajo el nombre de Citricidal®, del cual hablaremos mas puntualmente a continuacién,
pues se ha usado con mucha frecuencia en documentos y mas recientemente en

fotografias

Principio activo de los extractos citricos

Desde la década de 1990 se ha buscado profundizar en la comprension del
funcionamiento del extracto de toronja como agente antimicrobiético y se ha demostrado
exitosamente su baja toxicidad asi como su efectividad con un gran niumero de hongos y

bacterias (lonescu et al., 1900, citado en Heggers et al., 2002, p. 334).

El extracto de toronja se obtiene a partir de las semillas, la cascara y la membrana
remanente de las toronjas posterior a su procesado y extraccién del jugo. Tiene un alto
contenido de compuestos fendlicos,?' los cuales se han relacionado con su amplio
espectro antifungico y antibacterial (Cartaya & Reynaldo, 2001, p. 9; Cvetni¢ & Vladimir-
Knezevi¢, 2004, p. 245).

a. Citricidin 2000

21 En las hojas técnicas del Citricidin® y el Citricidal® se menciona su contenido de flavonoides, familia a la cual
pertenecen los compuestos fendlicos.
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Anteriormente el producto empleado para la desinfeccion de materiales era el
denominado Citricidin 2000 (imagen 7). Su uso en el campo de la conservacién se tiene
registrado desde los afos noventa sobre todo en el campo de la conservacion de
documentos y de acuerdo con la ficha técnica proporcionada por el Laboratorio de
Biologia de la ENCRYM hasta el 2004 aun se fabricaba.

)| CITRICIDIN 200

Imagen 7. Frasco de muestra de Citricidin 2000 disponible en el laboratorio de biologia de la ENCRyM.

Para 1998, Caceres Acereto, en su trabajo de titulacién, hizo una evaluacién de dicho
producto para su uso como fungicida y bactericida en documentos con soporte de papel.
El Citricidin 2000 era en ese entonces distribuido por la PL Corporacién, la cual
actualmente ha desaparecido. La informaciéon con la que se cuenta actualmente al
respecto consiste unicamente en el reporte hecho por Caceres y en la hoja técnica del
producto que aun se conserva en el laboratorio de biologia de la ENCRyM.

De acuerdo con dichos reportes técnicos algunas de las especies de hongos a las que
mata o inhibe (sin hacer especificacién de la reaccion particular con cada una) estan
algunas pertenecientes a los géneros usados para el presente trabajo: Aspergillus

(especificamente Aspergillus niger 'y Aspergillus fumigatus), Alternaria sp., Cladosporium
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sp., y Chaetomium sp. Ademas de éstas, se mencionan Candida sp., Fusarium sp., y

Penicillium sp. (Caceres Acereto, 1998, p. 111).

En los resultados de la investigacion realizada por Caceres (1998, p. 145) la
concentracion a la cual la mayoria de los microorganismos reaccionaron en los
bioensayos llevados a cabo fue de 2000 particulas por millén (ppm), lo cual corresponde
a una concentracion del 0.2%; ademas, de las especies con las cuales se trabajo, el

microorganismo mas resistente al fungicida fue el Aspergillus niger.

b. Citrik Plus y Citrik Restauracion®

Tras la desaparicion de la empresa PL Corporacion surgieron la Distribuidora Hidalgo®,
quien comercializa el Citricidal®, y la compafia Corpo Citrik®, quien inicid
comercializando un desinfectante a base de extractos de citricos que denomind
originalmente Citrik Plus (imagen 8) y recientemente cambié su nombre a Citrik
Restauracion®. Sin embargo, tras revisar las caracteristicas fisicas de dichos productos®
y compararlos con una muestra de Citricidin 2000 que aun se conserva en el laboratorio
de biologia de la ENCRyM se observaron algunas particularidades: si bien todos tienen el
mismo color ambar, la viscosidad del Citrik Plus es mucho menor que la del Citricidin
2000, ademas de presentar burbujas en superficie, caracteristica que ya se habia notado
por parte de algunos profesores e investigadores de la escuela y fue motivo para su
desuso pues puede implicar la presencia de un tensoactivo en su composicion (ver
imagen 9). Por su parte las caracteristicas fisicas del Citricidal® corresponden con las del
Citricidin 2000.

22 Todos los productos se encuentran en el Laboratorio de Biologia de la ENCRyM.
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Imagen 8. Etiqueta del frasco de Citrik Plus del laboratorio de biologia. Ingredientes en la etiqueta: extractos
citricos de toronja y naranja.

Imagen 9. Burbuja en la boquilla del frasco.

c. Citricidal®

De acuerdo con la ficha técnica del producto (ver Anexos), de la Distribuidora Hidalgo®,
es un difenol hidroxibenceno, color amarillo, de pH &acido (2.0 — 3.0) cuya actividad
biocida sucede en la membrana citoplasmica de los microorganismos (Distribuidora

Hidalgo, 2016, p. 2). Debido a que en dicha membrana se lleva a cabo la absorcién de
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nutrientes (aminoacidos), la alteracidon de esta parte interfiere con la alimentacion y por

consecuente con la subsistencia del organismo.

Algunos de los géneros de hongos en los que se ha probado su efectividad son:
Aspergillus sp, Fusarium sp, Chaetomium sp, y Penicillium sp, (Distribuidora Hidalgo,
2017, p. 4) los cuales tienden a encontrarse frecuentemente en archivos. Es pertinente
hacer mencidon que las concentraciones mencionadas en la ficha técnica son variables y
no hay una congruencia clara: en el caso de las especies de Aspergillus sp. las
concentraciones fungistaticas son mas altas que las fungicidas, mientras que en las otras
especies de otros géneros (entre ellos Chaetomium globossum) reportan una mayor
concentracion para efectos fungicidas que fungistaticos. Debido a esto se reportan a
continuaciéon unicamente las concentraciones indicadas como fungicidas. Estas van de
1:500,000 o (.000002%, para Aspergillus niger y Chaetomium globosum) a 1:900,000 (o
.000001%, para Aspergillus oryzae y Asperqillus flavus) (Distribuidora Hidalgo, 2016, p.
4y,

Uso en materiales fotograficos

El uso de extractos citricos como biocidas en fotografia se empezé a emplear
recientemente, siendo algunos de los primeros informes del 2008, cuando se inicio la
Especialidad Internacional en Conservacion de Fotografias que proporcioné la ENCRyM

entre ese ano y 2012.

A lo largo de una detallada revision de los informes de los trabajos realizados en esos
afos por estudiantes de la Especialidad, asi como por estudiantes de 9° semestre del
Seminario Taller Optativo de Conservacién de Fotografias (2013 — 2016) se recopilo la
informacion relacionada con las concentraciones y métodos de aplicacion del producto.
Tras esta revision fue evidente la falta de un método sustentado para la aplicacion del

producto; tanto las concentraciones como los métodos de aplicacion fueron variables.

23 Ver ficha en Anexos.
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Sobre los métodos de aplicacién es comprensible que se haya realizado en funcién de la
necesidad del caso y del estado de conservacion de la fotografia. Se realizd tanto por
pincel (Diaz Cafas & Guzman Solano, 2009, p. 35), como por aspersiéon (Garavito
Posada, 2009, p. 23), con hisopo rodado (Gutiérrez Olguin et al., 2011, p. 22), mezclado
con el almidon usado para la colocacion de refuerzos o como consolidante del soporte
secundario, o como prevencion (Gutiérrez Olguin et al., 2011, p. 24). Con relacion a la
concentracion y disolucion, en todos los casos revisados, ésta vario entre el 0.2% (Cunha
Boaventura et al., 2011, p. 82), 1% (Botello, 2014, p. 51; (Gutiérrez Olguin et al., 2011, p.
22) y el 2% (Cunha Boaventura et al., 2011, p. 40) usandolo tanto en agua como en
alcohol. No se identificé una justificacion concreta con relacién a estas decisiones, salvo
en Cuhna Boaventura (Cunha Boaventura et al., 2011, p. 40) quien busca sustentar la
concentracion a partir de la tesis de Caceres, sin embargo malinterpreta las particulas
por millén, calculandolas al 2% cuando Caceres sugiere el 0.2% (2000ppm)*. En el caso
de las impresiones al colodion, por su susceptibilidad al alcohol, sélo se empled diluido
en agua (Cunha Boaventura et al., 2011, pp. 48, 82, 122, 160).

En el caso de los trabajos llevados a cabo por Alejandra Garavito (2009, p. 23) durante la
Especialidad, previamente a la aplicacion sobre la obra del producto al 1% en alcohol
etilico, hizo pruebas aplicando Citricidin 2000® al 100% directamente sobre una probeta
fotografica con caracteristicas similares al material por tratar. Este proceso se realizo
para evaluar las posibles reacciones del biocida ante la accién de la luz, para lo cual se
dejo durante dos semanas expuesta al sol, tras las cuales no se identificaron cambios
(Garavito Posada, 2009, p. 23).

Por otro lado, pocos fueron los casos en los que se reporta un muestreo e identificacion
previo a la aplicacion del biocida (Botello Miranda, 2014, p. 53; Cunha Boaventura et al.,
2011, p. 160; Diaz Cafas & Guzman Solano, 2009, p. 39; Garavito Posada, 2009, p. 22)

24 . . " . L . .
Aunque la Mtra. Gabriela Cruz Chagoyan explicé que se tomo la decisién con base en experimentos previos en los
cuales estas concentraciones y diluciones habian dado buenos resultados.
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y sblo se encontré uno (Cunha Boaventura et al., 2011, p. 161) en el cual se hizo una
toma de muestra posterior al tratamiento que determiné la eficacia de la accion del
biocida con el hongo Penicillium sp.

2.3 Los biocidas en nanoparticulas

Antecedentes del uso de nanoparticulas

Las investigaciones sobre nanoparticulas se pueden rastrear a 1959, en una conferencia
dada por Richard Feynman en el Instituto Tecnoldgico de California, en la cual hablo
sobre principios de miniaturizacion y precision tecnolégicas a niveles atdbmicos, asi como
de sistemas de la naturaleza que logran precisiones a nivel atdmico (Allhof et al., 2010, p.
6). Sin embargo, el término nanotecnologia como tal se empled hasta 1974 (Taniguchi,
1974, citado en Allhof et al., 2010, p. 5) y, poco a poco, las posibilidades que ésta
permite han incitado a mas investigadores a seguir este camino, buscando una mayor
precision tecnoldgica con aplicaciones a diferentes areas, asi como a la comprension del
comportamiento de los materiales a esta escala (Taniguchi, 1974, citado en Allhof et al.,
2010, p. 7).

Principio activo de las nanoparticulas

Las nanoparticulas son, como su nombre lo indica, particulas nanométricas de materiales
especificos, que cuando se desarrollan a esta escala adquieren cualidades muy
particulares. Pueden incluso reordenarse y acomodar sus moléculas de maneras
especificas, razén por la cual adquieren propiedades distintas a las que tienen en su
forma original (Allhof et al., 2010, p. 9). Esto se debe a que, en funcién de la superficie de
contacto entre el material y su entorno, las particulas interactian de maneras distintas
con el ambiente y entre ellas; como menciona Allhoff (2010, p. 10) los materiales en su

estado normal tienen una cierta superficie de contacto y contienen en su interior una gran
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cantidad de moléculas que no interactuan sino entre ellas; al tener particulas mas

pequenfas, los atomos ganan mayor interaccion con los compuestos en su entorno.

Eviter®

El Eviter® es un producto de reciente creacion desarrollado para la limpieza y
sanitizacion de hospitales, material de laboratorio y del mismo personal. Su principio
activo se basa en una nanomolécula denominada Nbelyax®. De acuerdo a la informacion
proveida por el fabricante en su pagina web, gracias a sus dimensiones (2nm) esta
molécula “controla el comportamiento biolégico y la estructura quimica del
microorganismo y la modifica de tal manera que pierde su patogenicidad” (Gresmex,
2017) Nanoparticulate Titanium Dioxide Nanomaterial Modified With Functional Groups And With
Citric Extracts Adsorbed On The Surface, For The Removal Of A Wide Range Of Microorganisms.
Fue patentado en en México en 2016, gracias a lo cual se pudo averiguar que dentro de
su composicidon se encuentran nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2) “modificado
con grupos funcionales” y extractos citricos (Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial,
2016), (extractos de cuyas propiedades ya se hablaron en el apartado anterior). Para la
presente investigacion el producto empleado fue el Sanitizante de Alto Nivel, de uso

directo (imagen 10).

42



ELIMINAEL HECHO EN MEXICO PO éesmex‘

CTERIAS, HONGOS, ESPORAS, § X sA.de C.V. Fuente de piri“nides
::lmosomsv MICOBACTER)s %  1-501Col. Lomas de Tecamachalco
s ! g Naucalpan, Edo. de Méx. Cp. 5.
MODO DE USO: Para neu§ h RF.C. GRE-990906-6B

microorganismos patogends sobre
superficies, rocie [a cantidiid desead
y deje secar. No se enjuag#: Para uso
exclusivo en superficies ifirtes.
IONES: No m

ro producto. M:

AVALADO POR EL LABORA
alcance de lo

VIROLOGIA DEL INER: Inst
Nacional de Enfermedades Respi™
torias

NITIZANTE
ALTO NIVEL

ATENCIGN AL CONSUMIDOR
TEL.01.800.700.8346

DE

|

Imagen 10. Eviter® sanitizante de alto nivel, empleado para el proyecto.

De acuerdo a la patente registrada por Gabriela Ledn Gutiérrez en la World Intellectual
Property Organization (World Intellectual Property Organization, 2014), los grupos
funcionales “pueden incluir hidroxilo, carboxilo, amina sulfato, fostato” que son
adsorbidos por las nanoparticulas de diéxido de titanio, junto con el extracto citrico y

gracias a esta reaccion el compuesto adquiere sus propiedades anti-microbidticas.

Ademas esta diluido en etanol, sustancia de cuyas propiedades antifungicas se habld en
la pagina 26 de este trabajo. Esto, aunado a las presencia de extractos citricos y de
particulas de TiO,, el cual también tiene propiedades antimicrobianas (Huppmann et al.,
2017), sin olvidar el tamafio nanométrico de las particulas que permite una mayor

penetracion en los organismos, explica en gran medida el funcionamiento antifungico del
producto.

Finalmente, de acuerdo al fabricante, esta composicion permite la desarticulacién de la

informacion genética impidiendo la generacion de resistencia al material por parte de los
microorganismos (Gresmex, 2017).
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Como podemos ver con lo anterior, las investigaciones en torno a la erradicacién de
agentes microbioldgicos, como hongos y bacterias, en archivos y bibliotecas ha tenido un
estudio muy amplio en los ultimos afos. Si bien éstas se suelen desarrollar primero en el
campo de la medicina o la industria alimenticia, su adaptacion para la intervencion de
documentos ha sido gradual, pues esta extrapolacion de conocimientos y técnicas debe
conllevar en todo momento un proceso de analisis del producto para adaptarlo al objeto y
asegurar su inocuidad con él. En parte debido al poco personal especializado que las
lleva a cabo, estos trabajos en el area de conservacion de archivos apenas estan
abriendo lineas de investigacion mas puntuales, aunque empieza ya a ser evidente la

tendencia fungistatica, y no fungicida, de la mayoria de los productos probados.

Por otro lado, la mayoria de estas investigaciones se han realizado en obras sobre papel,
no en impresiones fotograficas, mismas que, como hemos visto, requieren de
consideraciones especiales dada la presencia del aglutinante de gelatina. En obra sobre
papel el Eviter® se ha probado diluido al 3% y 5% en etanol por aspersion (Buendia

Sanchez, 2017, p. 37), y concentrado por nebulizacién (Rodriguez Galvan, 2015, p. 10).

Asi mismo, en los informes identificados donde se trabajé con Citricidal® fue notoria la
falta de sustento sobre su efectividad y en lo que respecta al Eviter®, la poca
disponibilidad de la informacién sobre el producto en general, y sus usos para

restauracion.
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Capitulo 3. Fase experimental: eliminacion de microorganismos

3.1. Criterios de seleccion e identificacion material de las fotografias de

sacrificio

En el caso de la experimentacion bioldgica del presente proyecto los objetivos fueron los

siguientes:

Evaluar el crecimiento de cuatro géneros fungicos conocidos por ser algunos de
los mas frecuentemente reportados en colecciones fotograficas y archivos:
Cladosporium sp., Alternaria sp., Chaetomium sp., y Aspergillus sp. (Diaz Canas &
Guzman Solano, 2009, p. 34; Florian, 2000, p. 109; Lucas, 2016, p. 130; Valdez
Marin, 1992, p. 28).

Evaluar la efectividad del Citricidal® como biocida para los géneros fungicos
incubados en las probetas fotograficas, probando distintas concentraciones y
diluciones reportadas en la bibliografia (Caceres Acereto, 1998, p. 110; Cunha
Boaventura et al., 2011, pp. 40, 82; Garavito Posada, 2009, p. 23; Gutiérrez Olguin
etal., 2011, p. 22).

Evaluar la efectividad del Eviter® como biocida para los géneros flngicos
incubados en las probetas fotograficas, utilizandolo concentrado, de acuerdo a las

recomendaciones de la empresa.

Una vez determinado esto, se establecié que las variables eran los dos productos,

Citricidal® y Eviter®, y las diferentes concentraciones y diluciones a las que se aplicara el

primero (dado que el Eviter® se aplica de manera directa). Al conocer dichas variables

era importante asegurarnos que el resto de los componentes del experimento fueran

constantes. Para esto, las fotografias sobre las que se llevaron a cabo las pruebas

tuvieron todas las mismas caracteristicas para asegurar que las diferencias se debieran

unicamente a los cambios en las variables previamente establecidas.

Se optd por llevar a cabo la experimentacion en los materiales fotograficos mas comunes

en los archivos: impresiones de revelado de plata gelatina (blanco y negro) con soporte

de papel de fibra. Estas impresiones fotograficas se encontraban en el taller de
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conservacion de fotografias de la ENCRyM como parte del material didactico y se
escogieron debido a que el taller contaba con varias impresiones iguales, lo cual
permitiria delimitar el nimero de variables en la experimentacion. En el caso presente las

impresiones contaban todas con un acabado brillante, conocido como ferrotyping.

3.2. Identificacidon de los microorganismos en las probetas

Con el fin de asegurar que en todos los casos se evaluaran los efectos de los biocidas en
los mismos microorganismos se decidié incubar cuatro cepas de hongos comunmente
reportados en materiales fotograficos: Alternaria sp., Asperqillus sp., Chaetomium sp., y
Cladosporium sp. (Calvo Torras, Adelantado, & Corcuera Marin, 2005, p. 21; Florian,
2000, p. 109; Lucas, 2016, p. 130; Valdez Marin, 1992, p. 28), disponibles en el
laboratorio de biologia de la ENCRYM, para su posterior inoculacién en las probetas

fotograficas.

Generalidades de los hongos empleados

Los hongos se dividen primeramente en dos subreinos: los organismos sin pared, o
Myxomycota, y los organismos con pared, o Eumycota. Esta segunda clase, que es la
que nos interesa, se cataloga en cinco divisiones dependiendo de sus formas de
reproduccién y su taxonomia (Deacon, 1988, p. 20), de las cudles hablaremos
brevemente de dos, a las cuales pertenecen los géneros fungicos utilizados en el disefio
experimental de este trabajo (ver diagrama correspondiente a imagen 11):

- Deuteromycota: esporas asexuales que se forman directamente en las hifas, como
conidios. Tienen caracteristicas similares a los Ascomycota, empero no presentan
una fase de reproduccidén sexual o se desconoce; cuando se llega a identificar
cambian de clasificacidon para formar parte de los Ascomycota (Deacon, 1988, p.
22). Sus paredes estan compuestas de quitina y glucanos (Deacon, 1988, p. 35).
A este grupo pertenecen la mayoria de las especies encontradas en patrimonio

cultural, sin embargo esta denominacion parece ser usada primordialmente en la
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literatura antigua; en algunas nuevas referencias se engloba como una subdivision
de los Ascomycota denominada Eurotiales, que abarca los hongos conidiales
anamorficos (Florian, 2002, p. 11). A esta division pertenecen las especies de los
géneros Alternaria sp., Aspergillus sp., y Cladosporium sp.

- Ascomycota: tienen esporas sexuales y asexuales. Las esporas asexuales se
forman directamente en las hifas, como conidios, mientras que las sexuales se
reproducen por medio de la formacion de células llamadas “ascas” que a su vez
contienen y ayudan a la dispersiébn de las ascosporas. Sus paredes estan
compuestas de quitina y glucanos (Deacon, 1988, p. 33). A esta divisidon

pertenecen las especies del género Chaetomium sp.

Subreino Division Género Especie
Myxomycota

(organismos

con pared)
Hongos Mastigomycota
Basidiomycota
Eumycota Zygomycota
. . A. Alternata,
(organismos Alternaria sp.
. A. Solani...
sin pared)

Deuteromycota Aspergillus sp. - Niger,

. Peniciloides,

Cladosporium sp.

A
A
A. Ochraceus...
C. Cladosporoides,
C

. Carrionii...

Ascomycota Chaetomium sp. C. Globosum, C.
Thermophilum...

Imagen 11. Clasificacion simplificada de los géneros de hongos empleados para este estudio, basado en
Deacon, 1988.
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Cepas seleccionadas®

Alternaria sp.

Sus colonias tipicamente son de crecimiento rapido (3 a 4 dias) estando en condiciones
ideales, y sus esporas se han demostrado resistentes a la radiaciéon UV. Observada al
microscopio se pueden distinguir cadenas de conidios color verde — pardo (Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2014a, pp. 1-2). Este género es
considerado cosmopolita por su amplio espectro de geografico y climatico en el que se
puede encontrar (Florian, 2002, p. 24). Se aisla con mucha frecuencia en materiales
celulésicos, debilitdndolos y generando manchas generalmente color pardo, aunque
pueden variar de gris a negras (Centre de Recherche sur la Conservation des

Collections, s. f.).

B

Imagen 12. Alternaria alternata. Aumento no especificado. Foto: MYCOTA.

Aspergillus sp.

Es un ejemplo tipico de los hongos Deuteromycota que llegan a tener etapa sexual, y
aunque casi siempre se reporta bajo este nombre, se puede llegar a encontrar en
algunas bibliografias con los nombres de sus fases de reproduccion sexual (ej. Eurotium

sp. y Emericella sp.). Este género de hongos es considerado cosmopolita por el amplio

2 Las imagenes de este apartado fueron tomadas de Mycota: les contaminants fongiques du patrimoine culturel
http://mycota-crcc.mnhn.fr/site/rechImageMicroscope.php?page=1&nb=12
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espectro geografico y climatico en el que se puede desarrollar, y se han identificado en
todos los tipos de patrimonio (Florian, 2002, p. 24). En otras investigaciones se ha
corroborado que las especies pertenecientes al género Aspergillus sp., son los mas
comunes en bibliotecas y archivos. Tienden a atacar y degradar los materiales
celulésicos y se han hallado frecuentemente en fotografias (Calvo Torras et al., 2005, p.
22).

'

®

© CRCC

Imagen 13. Aspergillus flavus, 50X. Foto: MYCOTA. Imagen 14. Aspergillus versicolor. Aumento no
especificado. Foto: MYCOTA.

Cladosporium sp.

Este género es considerado cosmopolita por su amplio espectro de geografico y climatico
en el que se puede encontrar (Florian, 2002, p. 24) pues pueden ser transportadas
grandes distancias por medio del aire gracias a una gran afinidad con el polvo y es uno
de los hongos mas frecuentemente encontrados en archivos y museos (Borrego, 2012,
pp. 108-109). Se considera que tiene un crecimiento rapido bajo condiciones de
laboratorio en medios de cultivo con Papa Dextrosa - Agar (PDA), Extracto de Malta -
Agar (EMA) y otros. Se ha identificado con mucha frecuencia en materiales celulésicos
como papel, carton, fotografias, etc. (Borrego, 2012, p. 109) y se caracteriza por destruir

las fibras y generar cambios cromaticos en los soportes (Calvo Torras et al., 2005, p. 22).
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Imagen 15. Cladosporium cladosporoides. Aumento no especificado. Foto: MYCOTA.

Chaetomium sp.

Es la unico hongo empleado para este proyecto que pertenece al grupo Ascomycota
(Deacon, 1988, p. 33). Este género, que se conoce por ser tipicamente celulocitico
(Deacon, 1988, p. 232), cuenta entre los que generan mayor deterioro mecanico del
papel (Calvo Torras et al., 2005, p. 23; Caneva et al., 2000, p. 91). Puede crecer en
sustratos muy acidos (Calvo Torras et al., 2005, p. 22), por lo cual la gelatina podria
también ser un medio favorable, al igual que un papel antiguo cuyo pH es acido (ver
apartado Principales factores que favorecen el crecimiento de los microorganismos, p.
13). Se ha encontrado en documentos que han sido rescatados de inundaciones o dafos

severos por aguas sucias (Florian, 2002, p. 12).

Imagen 16. Chaetomium globossum. Aumento no especificado. Foto: MYCOTA.
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Metodologia de cultivo

Las dos cepas “secas” (Alternaria sp., y Cladosporium sp.) seleccionadas para el
desarrollo de este estudio se colocaron en cajas de Petri previamente preparadas con
Extracto de Malta - Agar (EMA)® y se dejaron en incubacion durante dos semanas, a una
temperatura de 28°C (imagenes 17 y 18). Una vez crecidas las colonias en las cajas de

Petri se procedié a inocular dichas cepas en las fotografias.

I?nagen 17. Crecimiento de Alternaria sp. al dia4 de  Imagen 18. Crecimiento de Alternaria sp. al dia 13 de
la inoculacion. Foto: Susana Hoyos. la inoculacién. Foto: Susana Hoyos.

Previamente al proceso de inoculacion se esterilizé en el autoclave el material necesario:
papel secante y tubos de vidrio que permitieran la colocacion de las fotografias en un
medio humedo dentro de cajas de Petri estériles. Al esterilizar los medios de incubacion

aseguramos que no hubiera contaminacion con esporas ambientales.

Se prepararon dos muestras testigo en las cuales no se inoculé ningun hongo, asi como
muestras con Cladosporium sp., con Aspergillus sp., con Chaetomium sp., y con

Alternaria sp. (ver tabla 1). La preparacion de los medios se realizé en un ambiente

% En este caso se realizaron en EMA pues las muestras de hongos disponibles provenian de colonias identificadas en
este medio de cultivo. Los medios de cultivo EMA tienen la caracteristica de ser muy adecuados para el desarrollo de
hongos y levaduras debido a su pH bajo, gracias al cual se restringe el crecimiento de bacterias, que requieren de un
pH basico (Probiotek, 2017).
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estéril, ayudado de mecheros de bunsen y herramienta de laboratorio (pinzas y bisturies)
esterilizada con calor y alcohol en el laboratorio de biologia de la ENCRyM.
El procedimiento fue el siguiente para cada caja:
- Se coloct papel secante esterilizado en la base sobre el cual se puso un tubo de
vidrio” y se humect6 con agua destilada con ayuda de una piseta (ver imagen 19);
- Sobre el tubo de vidrio se colocé un fragmento de fotografia, previamente
recortada al tamafo de la caja de Petri; el recorte de impresiones se hizo en
campo estéril, con ayuda de pinzas y tijeras esterilizadas con calor y alcohol etilico
para evitar la contaminacién entre las probetas. La gelatina de cada una se
humectd previamente, por contacto directo con agua destilada (ver imagen 20)
(para simular situaciones de archivos con muy alta humedad o anegados), y en el
centro de cada una se colocé una muestra de hongo;
- Finalmente se cerraron las cajas de Petri con ayuda de cinta adhesiva y selladas

con Parafilm®, para garantizar que la humedad permaneciera constante al interior.

N° de impresiones

empleadas y N° de probetas Total de probetas para el
recortadas para inoculadas desarrollo de la fumigacién
inoculacién

Testigo (sin inoculacion)

Testigo (sin inoculacion)

Impresion fotografica Alternaria sp Testigo (sin tratamiento)
1 Eviter®
Citricidal 0.5% en agua destilada

Alternaria sp. Citricidal 1% en agua destilada

Citricidal 2% en agua destilada

Citricidal 0.5% en agua —etanol

Alternaria sp. Citricidal 1% en agua —etanol

Citricidal 2% en agua —etanol

Impresion fotografica Aspergillus sp Testigo (sin tratamiento)

Eviter®

T Esto permitio que las fotografias estuvieran en un medio htiimedo sin estar directamente en contacto con el agua.
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Citricidal 0.5% en agua destilada

Impresion fotografica
3

Aspergillus sp. Citricidal 1% en agua destilada
Citricidal 2% en agua destilada
Citricidal 0.5% en agua —etanol

Aspergillus sp. Citricidal 1% en agua —etanol

Citricidal 2% en agua —etanol

Cladosporium sp.

Testigo (sin tratamiento)

Eviter®

Cladosporium sp.

Citricidal 0.5% en agua destilada

Citricidal 1% en agua destilada

Citricidal 2% en agua destilada

Impresion fotografica
4

Cladosporium sp.

Citricidal 0.5% en agua —etanol

Citricidal 1% en agua —etanol

Citricidal 2% en agua —etanol

Chaetomium sp.

Testigo (sin tratamiento)

Eviter®

Chaetomium sp.

Citricidal 0.5% en agua destilada

Citricidal 1% en agua destilada

Citricidal 2% en agua destilada

Chaetomium sp.

Citricidal 0.5% en agua —etanol

Citricidal 1% en agua —etanol

Citricidal 2% en agua —etanol

Tabla 1. Referencia de las impresiones inoculadas, fumigadas y testigos.
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Imagen 19. Humectacion de los papeles secantes  |magen 20. Humectacién de la gelatina fotografica, en el

con agua destilada, en el laboratorio de biologia de laboratorio de biologia de la ENCRyM.
la ENCRyM.

Imagen 21. Area de inoculacién en el laboratorio de biologia de la ENCRyM.

Las fotografias inoculadas permanecieron en las cajas de Petri a una temperatura
promedio de 21.5°C durante 35 dias, durante los cuales se estuvieron monitoreando
constantemente. Con el fin de asegurar una humedad suficiente al interior, se
humectaron una segunda vez (igualmente con una piseta con agua destilada y en medio
estéril para evitar la contaminacion por esporas ambientales); asi mismo se llevd un
registro fotografico constante para poder tener un referente del crecimiento de las cepas

durante este periodo.
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Para la observacion bajo microscopio se tomaron muestras de cada género en las
fotografias y se montaron sobre porta objetos, en agua destilada y en resina, colocando
después cubre objetos para protegerlas. Para los montajes en resina se tomaron dos
muestras de cada ejemplar, una del centro, en donde se hizo la inoculacion y una de la
periferia, pues posiblemente se encontrarian en diferente estado de crecimiento®; para
los montajes en agua se tomé unicamente una muestra de cada una. La triple muestra
permite a su vez corroborar el género y que no se haya producido alguna contaminacion

durante los cultivos.

Se hizo una primera observacion en el microscopio estereoscoépico Zeiss ICS Standard
25 del laboratorio de biologia de la ENCRyM y posteriormente un registro fotografico
detallado en el microscopio petrografico del laboratorio de geologia Olympus BX43
adaptado con una camara Olympus E-620, con ayuda de la Biol. Ana Laura Avelar
Carmona y el Geol. Jaime Torres Trejo (imagenes 22 a 25). En la primera observacion se
identificaron los cuerpos fructiferos de las muestras de Chaetomium sp. y de Aspergillus
sp., indicando su estado de maduracién. Para disminuir el niumero de variables que
propiciaran la continuacion de su desarrollo, bajo riesgo de perder por completo la capa
de gelatina, se les cambiaron los papeles secantes humedos por unos nuevos,
esterilizados en autoclave y secos, que absorbieran la humedad excedente al interior de
las cajas de Petri. En esa misma etapa, debido a que los diferentes hongos tienen
necesidades de desarrollo distintas, el Cladosporium sp. y la Alternaria sp. no tenian aun
el crecimiento suficiente para la identificacion de sus cuerpos fructiferos y se procedié a
dejarlos en crecimiento mas tiempo. A los siete dias de la primera observacion, se realizoé
un segundo registro de ambos hongos y se procedid a hacer ese procedimiento con las
muestras de Cladosporium sp., en la cual ya se podian identificar los cuerpos fructiferos
del hongo. Debido a que la cepa de Aspergillus sp. no se encontraba aun en estado de

maduracién, y por lo tanto resultaba complicada su identificacion precisa se decidid

28 Esta decision se tomd a partir de la observacion de la diferencia de coloraciéon en distintas areas de la colonia, lo
cual indica etapas distintas del crecimiento (Madigan et al., 2013, p. 483).
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dejarla en crecimiento otra semana, tras la cual se realiz6 exitosamente el muestreo y

registro.

o

Imagen 22. Alternaria sp. 40X, a las 4 semanas de Imagen 23. Aspergillus sp, a las 2 semanas de

incubacion. Foto tomada en el microscopio incubacion. Foto tomada en el microscopio
petrografico del laboratorio de geologia de la petrografico del laboratorio de geologia de la
ENCRyM. Foto: Susana Hoyos ENCRyM. 100X. Foto: Susana Hoyos.

b

2 - .
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Imagen 24. Cladosporium sp. 40X, a las 3 semanas Imagen 25. Formacion de 4 cuerpos fructiferos de
de incubacién. Foto tomada en el microscopio Chaetomium sp. 20X, a las 2 semanas de incubacién.
petrografico del laboratorio de geologia de la Foto tomada en el microscopio petrografico del
ENCRyM. Foto: Susana Hoyos. laboratorio de geologia de la ENCRyM. Foto: Susana
Hoyos.

Las muestras permanecieron en sus respectivas cajas de Petri cerradas con cinta
adhesiva y, para posibilitar una adecuada circulacion de aire que permitiera la salida de
particulas de agua, ya no se colocé Parafilm® alrededor (de la misma forma que en las

imagenes 29y 38).
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En todos los casos, las muestras observadas en el microscopio petrografico mostraron
una gran actividad, principalmente el Chaetomium sp.; las impresiones inoculadas con
este hongo fueron las que tuvieron un deterioro mas evidente desde el inicio, pues en
menos de siete dias ya se habia desarrollado de manera importante y a los 14 dias era
evidente un cambio tanto en el estado de la gelatina (principalmente notoria en la
disminucién del brillo) como el del papel, el cual era notablemente mas fragil®. El
segundo cuyo crecimiento fue mas invasivo fue el Aspergillus sp., seguido del
Cladosporium sp., y en el que se observo en desarrollo mas lento fue la Alternaria sp.,
cuyos cuerpos fructiferos no fueron evidentes sino hasta después de la cuarta semana

de crecimiento en las impresiones.

Las dos fotografias “testigo” se sometieron a las mismas condiciones de temperatura y
humedad ambiental, y permanecieron sin alteracion alguna durante aproximadamente
catorce dias; alrededor de la segunda semana empezaron a desarrollar un crecimiento
blanco sobre la capa de la imagen, que, al cabo de tres semanas tenia una consistencia
algodonosa (imagenes 26 y 27). Esa misma especie esponjosa de color blanco se
desarroll6 también en la periferia de las muestras de Aspergillus sp. y Alternaria sp., y en
menor grado, en las de Cladosporium sp. En el Chaetomium sp. no se desarroll6 el
microorganismo blanco, asi como tampoco se observo por el reverso de ninguna de las
fotografias. Ademas, el Chaetomium sp. presentd mas evidentemente el patrén de
crecimiento identificado por Lourengo y Sampaio (2007, p. 26), cuyas areas blancas en la
capa de la imagen tuvieron un mayor deterioro que las areas con plata (ver subapartado

Alteraciones de la plata, p. 19).

En general, después de este periodo de incubacién fue muy evidente la identificacion de
todos los géneros, salvo del crecimiento algodonoso de los testigos y de la periferia de

algunas probetas, el cual no pudo identificarse. Tras una revision cuidadosa por parte de

29 . . . . .
Como se vio en el subapartado anterior Cepas seleccionadas, el Chaetomium sp. es uno de los hongos tipicamente
celulociticos, por lo cual se esperaba que su desarrollo causara desde un primer momento alteraciones en el soporte.
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las bidlogas Imelda Perla Garcia Hernandez e Irais Velasco Figueroa, se descartd que se
tratara de alguna bacteria®® y se consideré6 que no tenia suficiente crecimiento para
identificar el género. Este crecimiento blanco se observé también en algunas impresiones
inoculadas con Alternaria sp., Aspergillus sp., y Cladosporium sp., surgiendo asi la
hipotesis de que se tratara de algun hongo que ya tenian las fotografias; al encontrarse
las esporas en estado latente®’ al momento del sometimiento de las fotografias dentro de
las cajas de Petri a las condiciones de la estufa de cultivo el desarrollo fue mas lento que
para el de los hongos inoculados, razén por la cual su crecimiento no fue el adecuado en
este tiempo para su identificacion en su momento y debido a contratiempos con los

laboratorios no se pudo llevar a cabo posteriormente.

Es importante recalcar que en los casos de las cepas inoculadas la identificacion se
realizd a nivel de género y no de especie, por la complejidad de esta identificacion, pues
para llevarla a cabo por métodos taxondmicos se requiere de un micélogo especializado
en dicho procedimiento, o bien por métodos genéticos con los que no cuenta la

escuela.*

Asi mismo en esta etapa fue evidente un cambio en el estado de las fotografias.

- Las que menores danos presentaron fueron las impresiones inoculadas con
Alternaria sp. (imagenes 28 y 29), en la cual hubo una disminucion del brillo
debido a la pérdida de gelatina y manchas blancas y verde olivo sobre el la
imagen y al reverso, sobre el papel.

- Las impresiones con Aspergillus sp. (imagenes 30 y 31), también tuvieron pérdida
de gelatina evidente en la diminucion del brillo, sobre todo en las zonas cercanas

al area de inoculacién; en esas mismas areas la pérdida de gelatina dejo expuesta

30 Las bacterias se desarrollan en medios basicos y el pH de la gelatina, al igual que el del sustrato de agar de extracto
de malta (EMA), es acido (Gelatin Manufacturers Institute of America, 2012, p. 19; Probiotek, 2017).

1 . . .
Contrariamente a los cuerpos inoculados que ya se encontraban en estado de maduracion.

32 Para casos necesarios se pueden llevar a cabo en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México (IB-UNAM).
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la barita, que en algunas partes empez6 a presentar una ligera disgregacion. El
papel tuvo un amarillamiento general y algunas manchas verde olivo.

Las fotografias con Cladosporium sp. (imagenes 32 y 33), tuvieron una mayor
cantidad de manchas por el frente, color café claro y verde olivo, y una
disminucién del brillo, aunque la barita no presentd mayores alteraciones (eg.
Disgregacion, como en el caso de la Alternaria sp. o el Chaetomium sp.). Por el
reverso también presentd un ligero manchado color verde olivo mas oscuro.

El Chaetomium sp., causé los deterioros mas importantes en todas las fotografias
(imagenes 34 y 35). La pérdida de gelatina fue total y dejé expuesta la barita, la
cual, a raiz de la pérdida de gelatina que la aglutina queddé friable. El deterioro
causado en el papel fue el mas drastico, pues ademas de un pronunciado

amarillamiento del soporte, causo su rigidez, que a su vez propicio roturas.

Imagen 26. Muestra “testigo 1”, dia 3. Imagen 27. Muestra “testigo 1”, dia 33. Crecimiento
blanco evidente en las zonas oscuras (cabello y
cuello)
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Imagen 28. Crecimiento de la muestra 1 de Alternaria Imagen 29. Crecimiento de la muestra 1 de Alternaria
sp., dia 4. sp. dia 33.

bt

Imagen 30. Crecimiento de la muestra 1 de Imagen 31. Crecimiento de la muestra 1 de
Aspergillus sp. dia 4. Aspergillus sp. dia 33.
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Imagen 32. Crecimiento de la muestra 1 de Imagen 33. Crecimiento de la muestra 1 de
Cladosporium sp., dia 4. Cladosporium sp., dia 33.

Imagen 34. Crecimiento de la muestra 1 de Imagen 35. Crecimiento de la muestra 1 de
Chaetomium sp. dia 4. Chaetomium sp. dia 33.
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3.3. Seleccién del método de aplicacién del Citricidal® y el Eviter® en las

fotografias

Previamente a la fumigacion con los biocidas seleccionados se procedid a realizar una
limpieza superficial de las fotografias de acuerdo a las recomendaciones hechas por el
American Institute for Conservation of Historic and Artistic Works (AIC) (Bertalan et al.,
2017). Como se menciond en el apartado anterior, posteriormente a la observacién bajo
microscopio de las cepas, los papeles secantes mojados se reemplazaron por papeles
secantes esterilizados secos para disminuir la humedad de la gelatina y facilitar los

procesos de limpieza subsecuentes.

Se llevé a cabo una aspiracion del anverso y reverso de las fotografias con una
aspiradora (Karcher DS5600) con filtros HEPA y de agua®. Para asegurar el proceso de
aspirado y tener un control en el tipo de particulas que se podian desprender de la
superficie se coloco una malla monyl** en la boquilla. Con este proceso se removieron la
mayoria concreciones superficiales; esto permite dejar mas expuestas las hifas vy
asegurar su contacto con lo biocidas. En el caso del Chaetomium sp. no fue posible

remover por completo las concreciones superficiales.

Con el fin de implementar una metodologia similar a la que se seguiria en un archivo en
caso de ataque fungico, se inicid por investigar los métodos que se han empleado
anteriormente para la desinfeccion de impresiones fotograficas; asi mismo se hizo una
revision de cuales son los métodos de aplicacion posibles, sus caracteristicas, ventajas y
desventajas, y a partir de eso, determinar cual es el mas apropiado y eficaz considerando

las grandes cantidades de material fotografico que suele existir en los acervos.

33 . . ) .

De acuerdo a las recomendaciones del fabricante, al agua usada para colocar en el filtro de la aspiradora se le
agregaron unos mililitros de la solucién anti-espuma proporcionada por el mismo.
3

Malla de poliéster.
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Métodos de aplicacion®:

Método Ventajas Desventajas Conclusion
Inmersion Accion integral del Por la accién metabdlica de | No recomendable para
_ et — biocida, garantiza su los hongos la gelatina ataques mayores donde

(Cuhna Boaventura
et al., 2011, pp. 49,
79, 82, 120, 158)

penetracion en todo el
material.

puede estar friable, por lo
tanto podria representar su
disolucién y, debido al
estado de degradacion, su
pérdida.

se comprometa la
integridad material de la
fotografia.

Pincel

— plata gelatina —
(Diaz Cafias &
Guzman Solano,

Aplicacion controlada y
puntual en caso de tener
ataques menores.

Por la puntualidad del
método no se puede aplicar
a grandes cantidades de
material de manera

Recomendable para
casos de ataques
fungicos puntuales.

2009, p. 36) eficiente.
Aplicacion con | Aplicacion controlada y Por la puntualidad del Recomendable para
hisopo puntual en caso de tener | método no se puede aplicar | casos de ataques

o ataques menores y que el | a grandes cantidades de fungicos puntuales en
— colodion y plata aglutinante esté en buen | material de manera donde el aglutinante no
gelatina — estado (no disgregado). eficiente. Ademas, en caso | esté (o minimamente)
(Cuhna Boaventura de tener una gelatina en un | afectado.
etal., 2011, p. estado friable podria
40)* (Gutiérrez representar, la accion
Olguin et al., 2011, mecénica del hisopo podria
pp. 14, 22, 26) provocar mayores pérdidas

de material.

Aspersion El tamario de particula Se debe hacer una revision | Método general que

— plata gelatina —
(Cuhna Boaventura
etal., 2011, pp. 72,

154)%7

que permiten muchos
aspersores es suficiente-
mente pequefia para
garantizar una aplicacion
homogénea de las
sustancias sin mojar en
exceso la superficie
(deseable debido a un
estado friable de la
gelatina) y permite una
aplicacién mas general.

del aspersor que se vaya a
emplear pues algunos
pueden generar gotas muy
grandes que podrian mojar
la superficie en exceso.

permite una mayor
cobertura sin entrar
directamente en contacto
con la superficie del
material.

Garavito (2009) usa la
aspersion apoyandose en
una malla monyl lo cual

El uso de la malla monyl
reduce el campo de aplica-
cion del producto, lo cual

% A partir de lo recopilado en los diferentes informes y trabajos revisados para estos apartados.

36 Método de aplicacion planteado en la propuesta de intervencion del informe reportado, mas no llevado a cabo. El
tratamiento de desinfeccion se realizé por inmersiéon (Cuhna Boaventura et al., 2011, p. 49).
37 Método de aplicacion planteado en la propuesta de intervencion del informe reportado, mas no llevado a cabo. El
tratamiento de desinfeccion se realizé por inmersién (Cunha Boaventura et al., 2011, pp. 79, 82, 158).
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permitié disminuir mas el
tamano de particula.

no permitiria (o complica-
ria) su uso con grandes
cantidades de material.

Nebulizacion
(Apoyo para el
Desarrollo de
Archivos y Bibliotecas
de México, 2011)

El tamafo de particula
que permite la
nebulizacién es el mas
pequefio y por lo tanto el
mas idoneo para la
aplicacién de cualquier
producto sobre
fotografias, pues permite
una aplicacién
homogénea sin mojar la
superficie excesivamente

Este procedimiento no
permite una aplicacion
masiva de fumigacion.

En términos de
metodologia éste seria el
método idoneo, aunque
controlar el ambiente de
la nebulizacién en
camaras de tamafos
mayores podria ser
complicado, debido a que
la mayoria de las
particulas caen mas cerca
del nebulizador y, en

zonas mas lejanas el
alcance es menor. Asi
mismo hay un riesgo de
condensacion, que en
camaras grandes puede
ser mas dificil de cuidar.®®

Tabla 2. Recopilacidon de los métodos de aplicacion reportados en la bibliografia, sus ventajas y desventajas.

A partir de estas consideraciones se decidié que el método de aplicacion que tiene mayor
probabilidad de ser usado en archivos es la aspersion, pues implica menores costos que
la nebulizacion. Ademas, contrariamente a los pinceles o hisopos, cubre mayor superficie

y no implica una interaccidon mecanica directa con el estrato de la imagen.

Para definir las concentraciones de los biocidas y los medios de dilucién se procedi6 a
una revision de diversas investigaciones anteriores (Buendia Sanchez, 2017; Caceres
Acereto, 1998; Lucas, 2016) y a analizar algunos casos que ya se tenian identificados de
fumigacion con Citricidin® en informes de la especialidad de fotografia (Cunha
Boaventura et al., 2011, pp. 40, 82; Garavito Posada, 2009, p. 23; Gutiérrez Olguin et al.,
2011, p. 22).

Por un lado, en la tesis de Caceres (1998, p. 138) la conclusién fue que una
concentracion de Citricidin® preparado al 0.2% en agua destilada era idénea para la

mayoria de las especies. Por otro lado, en los informes de la especialidad de fotografia

38 . . . . . . . L.
A partir de experiencia personal durante la devolucion de plano de unas fotografias en camara de nebulizacién en el
Harry Ransom Center.
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se identifico que las concentraciones a las que mas comunmente se aplicaba el
Citricidin® era al 1% o 2%, usandolo en agua destilada, en etanol o en agua-etanol y en
los cuales no se identificaron los criterios para la decision a este respecto, salvo en el
caso de los colodiones, en los cuales debido a la sensibilidad que tienen al alcohol, se
uso6 agua. De este modo se optd por evaluar estas dos ultimas concentraciones y, a partir
de los resultados obtenidos por Caceres (1998, p. 146) y de las evaluaciones posteriores
de la Mtra. Gabriela Cruz con relacion a estos, se optd por probar una tercera
concentracion al 0.5%, pues también las especies de hongos inoculadas en las

fotografias son mas agresivas que las identificadas y tratadas por Caceres.

En la investigacién que llevé a cabo Chloé Lucas (2016) como parte de su memoria de
titulacion de la maestria en conservacion de fotografias del Institut National du Patrimoine
corrobord que la concentracion de agua-alcohol 30:70 v/v funciona como biocida por si
misma (hasta ese momento las conclusiones de los investigadores habian sido un poco
incongruentes, pues dependiendo de las concentraciones empleadas la mezcla de agua-
alcohol puede inhibir o favorecer el crecimiento de microorganismos). Asi mismo, usar
solamente alcohol podria dafar la gelatina, pues deteriora las cadenas proteicas
(Madigan et al., 2013, p. 698). De este modo se descartaron tanto el Citricidal® en
alcohol puro debido a este riesgo que representa para la fotografia, como su uso en una
dilucion de agua-etanol 30:70 v/v, pues siendo esta concentracion biocida per se no se
podria tener una referencia de qué se esta evaluando, si la eficacia del extracto de

toronja o el solvente.

Las diluciones por las que se optd fueron entonces Citricidal® en agua destilada y en

agua-etanol 50:50 v/v, usando las concentraciones 0.5%, 1% y 2% v/v.
Por su parte el Eviter® se decidié usar al 100%, de acuerdo a las recomendaciones de la

fabrica. Como respaldo de esto, esta la tesis de Buendia Sanchez (2017, p. 37), quien

probo el esterilizante quirtrgico en frio Eviter® usandolo al 3% y 5%, concentraciones
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con las cuales tuvo resultados positivos para la eliminacién de los hongos Phoma sp. y

Aspergillus sp., pero no con el Chaetomium sp.

Se prepararon 60 ml de cada dilucién de Citricidal®, teniendo en total seis diluciones
Dilucién en H,0 destilada Dilucién en H,O:etanol (50:50 v/v)

0.5% 1% 2% 0.5% 1% 2%

La cantidad de Citricidal® correspondiente a cada concentracion fue la siguiente:

Concentracion Cantidad
0.5% 0.3 ml
1% 0.6 mi
2% 1.2 ml

Procedimiento de aplicacion:

Siendo a razén de 6 impresiones para realizar pruebas con las diluciones de Citricidal®,
una para el Eviter® y un fragmento que no seria sometido a desinfeccion, como testigo
del crecimiento natural de cada cepa inoculada (ademas de los dos fragmentos como
testigos de las impresiones sin inocular; ver tabla 1), las impresiones fotograficas se
recortaron de forma a obtener los 8 fragmentos requeridos para la experimentacion (con
cada tipo de hongo). El proceso de recorte de impresiones se hizo en campo estéril y con
ayuda de pinzas y tijeras esterilizadas con calor y alcohol etilico para evitar la

contaminacion entre las probetas (imagen 36).
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Imagen 36. Recorte de muestras en medio estéril en el laboratorio de biologia de la ENCRyM.

La aplicacion se llevé a cabo por aspersion, primero en el reverso de las muestras y
posteriormente sobre el anverso. Se aplicaron 10 aspersiones de cada lado en todas las
fotografias. Al realizar esto se observdé una ligera deformacién de las impresiones
fotograficas al reaccionar con agua; por el tamano de las muestras estas pérdidas de
plano no fueron importantes, pero fue evidente una mayor reaccién de aquellas que a las
que se les aplicé Citricidal® diluido en agua, que aquellas tratadas con agua-etanol o con
Eviter®. Igualmente se noté que algunas particulas de Chaetomium sp. se desprendieron
solas al momento de su manipulacién. Se dejaron secar en plano sobre una cama de
papel secante y hollytex® (ver imagen 37) y una vez secas se almacenaron de manera
individual en sobres de papel bond y, por género, se guardaron en cajas de cartdn
corrugado libre de acido; los testigos de cada género, al no haber sido tratados si no
solamente aspirados, se guardaron dentro de sus respectivos sobres en cajas
individuales (imagen 38). Todos los sobres y cajas se etiquetaron para tener un registro
adecuado de las muestras y se almacenaron en el laboratorio de biologia de la ENCRyM
junto con un datalogger para llevar un registro preciso de las condiciones ambientales

(ver apartado 3.6).
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/ Fotografia con aglutinante hacia arriba
—> Hollytex
\ Papel secante grueso

Imagen 37. Esquema de secado de las impresiones fotograficas

Imagen 38. Disposicion de los sobres en cajas de cartén libres de acido. Los testigos se guardaron en cajas
aparte.

Se hizo una revision a los siete dias de haber llevado a cabo la fumigacion y se realizé
un registro general del estado de crecimiento o inhibicién de los hongos en las
impresiones fotograficas. Durante esta revisidn no se observd ningun cambio evidente en
el crecimiento de los hongos.
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Eviter® Citricidal® en agua Citricidal® en agua alcohol
0.5% 1% 2% 0.5% 1% 2%

Alternaria sp. b

Aspergillus sp.

Cladosporium

sp.

Chaetomium sp.

Tabla 3. Registro de las probetas de fotografias una semana después de la aplicacion

A los catorce dias de estar las probetas en condiciones de almacenamiento, se volvié a
realizar una revision y registro de las imagenes. Todas las muestras de Chaetomium sp.
que habian sido tratadas con Citricidal® presentaban colonias en la misma cantidad que
después de la limpieza y primera fumigacion, evidente en la presencia de concreciones
esféricas color verde (imagen 39). Por su parte, la de Chaetomium sp. que habia sido
desinfectada con Eviter®, si bien presenté también estas concreciones, fueron mucho
menores (imagen 40). Ante esto se decidid, en conjunto con la Mtra. Gabriela Cruz,
volver a aplicar el Eviter® al dia siguiente, con el mismo procedimiento por aspersion,

para tratar de asegurar un efecto biocida mediante la repeticidon del proceso. En el caso
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de las demas cepas de hongos no se observo crecimiento en ninguna de las muestras a

lo largo de este periodo de 14 dias.

i

Imagen 39. Probeta de fotografia con Chaetomium sp. tratada con Citricidal® en agua-etanol al 2% el dia de la
primera fumigacion (22 de mayo) y en los dias posteriores (29 de mayo, 7 de junio, 21 de junio). Es evidente la
presencia de formaciones fungicas, sin embargo su crecimiento es nulo.

Imagen 40. Probeta de fotografia con Chaetomium sp. tratada con Eviter® . Izquierda: 7 dias después de la
primera aplicacion. Centro: 14 dias de la primera aplicacion; dia de la segunda (particular a esta probeta).
Derecha: 28 dias después de la primera aplicaciéon y 14 dias después de la segunda. No hay cambios evidentes
en el crecimiento de las colonias.

Se realizd una tercera revision a los 28 dias de la fumigacién inicial, y se llevd a cabo
nuevamente un registro. Las fotografias con Alternaria sp. no presentaron ningun
cambio, ni crecimiento (imagenes 41 y 42). En las que se inoculd Cladosporium sp. y
Aspergillus sp., presentaron un ligero crecimiento de hongos y el desarrollo de las

esporas fue principalmente evidente en el reverso. Por su parte, las muestras con
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Chaetomium sp. presentaron una mayor proliferaciéon de este hongo a comparacion de
las demas especies, sin embargo el crecimiento fue mas lento que tras la inoculacion
inicial y su incubacién en las cajas de Petri. La muestra tratada con Eviter® presenté

también un crecimiento lento pese a las diversas aspersiones aplicadas.

e

Alernana
ol Tyl

Imagen 41. Probeta de fotografia con Alternaria sp. a los 14 dias de la primera aplicacion

Imagen 42. Probeta de fotografia con Alternaria sp. a los 14 dias de la segunda aplicacién. Es evidente la
ausencia de crecimiento de microorganismos.
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3.4. Segundo cultivo y resultados

En total, las probetas de fotografias permanecieron en sus sobres individuales, dentro de
las cajas, durante cinco semanas (35 dias) en el laboratorio de biologia de la ENCRyM**,
tras las cuales se realizd un nuevo cultivo en EMA de cada una de las cepas para
evaluar si habia o no posibilidad de crecimiento de los hongos y determinar la efectividad
de los tratamientos en funcién del crecimiento (o la ausencia del mismo) en medios de

cultivo.

Imagen 43. Ejemplo del crecimiento, y el método para su medicion, de la muestra de Cladosporium sp. al 2% en

agua-etanol a los dias 5, 7 y 13 después de su siembra en los medios de cultivo.

El procedimiento fue el mismo que para la primera siembra de cultivos (ver apartado
Metodologia de cultivo, p. 49) y permanecieron en la estufa de cultivo durante 14 dias a
una temperatura promedio de 28°C, durante los cuales se realiz6 un registro periédico de
todas las muestras para tener un referente de la evolucién de los microorganismos
(imagen 43). Al cabo de los catorce dias fue evidente que el crecimiento de los cultivos
fue muy aleatorio; incluso en el caso de los cultivos tomados de las probetas con
Alternaria sp. con Citricidal® al 0.5% en agua destilada y con Cladosporium sp. con
Eviter® el crecimiento fue nulo. Para tratar de identificar algun patrén en el crecimiento
de los hongos en esta etapa se registro el diametro de crecimiento de cada uno. Esto se

hizo trazando una cuadricula en la tapa de cada caja de Petri (imagen 43). En casi todos

39 Los detalles de las condiciones ambientales se encuentran el apartado 3.6, p. 81.

72



los casos donde se presentd desarrollo de las colonias, a lo largo de los primeros 3 a 4
dias el crecimiento fue mas pausado, mientras que hubo un aceleramiento general del
proceso entre esos dias y el séptimo después de la incubacion, y posteriormente
siguieron creciendo pero a una velocidad menor (variable en las diferentes muestras)
(ver graficas correspondientes a Alternaria sp, Aspergillus sp. y Chaetomium sp. tratadas
con Eviter® en las imagenes 44 a 46, y Alternaria sp, Aspergillus sp., Cladosporium sp. y

Chaetomium sp. tratadas con Citricidal® al 2% en agua destilada en imagenes 47 a 50).

Alternaria sp. con Eviter
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Imagen 44. Grafica de crecimiento de Alternaria sp. desinfectada con Eviter®. En rojo fase de latencia, en verde

fase exponencial y en naranja la fase estacionaria.

Aspergillus sp. con Eviter
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Imagen 45. Grafica de crecimiento de Aspergillus sp. desinfectado con Eviter®
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Chaetomium sp. con Eviter
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Imagen 46. Grafica de crecimiento de Chaetomium sp. desinfectado con Eviter®

Alternaria sp. c/Citricid. en H20 (2%)
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Imagen 47. Grafica de crecimiento de Alternaria sp. desinfectado con Citricidal® al 2% en agua destilada
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Aspergillus sp. c/Citrici. en H20 (2%)
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Imagen 48. Grafica de crecimiento de Aspergillus sp. desinfectado con Citricidal al 2% en agua destilada

Cladosporium sp. c/Citricid. en H20 (2%)
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Imagen 49. Grafica de crecimiento de Cladosporium sp. desinfectado con Citricidal al 2% en agua destilada

75



Chaetomium sp. c/Citricid. en H20 (2%)

Diametro (cm)
O R, N WU g ® O

30-jun
01-jul
02-jul
03-jul
04-jul
05-jul
06-jul
07-jul
08-jul
09-jul
10-jul
11-jul
12-jul

Imagen 50. Grafica de crecimiento de Chaetomium sp. desinfectado con Citricidal al 2% en agua destilada

Estos patrones son muy comunes en los crecimientos de colonias de microorganismos.
De acuerdo a la dinamica propuesta por Jacques-Lucien Monod (Trinidad Bello, 2014, p.
25) las fases de crecimiento que siguen los microorganismos son cuatro:

1. Fase de latencia

2. Fase exponencial

3. Fase estacionaria

4. Fase endogena
De estas cuatro etapas (conocidas como “Modelo de Monod”) se observaron las tres
primeras: latencia (enmarcada en rojo en la imagen 44, como ejemplo), que implica la
adaptacién de los microorganismos al medio, exponencial (enmarcada en verde en la
imagen 44), que es la de mayor crecimiento en situaciones en que el sustrato se
encuentre en abundancia (como es el caso de los medios EMA), y estacionaria
(enmarcada en naranja en la imagen 44), que es cuando el microorganismo se encuentra
en equilibrio con el medio (Trinidad Bello, 2014, p. 25). Aunque en el caso presente hubo

algunas cepas (imagenes 46 y 50) donde el crecimiento no sigui6 este patron.
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A partir de los resultados de esta siembra, considerando que en dos casos no hubo
crecimiento, y algunos otros tuvieron un desarrollo menor*, se concluyé que la
fumigacion posiblemente si habia tenido efecto, mas no completa, ni homogéneamente,
si no que en algunas zonas en donde confluyd una mayor cantidad de producto pudo
haber sido completamente inhibida, mientras que en otras no. También es posible que
cada especie reaccione distinto con los productos usados; asi mismo, cada micro-
organismo tiene su propia velocidad de desarrollo. Este ultimo factor es importante
tomarlo en cuenta para futuras investigaciones, pues en este caso se desconoce la
velocidad particular de crecimiento de cada especie: las muestras de Chaetomium sp. y
de Alternaria sp. con las que contaba el laboratorio ya se encontraban en estado de
maduracién 6ptimo para su inoculacion, mientras que Aspergillus sp. y Cladosporium sp.
se sembraron en EMA a partir de muestras tomadas de cultivos en seco con los que
contaba el laboratorio, para su maduracién e inoculacién en las fotografias. Seria idoneo
llevar a cabo una siembra de las cuatro cepas, tras una aplicacién controlada de los
productos, sometiendo todas a las mismas condiciones y llevando un registro periédico
para una comparaciéon de las velocidades de crecimiento especificas a cada género con

y sin aplicacion de los biocidas.

Por su parte, llevar a cabo un registro de este modo en las probetas fotograficas resultd
sumamente complicado pues en éstas el crecimiento del hongo no es lineal; se va dando
de manera mas aleatoria que en un cultivo en agar y se fue observando en distintos
patrones prefiriendo las zonas con predominancia de gelatina y menor cantidad de plata
(ver subapartado Alteraciones de la plata, p. 19). Para la evaluacién de su desarrollo se
observaron factores como el crecimiento de concreciones afelpadas o esféricas y la
disminucién del brillo relacionada con la pérdida y cambio superficial de la gelatina (ver p.
76).

40 Muestras de Aspergillus sp. tratadas con Eviter® y con Citricidal® al 1% y 2% en agua destilada, o de Cladosporium
sp. tratadas con Citricidal® al 0.5% y 1% en agua destilada.
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3.5. Segunda y tercera aplicacion

Después del segundo cultivo se decidié hacer nuevamente el proceso de fumigacion en
todas probetas fotograficas: primero se realiz la aspiracion de las probetas y después se
llevé a cabo el mismo procedimiento de fumigacion con ambos biocidas. Es importante
mencionar que el efecto residual biocida de ambos productos es distinto, siendo el del
Eviter® de 72h (de acuerdo a lo mencionado en la pagina de la empresa), mientras que
el del Citricidal® no se encontr6 de manera especifica, sin embargo se encontraron
referencias de otro producto biocida comercial de composicién similar (extracto de
toronja, glicerina y acido ascorbico) cuyo efecto permanece hasta durante 30 dias (Marin
Serafin, 2006, p. 43).

Las probetas se metieron en sobres individuales nuevos para evitar el contacto con las
esporas que permanecieran en los sobres originales y se volvieron a guardar en las cajas
de cartén corrugado libre de acido, esta vez en el laboratorio de fisico quimica de la
ENCRyM.*

A los 8 dias de haber llevado a cabo dicho procedimiento se realizé una revision de todas
las probetas. La Alternaria sp. fue la Unica en la que no se registraron cambios o
crecimientos de colonias fungicas. El Cladosporium sp. también presento el desarrollo de
esporas tanto en el anverso como en el reverso en la probeta de Citricidal® en agua-
alcohol al 1%. Por su parte el Aspergillus sp. tuvo un desarrollo mas variable: en la
probeta con Eviter® si hubo una ligera esporulacién tanto en anverso como en reverso,
mientras que las probetas de Citricidal®, la de agua al 0.5% no presentd esporulacion;
con las otras dos concentraciones si hubo, aunque muy ligera, por el reverso (1%) y
anverso y reverso (2%). Finalmente el Chaetomium sp. resulté tener un crecimiento
general, mas pronunciado que las demas especies, en todas las probetas por anverso y

reverso.

M1 Para detalles de las condiciones medioambientales ver apartado 3.6, p. 81.
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Alternaria sp. Aspergillus sp. Cladosporium sp. Chaetomium sp.
. Sin cambios Ligero crecimiento Sin cambios Ligero crecimiento por
Eviter evidentes | por anverso y reverso evidentes anverso y reverso
Citricidal H2O | Sin cambios Sin cambios Sin cambios Crecimiento moderado
0.5% evidentes evidentes evidentes por anverso y reverso
Citricidal H2O | Sin cambios | Ligero crecimiento en Sin cambios Crecimiento moderado
1% evidentes el reverso (soporte) evidentes por anverso y reverso
Citricidal H2O | Sin cambios | Ligero crecimiento Sin cambios Crecimiento moderado
2% evidentes | por anverso y reverso evidentes por anverso y reverso
Citricidal
H2O:etanol Sin cambios Sin cambios Sin cambios Crecimiento moderado
0.5% evidentes evidentes evidentes por anverso y reverso
o Ligero crecimiento
Citricidal Sin cambios Sin cambios por anverso y Crecimiento moderado
H,0O:etanol 1% evidentes evidentes reverso por anverso y reverso
Citricidal Sin cambios Sin cambios Sin cambios Crecimiento moderado
H,0O:etanol 2% evidentes evidentes evidentes por anverso y reverso

Tabla 4. Cambios observados en las probetas fotograficas después de las tres aplicaciones

Tras dicho registro, una semana después de la segunda aplicacién, se llevo a cabo una
tercera aplicaciéon de los productos (cuarta para el caso de la impresion de Chaetomium
sp tratada con Eviter®), directamente sobre las probetas, siguiendo el mismo
procedimiento pero sin llevar a cabo la aspiracion previa, pues se considerd que dichos
crecimientos no eran lo suficientemente grandes. Todas las probetas se registraron y
permanecieron resguardadas durante 21 dias, al cabo de los cuales se hizo una nueva

observacion y registro finales, incluyendo los testigos, que se describen a continuacion.

Alternaria sp.
Presentaron muy poco crecimiento a comparacion del testigo y en el caso del Eviter® y
las concentraciones mas altas de Citricidal® tanto en agua destilada como en agua-
etanol no presentaron desarrollo de hongos. Tanto las probetas que se usaron para la
aplicaciéon de los biocidas como la muestra testigo presentaron disgregacién en la
superficie de la imagen debido al debilitamiento de la gelatina por accion de los hongos.
Se tomo6 una muestra del crecimiento presente en la probeta con Citricidal® en agua-
etanol al 0.5%, pues el tamafno de las particulas era suficientemente grande para tomar

una muestra, a comparacién de las demas fotografias inoculadas con Alternaria sp., y
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tratadas con otras concentraciones, para su observacién bajo microscopio, pero su poca
maduracién no permitid su correcta apreciacion. A comparacion de las muestras con

otros géneros, la pérdida de gelatina fue minima.

Aspergillus sp.
No se observé mucha diferencia entre los crecimientos del testigo y de las probetas,
aunque si hubo un crecimiento mas pronunciado en el testigo y una mayor pérdida de
gelatina evidente en la pérdida de brillo y exposicién de la barita. En estas ultimas se
identificd la presencia de unas pequefias esferas color negro que en un principio se
pensé podian ser esporas, no obstante gracias a la observacién en microscopio se pudo
identificar un patron esférico microscopico sin caracteristicas formales correspondientes
a las esporas fungicas. Se intentd tomar una muestra de uno de estos elementos, sin
embargo su tamafio microscopico dificultdé mucho su colocacion en porta objetos y su
observacion bajo microscopio, no permitiendo concluir nada sobre su naturaleza por este
método. Por otro lado, en la muestra tratada con Citricidal® al 1% en agua destilada se
observaron puntitos color naranja, similar al foxing, pero no se pudo concluir nada con
relacion a la naturaleza de estos crecimientos. Finalmente, en algunas zonas fueron
notorias unas ligeras oquedades en la superficie que nos remitieron a una posible

antigua presencia de las esferas antes mencionadas.

Cladosporium sp.
Las probetas inoculadas con este hongo, posteriormente a las fumigaciones, tuvieron un
menor crecimiento que el testigo, pero evidente. En todas hubo una disminucién del brillo
a raiz de la pérdida de la gelatina, sin llegar a la exposicién y disgregacion de la barita
(salvo en la probeta tratada con Eviter® en la cual el hongo tuvo mayor desarrollo pues
en esa zona se llevd a cabo la inoculacién del género). Algo particularmente notorio fue
la presencia de las esferas encontradas en las probetas de Aspergillus sp., sin embargo
en estas, ademas de las de color negro se observaron algunas de un color café/pardo. Al
igual que con el Aspergillus sp., se intentd6 tomar una muestra de estas formaciones

esféricas, sin resultados concluyentes.
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Chaetomium sp.
Con esta cepa la diferencia entre las probetas y el testigo fue la mas evidente. El
crecimiento del testigo fue mas importante que con las probetas, de las cuales la que
mejores resultados tuvo fue la tratada con Eviter®, la cual presentd un crecimiento mas
lento, debido a la inhibicidon por el producto. En todas las probetas con Citricidal® en
general hubo un ligero crecimiento. Por otro lado, mientras que en las probetas que se
usaron para las fumigaciones la pérdida de gelatina fue importante, mas no total, en el
testigo si lo fue, y a diferencia de los testigos de las otras especies fungicas, el de
Chaetomium sp. presentd también las formaciones esféricas en superficie, tanto pardas

COmo negras.

Para tratar de identificar algun patréon con relacion a los crecimientos esféricos que se
observaron se decidié realizar una observacion mas puntual, bajo un microscopio 6ptico
Iroscope® NZ-14 del laboratorio de fisicoquimica de la ENCRyM, con luz directa,

obteniendo los siguientes resultados:

Alternaria sp.*

Formaciones esféricas pequefas,
Eviter mayoritariamente  negras aunque se
observaron algunas pardas.

Citricidal H,O — 0.5% Muy pocas formaciones color pardo.

Citricidal H,O — 1% Muy pocas formaciones color pardo y
negro.
Citricidal H,O — 2% Muy pocas formaciones color negro y se

observaron algunas transparentes.

Las formaciones presentan una apariencia

Citricidal H,O:OH — 0.5% | ligeramente mas plana, similar a

deyecciones color pardo oscuro.

Se observaron algunas manchas color

Citricidal H,O:OH — 1% | rojizo, asi como formaciones esféricas

negras y pardas.

Citricidal H,O:OH — 2% | idem.

Ligera presencia de formaciones negras y
Testigo pardas. La gelatina se perdié por completo.

Tabla 5. Observaciones bajo microscopio de las probetas con Alternaria sp.

*Como se mencioné mas arriba el desarrollo de esporas y crecimiento de las colonias flngicas de esta
especie no fueron notorias. Por otra parte, en todas las probetas la gelatina y la barita se observaron con
una ligera disgregacién debido a la accion de las hifas por anclarse al sustrato.
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Aspergillus sp.

Eviter

Presencia de algunas formaciones negras
y transparentes.

Citricidal H.O — 0.5%

Nada evidente. Conserva mas gelatina que
las otras probetas.

Citricidal H,O — 1%

Muy pocas formaciones rojizas, pequefias.
Mayor cantidad de gelatina que en las
otras probetas.

Citricidal H-O — 2%

Idem.

Citricidal HoO:OH — 0.5%

Pocas formaciones pequefias color negro y
algunas transparentes con ligero brillo.

Citricidal H,O:OH — 1%

Formaciones pequefias y medianas color
negro. Pocos restos de gelatina.

Citricidal HoO:OH — 2%

Formaciones pequefas color negro.

Testigo

Formaciones pequefias y medianas color
negro.

Tabla 6. Observaciones bajo microscopio de las probetas con Aspergillus sp.

Cladosporium sp.

Eviter

Disgregacion de la barita y la gelatina.
Presencia de formaciones esféricas,
rojizas, pardas y negras.

Citricidal H,O — 0.5%

Gran presencia de formaciones negruzcas.

Citricidal H,O — 1%

Principalmente  formaciones  esféricas
negras, aunque también presenta algunas
color pardo. Este también presentdé una
disgregacién evidente.

Citricidal H-O — 2%

Color pardo-ocre y un mayor numero de
color negro.

Citricidal HoO:OH — 0.5%

Ligera presencia de formaciones esféricas
negras y pardas.

Citricidal H,O:OH — 1%

Presencia de formaciones esféricas
negruzcas Yy algunas transparentes,
ligeramente brillantes.

Citricidal HoO:OH — 2%

Ligera presencia de formaciones esféricas
negras y pardas.

Testigo

Algunas formaciones pequefas negras y
algunas oquedades.

Tabla 7. Observaciones bajo microscopio de las probetas con Cladosporium sp.
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Chaetomium sp.

Para este caso se generalizara, pues en todas las probetas se identifico
el mismo patrén: presencia general de formaciones esféricas negras y
pardas, asi como una pérdida casi total de la gelatina y disgregaciéon de
la barita.

La ausencia de gelatina es casi total,
evidente en primera instancia por la falta
de brillo de la superficie, y en segunda por
la pulverulencia de la capa de barita,
indicador de la falta de aglutinante. La
rigidez y consecuente fragilidad del papel
de soporte es mucho mayor que en todos

los demas ejemplares.
Tabla 8. Observaciones bajo microscopio de las probetas con Chaetomium sp.

Testigo

Las dos probetas resaltadas en color gris en las tablas superiores (Alternaria sp. con
Citricidal® H,0:0H — 1% y Cladosporium sp. en Citricidal® H,O:0H — 1%), por la variada
coloracién de las formaciones que presentaron, se tomaron para llevar a cabo una
observacion mas detallada de dichas formaciones, sin lograr obtener resultados
concluyentes con relacibn a su naturaleza. Seria deseable llevar a cabo una
investigacion mas puntual al respecto, iniciando por evaluar si con el tiempo hay un
mayor desarrollo de estos que permita su toma de muestra y observacion. Esto se hizo
en el laboratorio de ensefanza de la ENCRyM con el apoyo de la TQI Luz Esperanza
Lopez Méndez, bajo el microscopio 6ptico Leica DMLM, algunas directamente desde el
ocular con ayuda del celular y otras con una camara Moticam J80 de 5.0 megapixeles,

con ayuda del programa Moti Images Plus 2.0.
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Imagen 51. Formaciones esféricas rojizas en

Alternaria sp. 63X. Tomada con camara Moticam J80
en el laboratorio de ensefianza de la ENCRyM.

Imagen 53. Formaciones rojizas-pardas en Alternaria
sp. 20X. Tomada con camara de celular a través del
microscopio, en el laboratorio de ensefianza de la
ENCRyM.

Imagen 52. Zona de mayor incidencia de
formaciones brillantes en Cladosporium sp. 63X.
Tomada con camara Moticam J80 en el laboratorio
de enseiianza de la ENCRyM.

2

Imagen 54. Formaciones rojizas en Alternaria sp. al
parecer dentro de una cavidad en la superficie del
aglutinante. 50X. Tomada con camara de celular a
través del microscopio, en el laboratorio de
ensefianza de la ENCRyM.

. : L
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3.6. Comparacion de resultados con los registros de HRy T °C.

A lo largo del periodo de resguardo de las probetas, posterior a su fumigacion, se llevé a
cabo un control de las condiciones ambientales (humedad y temperatura) del area de

almacenamiento con un PEM2 Datalogger*.

ENCRYM1
Date Range Temperature Relative Humidity
Start 2017-04-23 T°C Mean 22.2 %RH Mean 52
End 2017-09-14 T°C Median 22.1 %RH Median 52
T°C Min 17.3 %RH Min 24
T°C Max 27.3 %RH Max 76
T°C Stdev 2 %RH Stdev 1

Imagen 55. Valores maximos, minimos y promedio de temperatura y humedad relativa en el periodo del 23 de
abril de 2017 al 14 de septiembre de 2017 en los laboratorios de biologia (hasta el 13 de agosto de 2017) y de
fisico quimica de la ENCRyM (a partir del 14 de agosto del 2017).

Si bien a lo largo del periodo registrado las diferencias en los valores maximos y minimos
de humedad relativa y temperatura aparentan ser grandes (temperatura minima de
17.3°C y maxima de 27.3°C, HR minima de 24% y maxima de 76%; imagen 55), en las
graficas presentadas a continuacion se puede notar que dichas fluctuaciones fueron

paulatinas a lo largo de los meses.

Las temperaturas mas altas (arriba de los 25°C) se registraron a finales de mayo y
durante gran parte del mes de junio (ver imagen 56), mientras que las mas bajas
(menores a los 20°C) fueron durante el mes de julio y en el periodo registrado de
septiembre. Sin embargo, estos periodos de mayores temperaturas, como se puede
apreciar en la grafica RH of ENCRYM1 (imagen 57), coinciden con picos mas bajos de
humedad (menor a 40%), pues fue a finales de abril y en el mes de julio que se registro

la humedad relativa mas baja.

42 Este dispositivo fue desarrollando por el Image Permanence Institute, que forma parte del Rochester Institute of
Technology. Para informacion mas detallada visitar: https://www.imagepermanenceinstitute.org/environmental/pem2-
datalogger
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Previamente, se explicé que el rango de temperatura ideal para el crecimiento de los
hongos es entre 23.8°C y los 28.7°C (ver apartado Principales factores para el
crecimiento de microorganismos, p. 13). Si consideramos que la temperatura promedio
es de 22.2°C eso nos indica que durante un mayor tiempo las probetas estuvieron a
temperaturas relativamente bajas, o al menos por debajo de la temperatura minima

considerada favorable para su desarrollo.
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Imagen 56. Tabla general de temperaturas del 24 de abril al 15 de septiembre de 2017 en los laboratorios de
biologia (hasta el 13 de agosto de 2017) y de fisico quimica de la ENCRyM (a partir del 14 de agosto del 2017).
La humedad tuvo picos mas altos (arriba de 60%) en julio y septiembre, llegando en
algunos momentos a mas de 65% entre finales de julio y principios de agosto y a lo largo
del periodo registrado en septiembre (ver imagen 57). Como se mencioné en el apartado
Principales factores para el crecimiento de microorganismos (p. 13), la HR ideal para el
crecimiento de éstos es entre 65% y 70%, por lo cual estos meses (agosto — septiembre)

de la temporada de lluvias, son los mas favorecedores para su crecimiento.
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Este factor es muy importante en los resultados de la fase experimental después de la
fumigacion con los productos, sabiendo que las tres fumigaciones se hicieron
respectivamente el 23 de mayo (fecha de inicio de registro de humedad relativa y
temperatura), 14 y 22 de agosto, estando estas dos ultimas fechas entre los dos meses
de mayor humedad. Asi mismo, la revision final de las probetas se hizo el 14 de
septiembre (fecha de fin de registro de los datos ambientales), la cual se encuentra en un
valle dentro de la grafica, pero es subsecuente a un largo periodo de HR arriba del 65%,
el cual es mas propicio para su desarrollo y sin embargo no tuvieron un crecimiento

exponencial como se pudo haber esperado.
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Imagen 57. Tabla de humedad relativa del 24 de abril al 15 de septiembre de 2017 en la ENCRyM.
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Imagen 58. Humedad relativa del 1 al 31 de agosto de 2017
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Imagen 59. Humedad relativa del 1 al 31 de septiembre de 2017
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3.7. Conclusiones de la experimentacién biolégica

A través de la observacion constante del proceso de crecimiento de hongos se noté que
el Eviter® tuvo una mayor inhibicién de los crecimientos de las colonias, que cualquiera
de las diluciones de Citricidal®. En general las cepas tuvieron un crecimiento mas lento
después de la aplicaciéon de este producto, a pesar de que las cuatro cepas se
comportaron distinto, siendo la de Chaetomium sp. la mas activa después del tratamiento
con cualquiera de los productos, seguida de Aspergillus sp., luego Cladosporium sp., que
tuvo un crecimiento menor y, finalmente, la mas inhibida en todas las probetas, fue la de
Alternaria sp. Es importante mencionar que las diluciones de Citricidal® reaccionaron
distinto con todas las probetas, aunque de manera general se noté un crecimiento
ligeramente mas lento con las diluciones al 1% y 2% en agua destilada; los resultados
obtenidos no pueden ser concluyentes ni tomados como una regla en tanto que, si bien
conocemos el género fungico, se desconoce exactamente las especies con las que se
trabajé y considerando que cada una puede reaccionar distinto con los distintos

productos y métodos de aplicacion.

Con este método ambos productos resultaron fungistaticos pues, si bien las colonias
volvieron a crecer, fue evidente una menor velocidad de desarrollo en todas las probetas
después de la aplicacién, que después de la inoculacién inicial. Ademas los resultados
obtenidos después del segundo cultivo en EMA no fueron concluyentes debido a la
aleatoriedad de crecimiento de las siembras, siendo en algunos casos nulo y en otros

muy pronunciado, sin haber correlacion directa aparente con el producto empleado.

Se identificd la necesidad de un registro del crecimiento de las colonias fungicas, en
condiciones controladas (in vitro en medios de cultivo y en estufa de cultivo), previo a
cualquier tratamiento, para evaluar la velocidad de crecimiento particular de cada género
y asi tener una referencia para evaluar las diferentes velocidades de crecimiento de los
microorganismos antes y después de ser sometidos a un tratamiento fungicida. Con

relacion a esto, seria idéneo realizar una identificacion de los microorganismos a nivel de
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especie, para poder tener informacion mas completa y precisa sobre el tipo de
microorganismos en cuestidén. Asi mismo se considera prudente realizar pruebas de la
eficacia de ambos productos directamente con los medios de cultivo, cuya composicion
homogénea, aunado a unas condiciones de incubacion controladas, permitiran conocer

de manera mas detallada la efectividad de los biocidas antes mencionados.

Finalmente, el método de aplicacion probado no resulté 6ptimo. Si bien permite abarcar
una gran cantidad de materiales simultaneamente, no garantiza el contacto de los
fungicidas con toda la superficie y por lo tanto que se incida sobre la totalidad de las
esporas. Siendo asi, el crecimiento posterior de hongos en la superficie de las probetas
podria considerarse no como una deficiencia en la efectividad de éstos a nivel bioldgico,
si no a un contacto superficial deficiente. Debido a esto se recomienda que se hagan
nuevas pruebas con otros métodos como la nebulizacién, que, por su tamafio de
particula, mucho menor que cualquier aspersion, permite que se abarque una mayor

superficie de manera mas homogénea.

A raiz de las alteraciones que sufren las fotografias por la presencia de los hongos, en
este punto no es posible llevar a cabo una revision detallada sobre los efectos que tienen
los biocidas en la gelatina, pues no resulta evidente si los deterioros que se observan son

efectos de éstos o del crecimiento de los microorganismos en la gelatina.
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Capitulo 4. Fase experimental: evaluacién de cambios fisico-quimicos

Como parte de los objetivos de este proyecto se planted identificar y analizar las posibles
alteraciones de la gelatina o de la plata al interactuar con el Eviter® y el Citricidal®. Para
el caso del analisis con Citricidal®, se seleccion6 unicamente la concentracion del 2% en
agua destilada. En el capitulo anterior se mencioné que las diluciones con las que hubo
un crecimiento ligeramente mas lento fueron las de Citricidal® al 1% y 2% en agua
destilada; a partir de esto se decidié usar el de mayor concentracién pues se considerd
que de esta manera, en caso de generar algun cambio, a corto plazo seria mas evidente,
pues las tres aplicaciones se realizaron con aproximadamente un mes de diferencia. La
aplicacion fue nuevamente por aspersion para continuar con las mismas variables de
investigacion y poder evaluar otros aspectos de este método que no se pudieran apreciar

sobre las probetas deterioradas por hongos.

Considerando que el Eviter® esta diluido en etanol y el Citricidal® en agua destilada se
decidié hacer el mismo procedimiento de aplicacion por aspersion empleando alcohol
etilico y agua destilada puros para tener una referencia del comportamiento de las
fotografias solamente con estos productos, y asi asegurar que los posibles cambios que
se pudieran identificar en las probetas tratadas con los biocidas se deberian unicamente

a la accion de los agentes activos (la molécula Nbelyax® y el extracto citrico).

En esta fase experimental se usaron dos impresiones fotograficas de plata gelatina sobre
papel de fibra del mismo tiraje que las usadas para la inoculacién de las cepas fungicas y
la aplicacion de los biocidas correspondientes con el capitulo anterior, y asi mantener las
mismas variables de experimentacion en toda la investigacion (materiales fotograficos de

plata gelatina con soporte de papel de fibra con ferrotyping).
Para poder tener una base de comparacion, antes de la aplicacién de los productos se

hicieron mediciones preliminares de espectroscopia infrarroja con transformada de

Fourier (FT-IR), microscopia electronica de barrido (MEB) y colorimetria (descritos a
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continuacién) para tener la informacion del estado inicial de las dos fotografias que
servirian como probetas. Estas dos impresiones fotograficas, como ya se menciono,
tuvieron las mismas caracteristicas materiales que las empleadas en la fase experimental
bioldgica, y ademas se seleccionaron iguales entre ellas, y simétricas, lo cual facilito la
comparaciéon de caracteristicas después de la aplicacion de los productos.
Posteriormente ambas fotografias fueron cortadas por la mitad (ver imagen 79), se hizo
la aplicacién de los cuatro productos (un producto en cada mitad; ver tabla 9) siguiendo
la misma metodologia que para las probetas de la experimentacién biologica: se
aplicaron 10 aspersiones, aunque en este caso uUnicamente en el anverso, en tres
momentos distintos con aproximadamente cuatro semanas entre cada uno.
Posteriormente a este procedimiento se realizaron segundas tomas con los mismos

parametros que se emplearon para las mediciones iniciales.

Fotografia 1 Fotografia 2

Eviter® Citricidal® diluido al Agua destilada Alcohol etilico
2% en agua destilada

Tabla 9. Organizacién de las fotografias para aplicacién de los productos en esta fase experimental.

Los productos se aplicaron en tres momentos distintos, siguiendo el numero de veces
que se aplicaron en la fase experimental bioldgica; el tiempo transcurrido entre la primera
de las aplicaciones en esta fase experimental y las segundas mediciones de FT-IR, MEB
y colorimetria, fue de aproximadamente 3 meses: la primera aplicacion de los productos
se realiz6 el 13 de julio de 2017 y todas las mediciones posteriores a los tratamientos de
se realizaron a mediados del mes de noviembre del mismo afo, segun la disponibilidad

de los equipos.
En todas las aplicaciones fue inmediatamente evidente la reaccién de la gelatina al

contacto con los solventes: al hidratarse la gelatina, ésta se hinché provocando

deformaciones convexas de las impresiones y al secarse sin peso, se contrajo en el
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sentido contrario a las fibras del papel para el caso de las probeta

destilada, y en el mismo, para las de Eviter® y etanol (tabla 10).

con agua y agua

Citricidal® al 2%

Eviter® en agua Agua destilada Etanol
destilada
Efecto al | Ligera Deformacion Deformacion Ligera
momento de la | deformacion convexa convexa deformacién
humectacion convexa pronunciada pronunciada convexa

Efecto después
del secado

Sin deformacion

Deformacion
concava

Deformacion
concava

Deformacion
convexa ligera

Tabla 10. Deformaciones observadas en las probetas tras la aplicacion de los productos.

4.1 Evaluacion de cambios en la gelatina: Espectroscopia Infrarroja con

Transformada de Fourier (FT-IR)

La Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier es una técnica no destructiva
de analisis que permite la identificacion de materiales a partir de su reaccién caracteris-
tica a la irradiacién de una onda infrarroja (IR). Se basa en el registro de la interaccién
electromagnética de cada compuesto para determinar su espectro IR caracteristico
(Universidad Auténoma de Madrid, 2008, s.p.). Para esto, cada molécula absorbe y
refleja las ondas IR de manera distinta, en funcién de su estructura particular. Esta tasa
de reflexion (y de ahi el nombre de espectroscopia de reflectancia) se representa
graficamente como bandas de determinadas longitudes de onda las cuales permiten la
identificacion de los compuestos a partir de la comparaciéon con muestras patron (Perron,
1989, p. 113).

Existen dos tipos de espectroscopia de reflectancia: la de reflectancia externa y la de
reflectancia interna (ATR por sus siglas en inglés Attenuated Total Reflection) (Derrick et
al., 1999, p. 33). En ambos métodos el equipo emite una onda de un rango entre 4000 y
500 cm™.** EI método de ATR se basa en la absorcion parcial de los fotones en la

estructura interna de la muestra. Como se mencioné anteriormente, la composicion de

43 Frecuencia correspondiente a la region media del IR, mas comun para analisis que las regiones lejana (~ 500-20
cm-1) y cercana (~12,000-4,000 cm-1) (Derrick, Landry, & Stulik, 1999, p. 13; Serrano Martinez, s. f., p. 2).
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cada grupo que forma una molécula es distinta; debido a esto la absorcion de la energia
sera selectiva de acuerdo a las longitudes de onda afines a éstas y a una reflectancia
parcial de esta energia (Stuart, 2004, p. 33). Este método es mas sensible y por lo tanto
mas preciso que la reflectancia externa (Derrick et al., 1999, p. 45), por lo cual es una de
las técnicas mas recomendadas para la identificacion de aglutinantes en las fotografias
(Lavédrine, 2009, p. 195). Debido a la sensibilidad que tiene este método y los articulos
que lo sustentan (Ali et al., 2015; Ali, et al., 2012), se consideré como el mas apropiado
para identificar los posibles cambios que pudieran generar los productos empleados en la

estructura molecular de la gelatina (e.g. hidrdlisis).

En la espectroscopia IR de reflectancia externa se mide unicamente la interaccion del
haz de fotones en la superficie. Este tipo de reflectancia puede ser especular (es decir,
que el angulo de reflexion es igual al angulo de incidencia del haz) y es especificamente
usado para analisis de superficies (Stuart, 2004, p. 35), o difuso, el cual es sobre todo
usado para muestras muy pequenas, como fibras o polvo, por medir la energia que

absorbe o refleja una o mas particulas (Stuart, 2004, p. 36).

Para el caso presente se determind usar la reflectancia especular, con el fin de obtener

un mayor rango de muestras patron para una comparacién mas detallada.

Objetivos del analisis

Para el presente proyecto, el uso de FT-IR tuvo el objetivo de identificar posibles cambios
en la estructura molecular de la gelatina fotografica, a partir de la comparacion de los
espectros obtenidos de las mediciones previas y posteriores a la aplicacion de agua

destilada, alcohol etilico, Eviter® y Citricidal® diluido al 2% en agua destilada.

Preparacion de muestras de referencia de la gelatina
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Con el fin de tener espectros de referencia, ademas de contar con los recabados en
algunos articulos (Ali et al., 2015, 2012; Stulik & Kaplan, 2013) se decidié obtener los
espectros caracteristicos de las impresiones que se iban a usar. Considerando que éstas
tienen una base de barita (sulfato de bario y gelatina) y de papel, se opté también por
obtener algunas variantes de los espectros de gelatina sobre diferentes soportes, como
cartdn de cuatro capas libre de acido y un polimero plastico, asi como granos de gelatina
grado fotografico con el fin de identificar algunas interferencias posibles externas a la

gelatina.

Para las probetas sobre un cartéon de cuatro capas libre de acido y polimero plastico se
utilizé gelatina tipo B grado fotografico marca Talas® (ficha técnica en Anexos),
hinchandola primero durante varias horas a temperatura ambiente en agua destilada y
posteriormente calentandola, cuidando de no pasar de los 50°C para evitar su
desnaturalizacion y el deterioro de sus propiedades mecanicas (Kozlov, 1983).
Posteriormente se aplicé sobre los soportes de cartulina, polimero plastico y una lamina
de aluminio (ésta ultima soélo fungié como soporte para la aplicacion de la gelatina y
obtener una pelicula de gelatina pura para su andlisis). Esta se aplicé utilizando un pincel
de pelo suave alternando los sentidos de aplicacion hasta obtener un total de 6 capas. El
secado fue a temperatura ambiente y todas las muestras se guardaron en una caja de

polipropileno para evitar su contaminacién con polvo, pelusas, etc.

Metodologia de analisis

Estos analisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Conservacién, Diagndstico y
Caracterizacién Espectroscépica de Materiales (CODICE) de la Coordinacién Nacional
de Conservaciéon del Patrimonio Cultural (CNCPC — INAH), con el apoyo del M. en C.
Armando Arciniega Corona e inicialmente de la Dra. Nora Adriana Pérez Castellanos. El
equipo empleado fue un Alpha Il marca Bruker con los médulos ATR y de reflexion

frontal.
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Una vez calibrado el equipo y realizada una prueba preliminar, se realizaron las tomas de

cada muestra con el médulo ATR; este equipo realiza 24 barridos gracias a los cuales

obtiene un espectro promedio. En todos los casos se realizaron dos tomas para asegurar

la correcta medicidn y entre cada probeta se limpid la superficie del equipo con alcohol

isopropilico. En primera instancia se realizé una toma con una pequefia muestra de polvo

de la gelatina grado fotografico (en su presentacién granulada). A este sigui6 la toma de

muestra de gelatina aplicada sobre la cartulina, posteriormente la toma de muestra sobre

polimero plastico, de la pelicula de gelatina pura y finalmente de la impresion fotografica

en la que se realizarian las pruebas. En ésta ultima se hicieron varias tomas: dos en una

zona blanca de la imagen, dos en una zona gris (ambas por el anverso) y una toma del

papel por el reverso.

Probetas Fotografia 1
Gelatina pura grado Gelatina en otros soportes Anverso Reverso
fotografico Talas®
Polimero
Granulada | Pelicula plastico Cartulina Zona blanca | Zona gris Papel

Tabla 11. Numero de muestras empleadas para analizar con FT-IR ATR. El marco gris sefala aquellas que se
analizaron también en el médulo de reflectancia externa.

Imagen 60. Muestras de gelatina granulada y en pelicula en el médﬁlo ATR del espectrometro Alpha Il marca
Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.

96



Posteriormente las muestras se analizaron en el médulo de reflectancia externa (frontal)
usando la ventana mas grande para poder llevar a cabo un registro en un area mas
amplia. Este solamente se realizé para la muestra de la gelatina sobre cartulina, la
gelatina sobre polimero plastico y la impresién fotografica (dos tomas por el anverso en
zonas de luces (blanco), una en un medio tono (gris) y una cuarta por el reverso), por

ser materiales opacos que permiten la reflectancia de los haces infrarrojos.

Imagen 61. Colocacién de la muestra de gelatina sobre polimero en el médulo de reflexion frontal del
espectrometro Alpha Il marca Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.

Analisis de resultados

Los resultados que se analizaron fueron unicamente los obtenidos con el médulo de ATR
por haber encontrado una mayor cantidad de articulos (Ali, et al., 2012; Ali et al., 2015;
Stulik & Kaplan, 2013) con espectros de fotografias de plata-gelatina reportados. Los
espectros obtenidos en el mddulo de reflectancia externa quedaran en el apartado de

anexos por si fueran de interés en futuras investigaciones.

La gelatina, en los espectros ATR, presenta tres picos principales caracteristicos
correspondientes a su naturaleza proteica, asi como otros seis secundarios (imagenes
63 y 64). De acuerdo con la informacién reportada por Stulik y Kaplan (2013, p. 35) la
amina | se ubica a aproximadamente 1,630 cm™, la amina Il a 1,527 cm™ y reportan picos
de aminas adicionales a 1,442 cm™, 1,405 cm™ y 1,331 cm™. Es importante mencionar la

presencia del tercer pico principal, la amina Ill a 1,446 cm™ (Ali et al., 2012, p. 101) y
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sobre todo que estos valores no son absolutos si no que, dependiendo del estado de la
gelatina y sus caracteristicas particulares pueden abarcar un cierto rango, por ejemplo la
amina | ha sido reportada en rangos entre 1,660 — 1,600 cm™ y la amina Il entre 1,565
cm™y 1,500 cm™. De la amina lll no se encontré mayor informacién relativa al rango en

gue se encuentra (tabla 11).

N° de onda (cm'1) aproximado esperado

Aminall

(estiramiento  del 1,660 a 1,600
C=0 de la gelatina)

Aminalll

(estiramiento de C- 1,565 a 1,500

N y flexién de N-H
de la gelatina)

Amina lll

(flexion del C-H de 1,446
la gelatina)

Aminas
adicionales 1,442 1,405 1,331

Barita
(estiramiento  del 1,076 1,028 964
SO4'2 del sulfato de
Ba)

Papel
(estiramiento de 3,277 3,071 2,931 1,233 1,163 1,076
C-O en grupos
hidroxilo C-OH)
Tabla 12. Picos importantes reportados en Ali et al., 2012; Ali et al., 2015 y Stulik & Kaplan 2013.
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Figure 36a Detail of the ATR-FTIR
analysis showing spectral peaks
typical for gelatin-based photographs.

Imagen 62. Detalle de un espectro de absorbancia de gelatina en médulo ATR mostrando los picos tipicos de la
gelatina fotografica (Stulik, 2013, p. 36).

Asi mismo se esperaba encontrar picos correspondientes a la barita y al papel, mate-
riales indisociables de la pelicula fotografica. Ali et al. (2012, p. 101) reportan las bandas
correspondientes a la barita a 1,076.1 cm™, 1,028.8 cm™ y 964.2 cm™ y las del papel a
3,277.4cm™,3,071.1cm™, 2,931.3cm™, 1,233.3cm™, 1,163.8 cm™ y 1,076.1 cm™.

Las bandas obtenidas en los espectros de la gelatina grado fotografico de Talas®
(imagenes 58 y 59) permitieron identificar claramente los picos de las aminas principales
y secundarias, asi como los correspondientes a las vibraciones de los enlaces —CH, a
2,934.4 cm™ y 2,881.4 cm™ y los de las moléculas de agua presentes en la gelatina* a
3,273.5 cm™, 3,081.1 cm™, que responden a vibraciones de los enlaces —OH (Schrader,
1995, p. 190). La amina | se encontré a 1,626.6 cm™, la amina Il presenté tres picos entre
1,541.6 cm™, 1,534.4 cm™ y 1,522.3 cm™, la amina Ill a 1,446.2 cm™ y las aminas

44 La gelatina contiene entre 8 y 13% de humedad aun estando “seca” (Gelatin Manufacturers Institute of America,
2012, p. 6).

99



secundarias a 1,418.9 cm™, 1,397.3 cm™ y 1,336.3 cm™. Ademas se identificaron picos a
1,234.5 cm™, 1079.7 cm™ y 1,030.8 cm™, que también coinciden con picos que, de
acuerdo con Ali (2012, p. 102), estan relacionados con el estiramiento de moléculas C-O
de grupos hidroxilo. Aunque los reporta asociados a la celulosa en el papel y el ultimo al
estiramiento de la molécula SO42 del sulfato de bario, podria tratarse de un pico comun a

ambos compuestos.

N° de onda (cm'1) obtenido
Aminall
(estiramiento del 1,626.6
C=0 de la
gelatina)
Aminalll
(estiramiento de
C-N vy flexion de 1,541.6 ;1,534.4;1,522.3
N-H de la
gelatina)
Amina lll
(flexion del C-H 1,446.2
de la gelatina)
Aminas
adicionales 1,4189 1,397.3 1,336.3
Barita
(estiramiento del 1,079.7 1,030.8
SO4'2 del sulfato
de Ba)
Papel
(estiramiento de | 3,273.5 3,081.1 12,9344 1,234.5 1,079.7
C-O en grupos
hidroxilo C-OH)

Tabla 13. Picos obtenidos a partir de las muestras de gelatina fotografica tipo B marca Talas®
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Imagen 63. Espectro de la gelatina granulada marca Talas®. Obtenido del espectréometro con el equipo Alphal ll
marca Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.
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Imagen 64. Espectro de la gelatina marca Talas®, en pelicula. Obtenido del espectréometro con el equipo Alpha
Il marca Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.
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En la probeta de referencia se hicieron cuatro mediciones, dos correspondientes a las
zonas de luces (blancas) y dos a medios tonos (grises). Al obtenerse picos similares en
todos los espectros, a continuacion se reporta solamente el referente a uno de ellos
(imagen 65). Los picos correspondientes a los enlaces —OH se encontraron a 3,274.3 cm’
13,077.1 cm™ y los -CH a 2,942.4 cm™ y 2875.8 cm™. La amina | se encontré a 1,627.4
cm”, la banda de la amina Il presentd nuevamente picos a 1,540 cm™, 1,532.8 cm™ y
1,522.4 cm™, la amina Ill a 1,447.8 cm™ y las aminas secundarias a 1,418.9 cm™, 1,399.7
cm” y 1,335.5 cm™. Otros picos que resaltaron fueron 1,238.5 cm™, 1,162.3 cm™ y
1,079.7 cm™, los cuales como se menciond estan relacionados al papel, asi como
1,028.2 cm™ y 896.1 cm™, los cuales, junto con la banda de 1,079.7 cm™, coinciden con

el sulfato de bario.

N° de onda (cm'1) obtenido

Aminall

(estiramiento 1,627.4
del C=0 de la
gelatina)

Aminalll
(estiramiento
de C-N y 1,540 ;1,532.8; 1,522.4
flexion de N-H
de la gelatina)

Amina lll

(flexiéon del C-H 1,447.8
de la gelatina)

Aminas
adicionales 1,418.9 1,399.7 1,335.5

Barita
(estiramiento 1,079.7 1,028.2 896.1
del SO,% del
sulfato de Ba)

Papel (OH vy
estiramiento de | 3,274.3 3,077.1 2,942.4 1,238.5 1,162.3 1,079.7
C-O en grupos 2,875.8

hidroxilo C-OH)

Tabla 14. Picos de referencia obtenidos de la impresion fotografica antes de la aplicacion de los productos
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Los espectros correspondientes a las probetas de impresiones fotograficas tratadas con
Citricidal® (imagen 68) fueron los que menos variaciones tuvieron con relacién al

espectro de la fotografia de referencia (imagen 65).

En los espectros de las cuatro probetas tratadas con agua destilada, alcohol etilico,
Citricidal® y Eviter® (imagenes 66 a 69 respectivamente), en comparaciéon con los
espectros de las tomas preliminares (imagen 65), los dos picos de la amina Il (1,540 cm™
y 1,522 cm™) dejaron de estar presentes de manera individual debido a una
superposicion de ambos, quedando solamente uno como principal a 1,533 cm™, situacién
que se dio también con el pico a 1,418 cm™ de las aminas adicionales el cual deja de
estar presente en todos los espectros obtenidos posteriormente a la aplicacién de los
productos (ver tabla 14). Si bien ambos se encuentran en la zona clave de la gelatina no
se considera un cambio preocupante pues, ademas de darse por igual en todas las
probetas (y por ende no es representativo de alguno de los productos) el cambio en la
intensidad para causar esto fue minima. Ademas, de acuerdo con Ali et al. (2015, p.
176), en caso de haber hidrdlisis de la gelatina, se veria reflejado en un incremento en
picos cercanos a 3,400 cm' y 1,650 cm” (-OH), debido a un estiramiento o
encorvamiento respectivamente de cadenas, situacion que no se identificé en ninguno de
los casos presentes a los tres meses de la aplicacion de ambos biocidas. Ademas, el
incremento en dicho pico de 1,650 cm™, por su cercania con el de la amina | reflejaria
una mayor intensidad en éste ultimo, situacion que no se da en el caso presente y por lo
tanto se descarta el inicio de un proceso de hidrdlisis de la gelatina. Esta ausencia de
modificaciones en la gelatina es un buen indicio de la inocuidad de los productos
empleados, sin embargo, seria importante que se complemente este analisis con un

estudio de los cambios a mediano y largo plazo.
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Mediciones de Fotografia con Fotografia con Fotografia con Fotografia con
referencia agua destilada alcohol etilico Citricidal® Eviter®
-OH 3274.3 3292.8 3282.4 3292.0 3292.8
3077.1 3079.5 3080.3 3079.7
2942.4 2943.2 2932.8 2928.0 2920.7
-CH 2875.8 2875.0 2875.0 2875.8 2852.6
Aminall 1627.4 1629.0 1628.2 1629.0 1632.2
1540.8 1533.6 1534.4 1533.6 1537.6
Aminal ll 1522.4
Amina Il 1447.8 1449.4 1449.4 1448.6 1451.8
1418.9
Aminas 1399.7 1403.7 1402.9 1402.1 1401.3
adicionales 1335.5 1334.7 1334.7 1334.7 1334.7
1238.5 1239.3 1238.5 1238.5 1238.5
1162.3 1163.9 1161.5 1162.3 1161.5
-CO 1079.7 1079.3 1078.9 1079.7 1081.3
1029.2 1030.0 1030.8 1030.8 1030.8
976.3 974.7 974.7 974.7 974.0
S04 896.1

Tabla 15. Tabla comparativa de los picos obtenidos.

Ademas de las modificaciones en los picos ya mencionados, los espectros obtenidos
posteriormente a la aplicaciéon de los biocidas no presentaron grandes diferencias con
relacion a las muestras patron. El espectro correspondiente con la probeta de fotografia
tratada con Citricidal® (imagen 68) fue el que presentdé menores cambios, siendo éstos
solamente relativos a la intensidad de los picos registrados, los cuales siguen

correspondiendo con los de la fotografia de referencia; es decir,

Por su parte, los espectros obtenidos de la probeta tratada con Eviter® si presentaron
cambios mas notorios (imagen 69). En general la intensidad de todos los picos disminuyo
y las frecuencias correspondientes a la gelatina y al sulfato de bario mantuvieron una
relacion con las frecuencias de las bandas de la fotografia de referencia. Sin embargo,
en la zona correspondiente a los enlaces —CH salta un cambio en los picos ubicados a
2,922,2 cm™” y 2,852.2 cm™, enmarcados en rojo (imagen 67), los cuales son mas
angostos que los de las mediciones de referencia (imagen 65). Estos dos ultimos
parecen tener correspondencia con las bandas detectadas en el espectro del Eviter®

puro a 2,975.3 cm”, 2,975.3 cm™” y 2,897.5 cm” (imagen 70) las cudles, aunque
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ligeramente desplazadas presentan una forma similar, lo cual podria estar relacionado
con una permanencia del producto en la superficie; esta hipbtesis se refuerza mas
adelante con los resultados del MEB (ver siguiente apartado). Asi mismo, hasta la
derecha del espectro de la fotografia tratada con Eviter® se pueden observar dos picos,
enmarcados en verde en la imagen 62, a 721.4 cm™y 701.1 cm™, que no se relacionan
con ninguno de los materiales analizados. Una investigacion mas puntual seria util para
determinar los compuestos de este producto y su concentracion y asi poder descartar su
interaccién con la gelatina y alteraciones en los grupos funcionales (como podria

suponerse a partir de los picos enmarcados en el recuadro verde de la imagen 69).
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Imagen 65. Grafica de espectro FTIR-ATR obtenido en la zona clara de la muestra de impresion fotografica de
referencia. Obtenido con el espectrometro Alpha Il marca Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.
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Imagen 66. Grafica del espectro FTIR-ATR obtenido en la zona blanca de la fotografia tratada con agua
destilada. Obtenido con el espetrometro Alpha Il marca Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC — INAH.
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Imagen 67. Grafica del espectro FTIR-ATR obtenido en la zona blanca de la fotografia tratada con alcohol
etilico. Obtenido con el espectrometro Alpha Il marca Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.
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Imagen 68. Grafica del espectro FTIR-ATR obtenido en la zona blanca de la fotografia tratada con Citricidal® al
2% en agua destilada. Obtenido con el espectrometro Alpha Il marca Bruker del laboratorio CODICE de la
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Imagen 69. Grafica del espectro FITR-ATR obtenido en la zona blanca de la fotografia tratada con Eviter®. En
rojo estan enmarcados los picos que se modificaron y en verde los que no aparecian en el espectro de
referencia. Obtenido con el espectrometro Alpha Il marca Bruker del laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.
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Imagen 70. Grafica de espectro del Eviter®. Obtenido con el espectrometro Alpha Il marca Bruker del
laboratorio CODICE de la CNCPC - INAH.

4.2. Evaluaciéon de cambios elementales: Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB)

La microscopia electronica de barrido es un método de analisis que se basa en la
interaccién de una muestra con un haz de electrones. Esta requiere que el material a
estudiar, o muestra del mismo, sea de un tamafo tal que pueda ser ingresada a la
camara de vacio en la que se lleva a cabo la irradiacién electronica. Estos, al chocar con
una muestra conductora, permiten hacer un mapeo de la imagen y asi analizar su
superficie, y permite identificar la composicion elemental de la muestra (Vazquez Nin &
Echeverria, 2000, p. 93). De no ser conductora la muestra debe ser recubierta con oro o

grafito para poder llevar a cabo el procedimiento de andlisis topografico.
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En el caso presente, si bien la gelatina no es conductora, recubrir la muestra hubiera
implicado una alteracién mayor de ésta que no permitiria un estudio comparativo del
estado de la plata antes y después de la aplicacion de los productos, el cual era uno de
los objetivos principales. Ademas, considerando la naturaleza metalica de la plata que
conforma la imagen fotografica se decidié que se podia llevar a cabo este analisis para,
ademas, obtener un mapeo elemental de la composicién de la fotografia y una vez
realizadas las aplicaciones comprobar o rechazar la hipétesis de posibles residuos del
producto en la imagen, hipétesis principalmente enfocada a la determinacion del tipo de
residuos del Eviter® pues al tratarse de una suspensién nanométrica es evidente la

presencia de un cierto porcentaje de sélidos (ver Anexos).

Objetivos del analisis

Mediante el analisis con microscopia electronica de barrido se busca identificar la
composicion elemental de los componentes de la imagen e identificar cambios en dicha

composicion posteriormente a la aplicacion de los biocidas.

Metodologia de analisis

Este analisis se realizd en la Subdireccion de Laboratorios del INAH con el apoyo del Ing.
Mario R. Monroy Escamilla, usando un microscopio electrénico de barrido marca Jeol,
modelo JSM-6460LV acoplado a un sistema de espectroscopia por dispersion de energia
de rayos X (EDS o Energy Dispersive Spectroscopy) marca Oxford Instruments, modelo
INCAXx-sight. Debido a que una misma impresion iba a ser dividida en dos para que cada
mitad fuera tratada con un producto distinto, se tomd6 una muestra de aproximadamente
1.5 x 1.5 cm de lado en la que estuviera la zona mas oscura de la imagen

(correspondiente al cuello de la tunica del retratado) (imagen 71).
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Muestra 1 Muestra 2

Zona ']45 Zona 246 Zona 1 Zona 2
Mediciones Toma de imagenes Toma de imagenes y No resultaron No resultaron
preliminares y analisis elemental analisis elemental necesarias necesarias

Mapeo de elementos

Mediciones Toma de imagenes y Toma de imagenes y Toma de imagenesy | Toma de imagenesy
posteriores alas | analisis elemental analisis elemental analisis elemental analisis elemental
aplicaciones

Mapeo de elementos Mapeo de elementos

Imagen 71. Muestras de la probeta de impresion fotografica para su colocacién en la camara de vacio del MEB.
Enmarcado en amarillo: zonas de referencia negra (zona 1) y de transiciéon entre la zona blanca y la negra (zona
2) de la muestra 1. Enmarcado en rojo: zona de referencia de la muestra 2 (sélo negro).

Analisis de resultados

* Composicion elemental

Como se esperaba, en el analisis elemental preliminar realizado en la muestra 1 antes de
la aplicacion de los biocidas (imagen 72) se encontré un alto contenido de plata (Ag) y
bario (Ba), elementos constituyentes de la imagen y de la barita (sulfato de bario),
respectivamente. Asi mismo se detectd presencia de azufre (S). Esto se puede deber a la

presencia de la barita, cuya composicién ya mencionamos es sulfato de bario, y al

45 e
Zona oscura (con mayor concentracion de plata)
46 L L.
Area de transicidn entre la zona clara (menor concentracién de plata) y la oscura.
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posible residual de fijador. Finalmente hay una gran presencia de carbono (C). Este, junto

con el oxigeno (O), pueden deberse a la presencia de gelatina en el estrato registrado,

pues en términos generales de los elementos que la componen, tiene aproximadamente
un 50% de C y un 25% de O (Gelatin Manufacturers Institute of America, 2012, p. 6).

Full Scale 342 cts Cursor: 11.658 keV (2 cts)

AG1-A-E1

kel

Imagen 72. Espectro de referencia de la composicion elemental de la fotografia. Obtenido en el microscopio
electronico de barrido marca Jeol, modelo JSM-6460LV de la Subdireccion de Laboratorios del INAH.

Valores de los elementos identificados (muestra patrén)

Cddigo de espectro C

O

S

Ag

Ba

Total

AG1-A-E1

58.55

13.83

4.45

4.56

18.62

100

Tabla 16. Elementos identificados en la muestra de referencia.

El analisis de la muestra con Eviter® (imagen 73) desplegd, ademas de los elementos

obtenidos en la toma preliminar (Ag, Ba, S, C y O), algunos picos correspondientes al

cloro (Cl) y al aluminio (Al).

Es importante mencionar que en esta muestra especifica, originalmente aparecié titanio

(Ti). Al momento de realizar el mapeo elemental, se desconocia aun que el Eviter® en su

composicion contiene titanio, razén por la cual en ese momento se atribuyd a una

confusion con el pico del bario pues ambos presentan energias de deteccidon similares,

siendo el pico principal del bario de 4.47 keV vy el del titanio de 4.51 keV (zona marcada

en rojo en la imagen 73; ver base de datos de GUPIX en Anexos), razdn por la cual se
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decidi6 inicialmente eliminarlo del analisis. Sin embargo gracias a la patente se sabe que
el Eviter® contiene titanio nanoparticulado a partir de lo cual podemos inferir que muy

probablemente también esté presente.”’

En la patente del producto se menciona que a la base de diéxido de titanio y extractos
naturales nanoparticulados “se le adsorben grupos funcionales organicos, radicales
inorganicos y extractos de plantas”, y especificamente mencionan:
‘los grupos funcionales pueden incluir hidroxilo, carboxilo, amina sulfato,
fosfato y los soportes pueden ser de didxido de titanio, silice, zirconia,
oxido de zinc, alumina y otros Oxidos metalicos sin quedar restringido a
estos grupos funcionales, extractos o soportes” (World Intellectual Property
Organization, 2014).

Gracias a esta referencia de la patente podemos corroborar la presencia de cloro y
aluminio en el espectro; ademas, como veremos mas adelante, en la realizacién del
mapeo también se detectaron silicio (Si), calcio (Ca). Considerando que el cloro tiene
propiedades antimicrobianas (Harrison et al., 1990, p. 328) resulta l6gico que esté en la

composicion del Nbelyax®.

47 Lo I . A .
La patente del Eviter® se consiguié después de llevar a cabo los analisis, razén por la cual no se tuvo en
consideracién previamente.
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Imagen 73. Espectro de la composicion elemental de la fotografia tratada con Eviter®. Obtenido en el
microscopio electronico de barrido marca Jeol, modelo JSM-6460LV de la Subdireccion de Laboratorios del

INAH.

Valores de los elementos identificados (Eviter®)

Cddigo de espectro

C

O

Al

Si

S

Cl

Ca

Ag

Ba

Total

AG1-B-3

68.21

11.44

2.2

2.16

3.14

3.77

9.07

100

Tabla 17. Elementos identificados en la muestra con Eviter®

Finalmente en el andlisis realizado en la muestra con Citricidal® (imagen 74) se

obtuvieron los mismos elementos que en la muestra inicial (C, O, S, Ag y Ba) con la

unica diferencia de presentar aluminio. En el caso de este elemento se podria adjudicar

su presencia a una confusion de los picos, pues el Al se encuentra a 1.487 keV, mientras

que el Br, elemento normal en las fotografias, se encuentra a 1.481 keV (ver base de

datos de GUPIX en Anexos). Aunque, como se ve en la imagen 77, su presencia tan

homogénea y tan importante nos indica que el Citricidal® puede contener Al como parte

de su composicion. Seria util realizar un analisis especifico al Citricidal® que permita el

descarte o comprobacién de particulas inorganicas en su composicion.
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Imagen 74. Espectro de la composiciéon elemental de la fotografia tratada con Citricidal®. Obtenido en el
microscopio electronico de barrido marca Jeol, modelo JSM-6460LV de la Subdireccion de Laboratorios del
INAH.

Valores de los elementos identificados (Citricidal®)

Cadigo de espectro C O Mg Al Si| S Ca Ag Ba Total

AG1-C-10 56.34 | 11.72 | - 143 | - | 4.07 | - 7.29 | 19.15 | 100

Tabla 18. Elementos identificados en la muestra con Citricidal®

Como se ha dicho en otros apartados, conocer la composicion de los productos
empleados para la restauracion de obras es muy importante. En el caso presente, a partir
de los resultados obtenidos se concluy6 que seria de utilidad realizar un analisis en una
muestra de Eviter® puro, pues hubiera servido como referencia para los valores

obtenidos en las muestras de la fotografia tratada con este producto.

* Mapeos elementales
Muestra patron
Ademas de los analisis elementales representados en las graficas anteriores se realizo el

mapeo de los elementos presentes en el area de transicién entre el fondo blanco y el

area oscura del cuello, con el fin de identificar el patron de la plata en dicha zona vy,
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tentativamente, identificar el de otros elementos presentes que pudieran estar

relacionados con ésta.

La toma de referencia se realizdé a 200X durante 770 segundos. En la imagen electrénica
1 (la de mayor tamafo del conjunto imagen 75) puede notarse una mayor cantidad de
plata (area mas clara) en el borde derecho de la imagen, mientras que en el borde

izquierdo hay una mayor cantidad de gris, lo cual indica menos plata.

Ademas de la plata cuya distribucion es ligeramente menos concentrada en la esquina
superior izquierda, el resto de los elementos obtenidos en las imagenes (carbono —
CKa1_2 —, oxigeno — OKa1 —, azufre — SKa1 — y bario — BaKa1 —, todos en la imagen 75)
tuvieron una presencia homogénea. Otro elemento detectado fue bromo (Br), el cual
tiene un patrén similar a la plata (BrKa1, imagen 75): hay una mayor cantidad de Br en la
esquina inferior derecha, correspondiente a la zona con mayor cantidad de Ag, mientras
que la esquina superior izquierda coincide con el darea mas clara y una menor cantidad
de Br en la imagen. Esto puede explicarse a partir del revelado y fijado de las imagenes
fotograficas: durante el revelado las sales de plata (generalmente bromuros o cloruros de
plata), compuestos insolubles, se disocian para formar plata metalica y compuestos
solubles en agua susceptibles de ser eliminados durante el fijado y el enjuague. No
obstante algunas de esas sales permanecen insolubles y quedan en el aglutinante
(Eaton, 1987, p. 79).
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Muestra patron (11 de julio 2017)

1 Electron Image 1

Ag Lat Ba Lat

O Kal Br Ka1
Imagen 75. Imagenes electrénicas. A la izquierda: imagen general. Al centro y a la derecha: imagenes del
mapeo de cada elemento detectado, para tener una referencia previa a la aplicacion de los productos. Obtenido
en el microscopio electrénico de barrido marca Jeol, modelo JSM-6460LV acoplado con EDS, de la
Subdireccién de Laboratorios del INAH.

Muestra con Eviter®

El mapeo de esta muestra se realizé a 50X durante 826 segundos. Una confusién que se
generod durante la realizacion del mapeo elemental fue a raiz de la proximidad del pico
principal del aluminio y uno de los secundarios del bromo (Br), los cuales colindan entre
si y generan confusion en la informacion y asi mismo el titanio originalmente se descarto

tras la confusion de picos con el bario.
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Como se vio en el analisis elemental (ver imagen 73 y tabla 16), se identificaron C, O, S,
Ag, Al, Ba y Cl. Sin embargo, el mapeo elemental, al realizarse en una zona mas amplia,
tiene un mayor rango de deteccion de los elementos presentes, gracias al cual se
determinaron también Br, Ca y Si. Nuevamente es interesante comparar los patrones de
distribucion generados para cada elemento, con el patrén de la imagen electronica
general (imagen de mayor tamafo en el conjunto “imagen 76”). En la imagen general
podemos notar que en la parte superior izquierda hay una menor cantidad de plata
(evidenciada por ser una zona mas oscura), mientras que en la inferior derecha hay mas
(zona mas clara); ademas, debido al poco aumento de la toma (30X) es evidente el
patrén de impresién de la imagen fotografica y es posible apreciar el contraste entre las

zonas con mayor y menor densidad de plata, facilitando la revisidon de las imagenes.

Nuevamente la mayoria de los elementos (C, O, S, CI, Ba, y Si) presentan una
distribucion homogénea en el area analizada. Por su parte, los elementos Ca, Al y Br
parecen coincidir con el patrén de la Ag, estando el Br, como ya se menciond,
relacionado a las sales de plata empleadas para la fotografia; por su parte, la presencia
de Ca y Al, asi como el patron de distribucion que presentan pueden estar relacionados
con la composicion del producto y las diferentes concentraciones causadas por el
método de aplicacién. En el escaneo de la muestra se obtuvieron también plomo (Pb) y
wolframio (W), sin embargo debido a la minima cantidad en que se encontraban se

considerd ruido en el analisis.
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Muestra con Eviter® (7 de nov. 2017)
b S iy

300pm 1 Electron Image 1

ClKat Balal

SiKat AlKat

Br Kat

Imagen 76. Imagenes electrénicas del mapeo elemental, obtenidas de la muestra tratada con Eviter®. A la
izquierda: imagen general. Centro y derecha: imagenes del mapeo de cada elemento detectado por el
microscopio. Obtenido en el microscopio electronico de barrido marca Jeol, modelo JSM-6460LV acoplado con
EDS, de la Subdireccion de Laboratorios del INAH.

Muestra con Citricidal®

En la muestra tratada con Citricidal® la toma se realizé nuevamente a 200X. Aunque en
la imagen electronica general no se aprecie claramente, el patrén de la plata resulta
evidente en la imagen caracteristica a este elemento (imagen AglLa1l, del conjunto
‘imagen 77”), presentando una mayor cantidad en el borde izquierdo (evidente por una
mayor concentracion color verde) que en el derecho. Nuevamente los elementos C, O, S
y Ba, al igual que en el mapeo de referencia, tuvieron una dispersion homogénea en la

superficie. Como se esperaba a partir de la grafica de elementos se obtuvo Al, el cual
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parece corresponder ligeramente con el patron de la plata, con una ligera menor
concentracion en la esquina superior derecha. Por su parte se obtuvieron nuevos

elementos no detectados en la grafica: calcio (Ca), magnesio (Mg) y Si, en cantidades

menores.

Muestra con Citricidal® (14 de nov

r 3000 1 Electron Image 1

CaKal My Kal_2 SiKal

Imagen 77. Imagenes electréonica del mapeo elemental obtenidas de la probeta tratada con Citricidal. A la
izquierda: imagen general. Centro y derecha: imagenes del mapeo de cada elemento detectado por el
microscopio. Obtenido en el microscopio electronico de barrido marca Jeol, modelo JSM-6460LV acoplado con
EDS, de la Subdireccion de Laboratorios del INAH.

A partir de las graficas y los mapeos elementales, la deteccién de nuevos elementos
evidencia que, al menos a corto plazo, el Eviter® y el Citricidal® dejan residuos en la
superficie fotografica. Es importante mencionar que en el caso de la probeta con Eviter®
los nuevos elementos detectados coinciden con algunos de los mencionados en la
patente; hay elementos mencionados en dicha patente que no fueron detectados por el
equipo, lo cual podria deberse a la minima cantidad contenida, a la inexistencia de estos

en este producto especifico (Sanitizante de Uso Directo)*”® o a una mayor volatilidad de

48 : “ » - :
En la patente se menciona que “puede contener”, lo cual no implica que contenga todos los compuestos enlistados.
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éstos. Esto refuerza la necesidad de realizar analisis mas precisos con relaciéon a la
composicion de la formulacién de Eviter® empleada en restauracién, pues es también
probable que las diferentes formulaciones, dependiendo del uso para el que estén

desarrolladas, tengan una variabilidad en su composicion.

Igualmente seria importante evaluar el tiempo de permanencia de ambos productos en la
superficie de los materiales y los efectos que pudieran tener a largo plazo al interactuar

con los materiales y el ambiente.

4.3. Evaluacion de cambios cromaticos: Colorimetria

La colorimetria permite la medicion exacta y objetiva de un color en un sistema
determinado. En el caso presente nos basamos en el sistema de coordenadas L* a* b*,
con el cual podemos medir tres parametros principales: la luminosidad (L*) o escala
blanco — negro, la escala verde — rojo (0*) y la escala azul — amarillo (b*) (Nassau, 1998,
p. 56) (imagen 78). Esta escala fue determinada en 1976 por la CIE (por sus siglas en
francés, Commission Nationale de [I'Eclairage), comisiéon que por décadas se ha
encargado de regular cuestiones relativas a la iluminacién, al color y sus mediciones
(Nassau, 1998, p. 36). Asi mismo con este método se puede medir la saturacion (C*ap) y
el tono (h*ap) de los colores mediante algunos calculos que involucran los valores de a*
y b* (Nassau, 1998, p. 59). En el caso presente, estos datos (L*, a*, b* C* y h*) se

obtuvieron directamente con el espectrofotdmetro empleado.
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Imagen 78. Diagrama de medicion CIE L*a*b* (HunterLab, 2008, p. 1)

En el campo de la conservacion de bienes muebles la importancia de este método radica
en la posibilidad de identificar cambios cromaticos en los objetos a partir de la medicion
de estos valores a través del tiempo (ej. evaluar alteraciones por exposicion a la luz, el
calor o envejecimiento natural) o su medicion antes y después de algun tratamiento de

restauracion para identificar cambios a raiz de los materiales empleados.

Considerar los cambios visuales a partir de cualquier tratamiento de restauracion es
fundamental, pues una variacion de tono, saturacion del color, de brillo, etc., podria

implicar la pérdida de algunos detalles o alterar la apreciacién de la imagen.

Tras considerar que el Citricidal® tiene una coloracién ambar y que el Eviter® al agitarlo
y dispersar las particulas contenidas toma un color ligeramente lechoso, se formuld la
hipotesis de una posible repercusion de éstos en el color de la imagen fotografica por lo

cual monitorearlo se considerd una prioridad.
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Objetivos del analisis

Para este caso, dadas las caracteristicas de color de los productos empleados, se infirid
que éstos podrian tener un efecto en los tonos de las fotografias. Asi, el objetivo de los
analisis con espectrofotometro es determinar las posibles variaciones en tono o
luminosidad de las impresiones, a partir de la comparacion de mediciones previas y

posteriores a su aplicacion.

Metodologia de analisis

El analisis colorimétrico se realizé con un espectrofotometro de contacto marca Konica
Minolta modelo CM-2500d, especifico para superficies opacas, en el laboratorio de fisico-
quimica de la ENCRYM, con el mismo objetivo comparativo previo y posterior al

tratamiento.

Para asegurar que todas las tomas se realizaran exactamente en los mismos puntos, se
hizo una plantilla en acetato en la cual, tras determinar las areas a monitorear, se
cortaron ventanas de 1 x 1 cm (ubicados dentro de los recuadros rojos de la imagen 79).
Las areas mencionadas responden a una por tono: una blanca, en el fondo de la imagen,
una gris en la vestimenta del personaje retratado y una gris oscuro en el cuello de dicha
vestimenta. Cada medicion se realizd por duplicado para asegurar la correcta lectura del
equipo. Los datos se analizaron primero con el programa Color Data Software Spectra

Magic NX® y posteriormente se procesaron en Microsoft Excel®.
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Imagen 79. Plantilla con ventanas para las mediciones colorimétricas.

Posteriormente a las aplicaciones de agua destilada, alcohol etilico, Eviter® y Citricidal®
al 2% en agua destilada, se procedio a realizar nuevas tomas en las impresiones usadas
para las pruebas. Gracias a que las dos impresiones eran exactamente iguales se pudo

usar la misma plantilla para ambas.

Analisis de resultados

En las mismas condiciones de humedad y temperatura ambiental, las impresiones
tratadas con agua destilada y con Citricidal® diluido en agua destilada tardaron mas en
secar que aquellas tratadas con etanol y Eviter®, debido a la mayor volatidad de estos
dos ultimos. El agua destilada penetr6 en el aglutinante y fue evidente a simple vista el
hinchamiento de la gelatina siguiendo el patron de las gotas en la superficie del
aglutinante; pese a lo pequefas de las gotas generadas por el aspersor, inevitablemente
se produjeron zonas con acumulacién del producto, resultando en gotas mas grandes y

por lo tanto con un mayor contacto con la superficie (imagen 80). No obstante a esto, no

123



hubo mayores cambios en el brillo de las impresiones, situacion que se esperaba debido

al ferrotyping, salvo en la fotografia tratada con Eviter®, como se vera mas adelante.

Imagen 80. Gotas en la superficie e hinchamiento de la gelatina tras la aplicacién de agua destilada

En las fotos tratadas con Eviter® esto resulté en ligeras manchas mate inmediatamente
notorias (imagen 81), lo cual puede deberse a la deposicidén en la superficie de la imagen

de los elementos que componen el producto.

Imagen 81. Lado izquierdo: luz especular en la fotografia tratada con Eviter®, se nota un menor brillo y un
manchado. Lado derecho: luz especular en la fotografia de referencia se nota un brillo homogéneo en la
superficie.
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En el caso de la foto tratada con Citricidal®, tras la segunda aplicacion empezaron a ser
también notorias manchas correspondientes al patron de goteo de la aspersion
particularmente evidente en las zonas blancas donde se pudieron observar motas con
una tonalidad ambar. Estas manchas fueron mas evidentes después de la tercera
aplicacién, incluso sin necesidad de llevar a cabo la colorimetria (imagen 82). En las

areas mas oscuras fue menos evidente.

Imagen 82. Izquierda: registro de la imagen tratada con agua destilada (mitad izquierda) y la tratada con
Citricidal® al 2% en agua destilada (mitad derecha). Derecha: misma imagen de registro con aumento de la
saturacion para evidenciar las manchas de Citricidal® generadas en las zonas blancas.

Como se mencion6 anteriormente, el sistema colorimétrico empleado se basa en la
medicion de la luminosidad, la escala verde-rojo, la escala azul-amarillo, la saturacion y
el tono. Tras haber obtenido los valores numéricos (tanto los previos como los
posteriores a los tratamientos) correspondientes a cada escala se calcularon las

diferencias en cada una (AL*, Aa*, Ab* y AC*) y la diferencia total (AE*).
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Cada una de estas diferencias individuales se midio a partir de restar los valores iniciales
a los valores finales de la siguiente manera:

AL* = [*gnal — L¥inicial

Por su parte la diferencia total se midié a partir de la siguiente ecuacion (Nassau, 1998,
p. 61):
AE* = [(AL*)Z + (ACI*)Z + (Ab*)2]1/2

Por tratarse de fotografias en blanco y negro los parametros considerados fueron la
luminosidad (AL*), la saturacion (AC*), el tono (Ah*), la escala amarillo — azul (Ab*)*, y
los cambios totales (AE*). Para llevar a cabo este analisis numérico de variaciones se
tomaron como referencia los valores de desviacion propuestos para AE* en la norma
ASTM DS 4422 — 05> (ASTM International, 2005, p. 2), en la cual las desviaciones AE* <
5 se consideraron bajas a moderadas y las AE* 2 5 importantes.® En las tablas que se
presentan a continuacion (tabla 20) se resaltaron en amarillo los valores de AE* que
presentan una desviacion considerada moderada (3 < AE* < 5) y en rojo aquellos con
una desviacién alta (AE* = 5), asi como aquellos valores de otras escalas con parametros

similares.

El colorimetro da la informacién obtenida con tres parametros de luz: “D65”, equivalente
a la luz de dia, “A” que simula la luz incandescente y “F2” que es la luz fluorescente. Los
datos que se usaron para el calculo de variaciones fueron los correspondientes a los
valores de D65 pues es también la medida de referencia de la ASTM DS 4422 — 05
(ASTM International, 2005, p. 1). En los casos de las fotografias tratadas con Citricidal®
y Eviter® se realizé la medicién por duplicado y debido a algunas diferencias en los

valores obtenidos se desglosaron los resultados de ambas en las tablas.

49 Escala tomada en cuenta a partir de los cambios que se sospeché podrian generar el color ambar del Citricidal®.

%0 Standard Practice for Calculation of Color Tolerances and Color Differences from Instrumentally Measured Color
Coordinates.

De acuerdo a la ASTM 4422 — 05 no hay una escala determinada para definir cambios en AL*, Aa*, Ab* y AC*.

126



Fotos tratadas con agua

Color de la zona AL* Aa* Ab* AE* AC* Ah*
Blanco -0.17 0.04 0.2 0.27 0.19 0.19
Negro 0.42 -0.06 -0.51 0.66 -0.49 0.44

Gris 0.26 -0.11 -0.24 0.36 -0.22 0.27

Fotos tratadas con etanol

Color de la zona AL* Aa* Ab* AE* AC* Ah*
Blanco -0.06 -0.02 0.19 0.20 0.2 0.02
Negro 0.11 -0.08 -0.25 0.28 -0.24 0.13

Gris -0.07 -0.11 -0.27 0.29 -0.245 0.12

Tabla 19. Diferencias en los valores antes y después de la aplicacion de agua destilada y alcohol etilico

Fotos tratadas con Eviter®

Color de la zona AL* Aa* Ab* AE* AC* Ah*
Blanco -0.74 0.2 0.76 1.08 0.74 0.26
Blanco -0.52 0.2 0.6 0.82 0.58 0.25
Negro 0.79 0.64 -0.38 1.09 -0.45 0.59
Negro 0.91 0.58 -0.22 1.10 -0.28 0.55

Gris -3.36 0.5 -0.39 3.42 -0.51 0.38
Gris -5.76 0.47 -0.58 5.81 -0.68 0.31

Fotos tratadas con Citricidal® 2%

Color de la zona AL* Aa* Ab* AE* AC* Ah*
Blanco -1.66 0.03 4.56 4.85 4.56 0.03
Blanco -1.76 0.09 5.11 5.41 5.08 0.56
Negro -0.05 -0.07 0.72 0.73 0.72 0.07
Negro -0.28 -0.04 0.71 0.76 0.7 0.13

Gris -1.85 0.02 0.39 1.89 0.37 0.12
Gris 0.71 0.04 0.6 0.93 0.55 0.24

Tabla 20. Diferencias en los valores obtenidos antes y después de la aplicacion de Eviter® y Citricidal®. En
amarillo se marcaron los cambios mayores a 3 y menores a 5y en rojo los cambios mayores a 5.

En los calculos de diferencia realizados (los valores iniciales y finales se encuentran en
los Anexos) y reflejados en las tablas anteriores, el que un valor sea positivo 0 negativo
tiene diferentes implicaciones dependiendo de la escala de la que se esté hablando. De
acuerdo a la ASTM 4422 — 05 (ASTM International, 2005, p. 3), los cambios se dan de la
siguiente manera:

+ AL* = mas claro ; - AL* = mas oscuro
+ Aa* = mas rojo ; - Aa* = mas verde
+ Ab* = mas amairillo ; - Ab* = mas azul
+ AC* = mayor saturacion ; - AC* = menor saturacion
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Es importante hacer mencién de que los cambios representados por AE* son absolutos,
es decir, carecen de informacién con relacion a la direccion del cambio, por lo tanto es
importante leerlo con relaciéon a las variaciones presentes en los otros campos (ASTM
International, 2005, p. 3).

Salta inmediatamente que en las fotos tratadas con agua destilada y con alcohol etilico
casi todas las variaciones son menores a 0.5, lo que se traduce en cambios minimos a

nivel de la imagen, indetectables al ojo humano.

Eviter® Citricidal® Agua destil. Etanol
| [ )

colorchecker

xrite

Qe

Imagen 83. Medicion de colores en las impresiones después de la aplicacion de los productos. La fotografia
con Eviter® se nota menos amarilla que las demas, situacién evidente sobre todo en los grises. En las zonas
blancas con Citricidal® se nota un mayor amarillamiento que en las demas probetas.
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Las fotografias tratadas con Eviter® presentan una disminucién de la luminosidad en la
toma correspondiente a la zona gris de la imagen, y los valores determinados en las dos
tomas son moderado y alto (-3.36 y -5.76 respectivamente) lo cual implica un
oscurecimiento en la imagen, situacién evidenciada también en AE*. Este oscurecimiento
también se da en el blanco, aunque con variaciones menores a 1, mientras que el negro
parece presentar un ligero aumento en su luminosidad (igualmente los valores son
menores a 1). Esto contrasta con el manchado mate que se ve a simple vista en la
superficie, que como ya mencionamos es ligeramente blancuzco (imagen 81), asi como
con el tono general de la imagen que parece ser mas claro (imagen 83). Esto podria
tener una relacion con el brillo propio de la plata, detectado por el espectrofotometro, sin
embargo seria deseable evaluar la pertinencia de una investigacion mas profunda en ese
sentido pues aumentar la variable de la plata incrementa la complejidad de los estudios,

lo cual queda fuera de los alcance de este proyecto.

Por su parte los cambios que se reflejan en los valores del Citricidal® concuerdan con el
amarillamiento que se observa en la imagen. Todos los cambios moderados y fuertes
estan en AE*, Ab* y AC* indicando un aumento en el amarillamiento y en la saturacion
(Ab* y AC* son positivos). Este mismo aumento se da también en las tomas grises y
negras, sin embargo es mucho menos evidente tanto visualmente como en las tomas
colorimétricas. Asi mismo, la pérdida de brillo no resulta evidente a simple vista, a

diferencia de lo observado en la impresion tratada con Eviter®.

4.4. Conclusiones de los analisis fisico-quimicos
Como se esperaba, a corto plazo los efectos evidentes son principalmente
macroscopicos, siendo los mas importantes los cambios de tono en la fotografia tratada

con Citricidal® al 2% en agua destilada y de brillo en la fotografia tratada con Eviter®,

resultados corroborados con el espectrofotometro.
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Los andlisis de FTIR-ATR no reflejan diferencias mayusculas en este momento, salvo por
la modificacién de dos de las bandas de las aminas (amina Il y una amina adicional)
posteriormente a la aplicacion, en todas las probetas. Debido a que no corresponden con
ninguno de los tratamientos, se hizo una revision de las bandas concluyendo que en el
caso de la amina Il los dos picos que se veian en un inicio se superpusieron, mientras
que la amina adicional debido a que el cambio en la intensidad necesaria es muy poco se
considera irrelevante para este estudio. Asi mismo se pudo descartar la hidrdlisis de la
gelatina en este momento. Por otro lado, el cambio en los picos identificados en la
impresion tratada con Eviter® seria necesario monitorearlos pues es importante recordar
que los efectos vistos en todos los casos son a corto plazo. Se desconocen las
implicaciones a largo plazo de cualquiera de estos dos productos, por lo cual seria
deseable se retome posteriormente para llevar a cabo pruebas en camara de
intemperismo o, en su defecto, un monitoreo de las probetas usadas para este trabajo.
Asimismo, los espectros realizados permiten sentar un antecedente para futuras

investigaciones relacionadas.

Por su parte, el MEB puso en evidencia algunos de los elementos que componen al
Eviter®, como Ti, Cl o Si, y que permanecen en la superficie, como era de esperarse al
sacar el porcentaje en sdlidos del producto. Es importante una investigacion mas
profunda sobre la posible relacién de los elementos Al, Ca, Mg y Si, detectados en la
muestra tratada con Citricidal® e indagar en las posibles interacciones de los elementos
encontrados en ambas muestras con los materiales fotograficos. Es necesario mencionar
que el aparente pequefio porcentaje en sélidos del Eviter® (4%) es también un factor a
considerar a largo plazo, pues aunque en apariencia éste pueda calificarse como
“‘menor”, la cantidad de productos depositados en superficie aumenta ante una mayor
cantidad de producto aplicado. Esto es importante pues si bien ya conocemos algunos de
los elementos que lo forman se desconoce la mayoria de compuestos totales, su

cantidad y por ende no podemos predecir su posible reactividad con los materiales.
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Conclusiones y lineas de investigacion a futuro

A lo largo de la investigacion y de la experimentacion que guiaron este proyecto, se pudo
contrastar informacion con relacion a los procesos de eliminacion de microorganismos en

obras con soporte de papel y en fotografias.

En lo que respecta a las imagenes fotograficas, cualquier agente externo que se afiada a
la imagen elimina o modifica parcial o totalmente la informaciéon de la misma. Esto es
muy evidente en el caso de crecimientos fungicos pues el desarrollo de colonias en la
superficie no sélo cubre la imagen en mayor o menor proporcion, sino que también
puede alterar su coloracién y sobre todo generar deterioros que afecten la estabilidad de
la fotografia, como la condicién material de la gelatina y del soporte de papel. En las
probetas fue evidente la pérdida de la imagen, pues los crecimientos de las colonias
llegaron a imposibilitar el reconocimiento de la zona de la foto afectada y para identificar
las diferentes areas de las impresiones se tuvo que recurrir a la comparacién con las

fotografias de registro tomadas al inicio de la experimentacion.

Considerando que las investigaciones llevadas a cabo en bienes culturales provienen de
las areas de medicina o la industria alimenticia, para su aplicacién en fotografias, pese a
haber obtenido resultados favorables en otras obras con soporte de papel, es necesario
considerar la naturaleza proteica de la gelatina. Esta le confiere propiedades particulares
y por lo tanto requiere de pruebas especificas para identificar los comportamientos de los
materiales en ella, como se pudo notar a lo largo de la investigacion presente donde fue
evidente el amarillamiento del aglutinante con el Citricidal® y la pérdida de brillo con el
uso del Eviter®. En lo que respecta al Citricidal® llama la atencién la coloracién amarilla
evidente en la impresion, pues es el producto mas empleado para desinfeccién de
documentos y en los informes revisados del Seminario Taller Optativo de Conservacion
de Fotografias y de la Especialidad Internacional en Conservacién de Fotografias no se

tiene reportado algun cambio en este sentido. El unico cambio que se identificd fue el
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mencionado por Buendia en su trabajo de titulacion (2017, p. 44) en el cual reportd una

“Textura ligeramente grasa” de los documentos posterior a la aplicacién del producto.

Como se menciond, uno de los factores sustanciales en el uso de materiales para
conservacion es comprender su interaccion con las obras en las que se van a emplear.
Esto es unicamente posible cuando se conoce su composicion, por lo cual haber
encontrado la patente del Eviter® en conjunto con los resultados del MEB son factores
clave, pues hasta este momento se conocia apenas poco mas que el nombre de la
molécula (Nbelyax®). Seria deseable realizar una caracterizacion mas puntual de este

material para un mejor sustento para su uso o desecho en objetos patrimoniales.

Es necesario revisar el procedimiento de aplicacion de los fungicidas, y realizar una
comparacion mas puntual sobre las concentraciones usadas en documentos sobre papel
y sobre fotografias, con relacibn a los resultados de pruebas de laboratorio
proporcionadas por la Distribuidora Hidalgo® en su ficha técnica. Otro punto significativo
seria hacer una revision de los métodos de aplicacion usados en restauracion y los
efectos visuales y biolégicos obtenidos. Realizar nuevas investigaciones seria ideal
también debido a la falta de congruencia obtenida en los cultivos realizados
posteriormente a la aplicacion de las diferentes concentraciones de Citricidal®,
obteniendo resultados positivos en unos y en otros no, sin haber concordancia con las
concentraciones empleadas. Respecto a esto, también es posible que cada especie
reaccione distinto con los productos usados y las concentraciones probadas, pues cada
microorganismo tiene sus propias caracteristicas de desarrollo. Seria idéneo llevar a
cabo una identificacion precisa de las especies empleadas (principalmente con fines de
investigacion y registro mas precisos) y una siembra de las cuatro cepas, tras una
aplicacién controlada de los productos, sometiendo todas a las mismas condiciones y
llevando un registro periddico para una comparacion de las velocidades de crecimiento

especificas a cada género con y sin aplicacion de los biocidas.
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Por otro lado, aunque con el Eviter® el crecimiento fue mas lento, es necesario hacer
énfasis en probar con un método que asegure la aplicacién homogénea del producto en
grandes cantidades de documentos, como la nebulizacién. Respecto a esto se encontro
recientemente que Eviter® cuenta ya con un Sanitizante de Alto Nivel de uso directo
especialmente disefiado para su nebulizacion, lo cual puede darnos las herramientas

necesarias para llevar a cabo una experimentacion mas puntual en esa direccion.

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion ambos productos unicamente
se consideran fungistaticos, pues ralentizaron el crecimiento de la mayoria de las
colonias fungicas en las probetas y no se identificé un patréon en las siembras en EMA
que no tuvieron crecimiento con a las concentraciones empleadas. Al haber una
inhibicion en el desarrollo de los hongos, esto podria permitir una manipulacién de los
documentos para su traslado y, en dado caso, proceder a otras medidas para su
preservacion, como un registro digital de ellos (en caso de no existir previamente) que
permita la conservacion de la informacion. Es pertinente mencionar que la evaluaciéon de
las fotografias (o colecciones fotograficas) afectadas debe hacerse tomando en cuenta la
importancia de éstas en funcién de la informacion que proveen, su origen, cualidades
artisticas, etc., para poder realizar un dictamen acertado en el que se pueda, en dado
caso, valorar su tratamiento con cualquiera de ambos productos, a sabiendas de las
posibles alteraciones de color y brillo que podrian causar. Dicha evaluacién debe tomar
en cuenta de manera primordial el estado de conservacion de la gelatina para poder

determinar el método de aplicacion mas adecuado.

Es también necesario tomar en cuenta que la efectividad a largo plazo de un agente
fungistatico depende de una periodicidad en su aplicacion, pues una vez que el producto
deja de actuar, el microorganismo que hasta entonces habia estado inhibido, si las
condiciones ambientales son favorables, puede iniciar (o continuar) su desarrollo, y no
todos los archivos cuentan con el personal para realizar dichas aplicaciones frecuentes e
incluso la estabilidad los mismos materiales no permite en muchos casos las

aplicaciones repetitivas. Este factor es relevante pues en el caso del Eviter®, gracias a la
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informacion de la patente y a los resultados obtenidos en los analisis que nos dieron un
indicio mas claro sobre su composicion, pesé a especificar en su pagina que el efecto
biocida dura 72h, se esperaria un mayor efecto antimicrobiano remanente,
principalmente debido al porcentaje en sdélidos que tiene y que muy posiblemente sean
los que permanecen en superficie y hayan sido detectados por el MEB. Sin embargo
faltaria comprobar esta ultima hipdtesis haciendo un analisis mas puntual sobre la

naturaleza de los componentes solidos extraidos.

Con relacién al Citricidal® seria idoneo realizar pruebas in vitro que permitan entender
mejor el comportamiento de este producto a diferentes concentraciones, considerando
que la respuesta de las colonias durante la siembra en EMA después de la aplicacion de
los productos fue muy aleatoria, pues no hubo una relacién de mayor concentracion —
menor crecimiento, si no que en algunos casos hubo y en otros no, independientemente
de la concentracion. Asi mismo seria importante llevarlas a cabo para contrastar con la
informacion proveida en la ficha técnica de la Distribuidora Hidalgo y otros estudios o
tesis donde se haya investigado. Si bien hubo mayor inhibicion de los microorganismos
con las diluciones de 1% y 2% en agua, esto no es determinante dada la variabilidad de
la informacion con relacion a estos parametros con la ficha técnica y la tesis de Buendia
(2017). Esto seria importante sobre todo considerando el cambio de color que hubo en
los tonos blancos de la imagen; si, como viene en la ficha técnica del producto,
concentraciones mas bajas tienen un buen efecto fungicida (con una aplicacion uniforme)
seria idoneo identificarlo pues evitaria o disminuiria estos cambios. En el caso de
fotografias en blanco y negro, como vimos, implican un amarillamiento del blanco, pero
de llegarse a usar en impresiones o transparencias a color podrian generar cambios

cromaticos mayores.
Si bien son pocas las fotografias en las que se han hecho estudios previos a la aplicacion

del Citricidal® seria interesante rastrearlas para llevar un registro y monitoreo de la

evolucidon de los materiales, tomando en cuenta las condiciones de almacenamiento en
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las cuales estan (o han estado), asi como rastrear, en los casos posibles, los analisis que

se hayan hecho anteriormente para darles seguimiento.

Los analisis con FT-IR permitieron constatar que no hay un proceso inmediato de
deterioro, como hidrolisis, desencadenado por alguno de los productos. Sin embargo
seria recomendable hacer una evaluaciéon a un mayor plazo, ya sea sometiendo éstas u
otras probetas a camaras de envejecimiento acelerado para identificar posibles
posteriores dafios en la estructura molecular de la gelatina, asi como monitorear los
picos que se alteraron en la impresion tratada con Eviter® a 721.4 cm™y 701.1 cm™, que
no se relacionan con el material analizado. Este analisis podria complementarse con
pruebas de control positivas, deteriorando controladamente las fotografias con diferentes
agentes, por ejemplo acidos o bases fuertes, y asi obtener espectros de referencia para

futuras investigaciones relacionadas al deterioro molecular de la gelatina.

Una investigacion mas puntual seria util para determinar los compuestos de este
producto y sus concentraciones; complementarla a partir de estudios de MEB de una
muestra de Eviter® puro que permita conocer su composicion elemental, seria deseable
y asi tenerlo como elemento de referencia para el analisis de la fotografia realizado
posteriormente a su aplicacion, y poder identificar la correlacion entre los elementos

identificados posteriormente en las graficas y mapeos elementales.

Con relacién a la colorimetria, contrastd el aumento en los valores de luminosidad con el
manchado mate que se ve a simple vista en la superficie, que como ya mencionamos es
ligeramente blancuzco, asi como con el tono general de la imagen que parece ser mas
claro. Esto podria tener una relacion con el brillo propio de la plata, detectado por el
espectrofotometro, sin embargo seria deseable evaluar la pertinencia de una
investigacion mas profunda en ese sentido pues aumentar la variable de la plata
incrementa la complejidad de los estudios, lo cual queda fuera del alcance de esta tesis.
Los valores de obtenidos con la colorimetria permiten tener valores de referencia que

permitan su comparacion con tomas posteriores.
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Finalmente otro andlisis que podria complementar la experimentacion biolégica es la
observacion de las fotografias con luz ultravioleta. Si bien mencionamos que esta
frecuencia del espectro electromagnético no se recomienda para su uso en fotografias
como método fungicida por generar alteraciones principalmente en las cadenas de
celulosa del papel, es una buena herramienta para la revision de actividad fungica en los
materiales fotograficos: la fluorescencia permite evidenciar zonas con hongos activos y
dimensionar el avance del deterioro microbiolégico (aun siendo invisibles al ojo humano

bajo iluminacion natural) (Buzit Tragnani, 2005, p. 21; Garavito Posada, 2009, p. 20).
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Imagen 84. Zona gris de la foto patron previo al tratamiento
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Imagen 85. Zona blanca de foto patrén previo a la aplicaciéon de los productos



0.12 4

0.10

0.08

0.06

0.04 -

Reflectancia (UA)

0.02 S

0.00

4000

T
3500

T
3000

T T
2500 2000

n° de onda (cm-1)

T
1500

T
1000

I
500

Imagen 86. Zona blanca de la foto patréon después de tratamiento con agua
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Imagen 88. Zona gris después de aplicacion de Eviter®
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Imagen 90. Reverso de foto patrén después de aplicacion del Eviter®

Porcentaje en soélidos del Eviter®

A partir de la evidente presencia de particulas solidas en la composicion del producto,
se decidio realizar un breve analisis de su porcentaje. Para esto se tomé una pequefa
muestra de Eviter® a la cual, tras tomar el peso inicial (45 g), se puso durante 5 dias en
un horno a 50°C para su evaporacion hasta obtener unicamente el material sélido, cuyo
peso final fue de 1.8 g. Gracias a esto se pudo determinar que el porcentaje de sélidos
del Eviter® empleado fue de 4%.
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Toma de imagenes en el Microscopio Electréonico de Barrido (MEB)

Los andlisis y la toma de imagenes que se llevaron a cabo en el microscopio electrénico
de barrido (MEB) se hicieron en bajo vacio (LV)** debido a que en alto vacio (HV)*® se
detectd un exceso de carga que no permiti6 hacer un registro adecuado de las
imagenes. En las primeras mediciones, previas a la aplicacién de productos, se
realizaron 14 lecturas en la muestra 1, en dos diferentes puntos de la muestra y a
distintos aumentos, siendo las primeras dos unicamente ensayos para determinar los
mejores parametros necesarios (presion, voltaje y tamano de foco). En el caso de la
zona de transicidén (zona 2) primero se hicieron 4 lecturas (AG1_A7 a A10) en un punto
mayoritariamente oscuro (con predominancia de plata) y luego otras 4 (AG1_A11 a A14)
de una zona mas clara (con predominancia de gelatina) con fines comparativos. Asi
mismo en dicha zona se llevdé a cabo el mapeo elemental para intentar determinar

cambios en la composicion entre las zonas del aglutinante con y sin plata.

Con la muestra 2, por tratarse de la misma imagen, sin tratamientos, sélo se realizaron

2 imagenes, una a 20,000X y otra a 10,000X, con los mismos parametros.

N° de medicién | Aumento Otros parametros
AG1_A1 20,000X | 20kV, 20Pa, spot size 36
g AG1_A2 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
n AG1_A3 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
2 AG1_A4 10,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
1 AG1_A5 5,000X 25kV, 23Pa, spot size 36
AG1_A6 2,500X 25kV, 23Pa, spot size 36
AG1_A7 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
AG1_A8 10,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36

52 . . .
Low vacuum, por sus siglas en inglés

53 . . . .
High vacuum, por sus siglas en inglés.
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Z]  AG1_A9 5,000X | 25KV, 23Pa, spot size 36
;’ AG1_A10 2,500X | 25KV, 23Pa, spot size 36
al AG1_AT 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
o  AGT_A12 10,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
AG1_A13 5,000X | 25KV, 23Pa, spot size 36
AG1_A14 2,500X | 25KV, 23Pa, spot size 36

Tabla 21. Parametros de las mediciones antes de la aplicacion del Eviter® y Citricidal®.

Posteriormente a la aplicacion de Citricidal® diluido al 2% en agua destilada y de
Eviter® se realizd una segunda toma para las mismas muestras empleadas
anteriormente, las cuales habian sido tratadas respectivamente con Eviter® (muestra 1)
y con Citricidal® (muestra 2). Considerando que lo que nos interesaba conocer en esta
etapa era la naturaleza de los elementos inorganicos residuales del Eviter® vy el
Citricidal®, se determind que las muestras tratadas con agua destilada y etanol no eran

relevantes para este analisis.

En el caso de la muestra 1, tratada con Eviter®, se usaron inicialmente los mismos
parametros que en las tomas previas a los tratamientos (LV, 25kV, 23Pa y spot size 36)
y los mismos aumentos, sin embargo la muestra se cargd y se tuvo que subir la presién
a 27Pa para las mediciones con menor aumento. Se realizaron en total nueve tomas en
esta muestra: dos tomas preliminares para enfocar y determinar el area a analizar, seis
subsecuentes a diferentes aumentos y una novena en la zona en la que se llevé a cabo

el mapeo elemental.

N° de medicién | Aumento Otros parametros
AG1_B1 20,000X 25kV, 23Pa, spot size 36
AG1_B2 20,000X 25kV, 23Pa, spot size 36

M (zona distinta)
U AG1_B3 20,000X 25kV, 23Pa, spot size 36
g AG1_B4 20,000X 25kV, 23Pa, spot size 36
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T AG1_B5 10,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
2 AG1_B6 10,000X | 25kV, 27Pa, spot size 36
’ AG1_B7 5,000X 25kV, 27Pa, spot size 36
AG1_B8 2,500X 25kV, 27Pa, spot size 36
AG1 B9 200X (general) | 25KV, 27Pa, spot size 36

Tabla 22. Parametros de las mediciones en la muestra 1, tratada con Eviter®

En la muestra tratada con Citricidal® (muestra 2) se usaron los mismos parametros
iniciales vy, al igual que con la muestra tratada con Eviter® se tomé una imagen de la

zona mapeada, esta vez a 30X.

N° de medicion | Aumento Otros parametros
AG1_C1 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
AG1_C2 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
'L\J/I AG1_C3 10,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36
E AG1_C4 5,000X 25kV, 23Pa, spot size 36
-S|- AG1_C5 2,500X 25kV, 23Pa, spot size 36
E AG1_C6 2,500X 25kV, 23Pa, spot size 36

AG1_C7 30X (general) | 25kV, 23Pa, spot size 36
2 AG1_C8 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36

AG1_C9 20,000X | 25kV, 23Pa, spot size 36

Tabla 23. Parametros de las mediciones en la muestra 2, tratada con Citricidal®

Sin embargo las fotografias obtenidas a partir de estas lecturas carecieron de detalle
suficiente para poder llevar a cabo un analisis topografico preciso, como se puede
apreciar en las imagenes a continuacion. Debido a esto no se tomaron en cuenta para

este trabajo, pero se anexan por si fueran de utilidad en futuras investigaciones.
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Zona 1

Registro de imagen previo a la aplicacion de los biocidas
; e =

Imagen 91. AG1_A1

Imagen 92. AG1_A2
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Imagen 94. AG1_A4

158




‘Imagen 96.AG1_AG6
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Zona 2

Imagen 98. AG1_A8
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Imagen 101. AG1_A11
¥

Imagen 102. AG1_A12
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Imagen 104. AG1_A14
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Registro de imagen en la muestra 1 posterior a la aplicacion del
biocida (Eviter®)

1

Imagen 105. AG1_B1

HEB. BEE 11

Imagen 106. AG1_B2
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H. BEH 1

Imagen 107. AG1_B3

Vil

Imagen 108. AG1_B4
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Imagen 109. AG1_B5

Imagen 110. AG1_B6
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Imagen 112. AG1_B8
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Registro de imagen en la muestra 2 posterior a la aplicacion del
biocida (Citricidal®)

Imagen 114. AG1_C1
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Imagen 115. AG1_C2
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Imagen 116. AG1_C3
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Imagen 118. AG1_C5
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Imagen 120. AG1_C7
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Imagen 121. AG1_C8

Imagen 122. AG1_C9

172




4

Imagen 124. AG1_C11
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Imagen 125. AG1_C12
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Valores iniciales y finales de las tomas colorimétricas

Grupo rasgos L*(D65) a*(D65) b*(D65) C*(D65) h(D65)
1 SCl 92.85 -0.29 1.79 1.82 99.16
1 SCE 90.97 -0.28 1.94 1.96 98.35
2 SCI 37.9 -0.51 4 4,03 97.26
2 SCE 31.06 0.8 4,85 4,91 99.34
3 SCl 56.65 0.72 3.93 4 100.45
3 SCE 52.74 -0.87 4,33 4,42 101.41
4 SCI 92.65 0.24 2.12 2.13 96.44
4 SCE 91.01 0.24 2.25 2.27 96.06
5 SCI 37.12 0.44 3.7 3.73 96.83
5 SCE 27.64 -0.68 6.49 6.53 95.98
6 SCI 54.79 -0.75 4,59 4,65 99.32
6 SCE 50.57 -0.89 5.26 5.33 99.61

Tabla 24. Valores iniciales de la fotografia tratada con agua y con etanol. 1 a 3 corresponden a la impresion
posteriormente tratada con agua y 4 a 5 a la impresion posteriormente tratada con etanol.

Grupo rasgos L*(D65) a*(D65) b*(D65) C*(D65) h(D65)
13 SCI E 92.68 -0.25 1.99 2.01 97.24
13 SCE 90.71 -0.26 2.22 2.23 96.81
14 SCI 92.67 -0.25 1.99 2.01 97.24
14 SCE 90.69 -0.25 2.21 2.22 96.42
15 SCI 38.34 -0.57 3.49 3.54 99.24
15 SCE 28.64 -0.86 6.79 6.85 97.2
16 SCI 38.3 -0.58 3.5 3.54 99.39
16 SCE 28.59 -0.94 6.88 6.94 97.77
17 SCI 56.97 -0.82 3.7 3.79 102.51
17 SCE 52.34 -0.93 4.6 4,7 101.44
18 SCI 56.84 -0.83 3.69 3.78 102.63
18 SCE 52.19 -0.97 4.6 4,7 101.86
19 SCI 92.63 -0.25 2.3 2.32 96.09
19 SCE 90.72 -0.25 2.51 2.53 95.59
20 SCI 92.62 -0.26 2.32 2.34 96.38
20 SCE 90.72 -0.26 2.53 2.55 95.88
21 SCI 37.23 -0.52 3.45 3.49 98.49
21 SCE 26.7 -0.79 7.3 7.35 96.18
22 SCI 37.23 -0.52 3.45 3.49 98.55
22 SCE 26.72 0.8 7.36 7.41 96.22
23 SCI 54.72 -0.86 4,32 4.4 101.27
23 SCE 49.84 -1.01 5.35 5.44 100.69
24 SCI 54.73 -0.86 4,33 441 101.24
24 SCE 49.89 -1.01 5.33 5.43 100.72

Tabla 25. Valores obtenidos en la fotografia después de la aplicacion de agua destilada y etanol. 13 a 18
fueron mediciones en la fotografia tratada con agua y 18 a 24 en la fotografia tratada con etanol.
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Grupo rasgos L*(D65) a*(D65) b*(D65) C*(D65) h(D65)
1 SCI 92.92 -0.33 1.92 1.85 99.71
1 SCE 91.19 -0.34 1.95 2.02 99.8
2 SCI 92.57 -0.31 211 2.13 98.44
2 SCE 90.76 -0.32 2.28 2.3 98.12
3 SCI 58.91 -0.93 2.75 2.91 108.72
3 SCE 55.37 -1.1 2.89 3.0 110.51
4 SCI 61.28 -0.91 2.92 3.06 107.3
4 SCE 58.35 -1.06 2.94 3.13 109.81
5 SCI 36.06 -0.63 2.78 2.85 102.71
5 SCE 27.58 -1.11 4,15 4.3 104.58
6 SCI 35.88 -0.59 2.63 2.69 102.56
6 SCE 26.82 -1 43 441 103.04
7 SCI 92.52 -0.31 2.48 2.49 97.06
7 SCE 90.99 -0.31 2.54 2.56 96.97
8 SCI 92.44 -0.35 2.27 2.3 98.69
8 SCE 90.77 -0.36 2.35 2.41 98.53
9 SCI 55.7 -1.05 3 3.18 109.38
9 SCE 51.68 -1.25 3.35 3.57 110.41
10 SCI 54.49 -1.07 2.75 2.95 111.23
10 SCE 49.97 -1.26 3.25 3.52 110.93
11 SCI 34,56 -0.47 2.16 2.21 102.31
11 SCE 23.44 -0.84 4,96 5.04 99.6
12 SCI 34.86 -0.5 2.17 2.23 102.54
12 SCE 23.95 -0.9 5.14 5.22 99.95

Tabla 26. Mediciones iniciales de las impresiones tratadas con Eviter y Citricidal. Mediciones 1 a 6
corresponden a la imagen posteriormente tratada con Eviter® y 7 a 12 a la posteriormente tratada con
Citricidal® al 2% en agua destilada.
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Grupo rasdz L*(D65) a*(D65) b*(D65) C*(D65) h(D65)
1 SCl 92.18 -0.13 2.68 2.69 92.69
1 SCE 90.61 -0.12 2.85 2.85 92.5
2 SCI 92.05 -0.11 2.71 2.71 92.43
2 SCE 90.44 -0.11 2.88 2.88 92.2
3 SCI 36.85 0.01 2.4 2.4 89.84
3 SCE 28.94 -0.12 3.37 3.37 92.02
4 SCl 36.79 -0.01 2.41 2.41 90.35
4 SCE 28.84 -0.11 3.45 3.45 91.79
5 SCI 55.55 -0.43 2.36 2.4 100.41
5 SCE 52.56 -0.49 2.7 2.74 100.22
6 SCI 55.52 -0.44 2.34 2.38 100.62
6 SCE 52.53 -0.5 2.68 2.73 100.49
7 sCl 90.86 -0.28 7.04 7.05 92.32
7 SCE 89.1 -0.27 7.39 7.39 92.1
8 SCl 90.68 -0.26 7.38 7.38 92
8 SCE 88.96 -0.23 7.71 7.72 91.72
9 SCl 34,51 -0.54 2.88 2.93 100.69
9 SCE 24,21 -0.91 4,59 4,68 101.24
10 SCI 34,58 -0.54 2.88 2.93 100.61
10 SCE 24,31 -0.91 4,59 4.68 101.26
11 SCI 53.85 -1.03 3.39 3.55 106.81
11 SCE 48,71 -1.2 4,27 4,44 105.73
12 SCI 53.78 -1.03 3.35 35 107.03
12 SCE 48.62 -1.19 4,25 441 105.66

Tabla 27. Mediciones después de la aplicacion de los productos. Las mediciones 1 a 6 corresponden a la
impresion tratada con Eviter® y 7 a 12 a las tratadas con Citricidal® al 2% en agua destilada.
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Hoja técnica de la gelatina Talas® usada para las probetas

AGC A DIVISION OF HEALTH PROCESSES INC.

AMERICAN GELATIN COMPANY
P.O. Box 286 Binghamton, NY 13903
(800) 206-6555 * (607) 296-3813 *(607) 296-3816 Fax

americangelatin@gmail.com

SAFETY DATA SHEET — Gelatin

SECTION | - PRODUCT INFORMATION

PRODUCT / MATERIAL Gelatin

MANUFACTURER’S NAME American Gelatin Company Div. of Health Processes, Inc.
ADDRESS PO Box 286 Binghamton, NY 13903

PHONE NUMBER 607-296-3813

EMERGENCY PHONE NUMBER 607-296-3813, Secondary: 800-206-6555
RECOMMENDED USE Food, Pharmaceutical, Nutraceutical, Dietary Supplement.
RESTRICTIONS ON USE N/A — Non-Hazardous, GRAS Status

SECTION Il - HAZARDOUS INGREDIENTS
NOT APPLICABLE This product does not contain any reportable hazardous components as defined
in 29 CFR 1910.1200

SECTION Il - PHYSICAL DATA
INGREDIENTS 100% Gelatin
PROPERTIES > 86% Protein
< 12% Moisture
< 2% Ash
SECTION IV — FIRST AID MEASURES
EYES May cause eye irritation. Warm water rinse.
SKIN May cause skin irritation
INGESTION Not Toxic
INHALATION Dust
MEDICAL CONDITIONS GENERALLY
AGGRAVATED BY EXPOSURE N/A
SECTION V - FIRE AND EXPLOSION HAZARD DATA
FLASH POINT N/A
FLAMMABLE LIMITS N/A
EXTINGUISHING MEDIA Water, Foam, CO, & ABC Powder Extinguisher
UNUSUAL FIRE OR EXPLOSION HAZARDS None
SPECIAL FIRE FIGHTING PROCEDURES Treat as typical combustible product fire
AUTO-IGNITION TEMPERATURE N/A
HAZARDOUS COMBUSTION PRODUCT Can decompose at high temperatures forming toxic
gasses.
SECTION VI— ACCIDENTAL RELEASE MEASURES
METHODS FOR CLEAN-UP This material is non-hazardous waste as specified in 40 CFR 261.
Handle as a biodegradable powder.

SECTION VIl - HANDLING AND STORAGE
HANDLING N/A
STORAGE Store in cool, dry area. Temperatures in excess of 113°F and 60% humidity can lead
to protein degradation and encourage microbial
proliferation.

SINCE AMERICAN GELATIN CO. HAS NO CONTROL OVER HOW THE PURCHASER STORES, HANDLES, OR USES THESE PRODUCTS, NO WARRANTY IS MADE EITHER EXPRESSED OR
IMPLIED, WITH RESPECT TO THESE PRODUCTS, THEIR MERCHANTABILITY, THEIR FITNESS FOR ANY PURPOSE OR FOR RESULTS TO BE OBTAINED FROM THEIR USE. NO
REPRESENTATIVE OF AMERICAN GELATIN CO. HAS AUTHORITY TO WAIVE OR CHANGE THIS PROVISION, WHICH APPLIES TO ALL SALES AND SAMPLES.

www.talasonline.com
330 Morgan Ave Brooklyn, NY 11211 | 212-219-0770 | info@talasonline.com
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AGC A DIVISION OF HEALTH PROCESSES INC.

AMERICAN GELATIN COMPANY

P.O. Box 286 Binghamton, NY 13903
(800) 206-6555 * (607) 296-3813 *(607) 296-3816 Fax

americangelatin@gmail.com

SECTION VIII - EXPOSURE CONTROLS / PERSONAL PROTECTION

RESPIRATORY PROTECTION N/A
VENTILATION RECCOMENDED Local Exhaust, usual / Mechanical (General), usual
EYE PROTECTION Safety Glasses
SECTION IX — PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES
VAPOR PRESSURE N/A
VAPOR DENSITY N/A
SOLUBILITY IN WATER Complete in hot water
SPECIFIC GRAVITY >1
PERCENT VOLATILE PER WEIGHT 0%
EVAPORATION RATE N/A
APPEARANCE AND ODOR Granulated white to amber colored powder, no odor
pH (6.67%) 3.8-6.8
BOILING POINT N/A
FREEZING POINT / MELTING POINT N/A
VISCOSITY (6.67% @60°C) 20-80 mps
SECTION X — REACTIVITY DATA
STABILITY FACTOR Product is Stable
INCOMPATIBILITY N/A
HAZARDOUS DECOMPOSITION PRODUCTS N/A
CONDITIONS TO AVOID None
POSSIBLE HAZARDOUS REACTIONS None
SECTION XI — TOXICOLOGICAL INFORMATION HEALTH HAZARD DATA
THRESHOLD LIMIT VALUE Not established. All ingredients Food Grade.
EFFECTS OF OVEREXPOSURE Unknown. May be irritating to skin and eyes.
DERMAL IRRITATION Mild Irritant
OCULAR IRRITATION Suspect Irritant
ORAL TOXICITY Not Toxic
SECTION Xl - ECOLOGICAL INFORMATION
ECOTOXICITY Not established
PERSISTENCE AND DEGRADABILITY Not established
BIOACCUMULATIVE POTENTIAL Not established
MOBILITY IN SOIL Not established
SECTION XIlll - DISPOSAL CONSIDERATION
WASTE DISPOSAL METHOD Can be incinerated in an approved combustion disposal or disposed of in
an approved landfill according to applicable
regulations.
SECTION XIV — TRANSPORTATION INFORMATION
DOT Not considered hazardous
IATA Not considered hazardous

SECTION XV — REGULATORY INFORMATION
Not applicable

SECTION XVI - OTHER INFORMATION
DATE OF PREPARATION March 12, 2015

SINCE AMERICAN GELATIN CO. HAS NO CONTROL OVER HOW THE PURCHASER STORES, HANDLES, OR USES THESE PRODUCTS, NO WARRANTY IS MADE EITHER EXPRESSED OR
IMPLIED, WITH RESPECT TO THESE PRODUCTS, THEIR MERCHANTABILITY, THEIR FITNESS FOR ANY PURPOSE OR FOR RESULTS TO BE OBTAINED FROM THEIR USE. NO
REPRESENTATIVE OF AMERICAN GELATIN CO. HAS AUTHORITY TO WAIVE OR CHANGE THIS PROVISION, WHICH APPLIES TO ALL SALES AND SAMPLES.

www.talasonline.com
330 Morgan Ave Brooklyn, NY 11211 | 212-219-0770 | info@talasonline.com
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Ficha técnica del Citricidal®

éGh

distribuidora

hidalgo

CITRICIDAL

Extracto de la semilla y pulpa de Toronja

Amplio Espectro Antimicrobiano

Antibacteriano
Antiparasitario
Antimicotico
Antiviral

Grosellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de México
Tel. 5562-7212 e-mail: ventas@distribuidora-hidalgo.com
Sitio web http://www .distribuidora-hidalgo.com
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Descripcion del Producto

CITRICIDAL es un antimicrobiano de amplio espectro extraido de la semilla y pulpa
de la toronja.

Aplicacic
CITRICIDAL es un bactericida, fungicida, antiviral y antiparasitario de amplio espectro
extremadamente potente y efectivo.

CITRICIDAL es ambientalmente seguro, con una baja toxicidad para el ser humano y
animales.

Modo de Accion

Los estudios indican que |a actividad antimicrobiana de CITRICIDAL se efectia en |a
membrana citoplasmica donde se evita la absorcion de aminoacidos.

Biodegradabilidad
CITRICIDAL es biodegradable acorde al "Método de Prueba estandar para la
determinacion del potencial de biodegradacion anaerdbica de los quimicos organicos”™,
ASTM standards, seccion 11, Agua y Tecnologia ambiental, procedimiento E 1196-2,
pp. 879-901, 1993.

Usos

Agricultura: Bactericida y fungicida en el tratamiento de la pre y post cosecha.
Rango: 50 a 250 ppm.

Peces y aves: Desinfectante para pescado fresco y aves, conservador para pescado y
aves procesadas: Rango: 100 2 1000 ppm.

Alimento para animales: Inhibidor de moho y antiparasitario.
Rango: 50 a 250 ppm.

Comida: Conservador y antioxidante. Rango: 10 a 250 ppm.
Cosméticos: Conservador y antimicrobiano. Rango: 1000 a2 10000 ppm.

Tratamiento de Agua: Desinfectante para agua contaminada.
Rango: 50 a 250 ppm.

Terapéutica: Rango: 50 a 200 mg/dosis.

Grosellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de Meéxico
Tel. 5562-7212 e-mail: ventas@distribuidora-hidalgo.com

Sitio web http://www.distribuidora-hidalgo.com
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Propiedades Fisicas

Descripcion Quimica: Difenol Hidroxibenceno.
Apariencia (liquido): Liquido, viscoso.

Color: 2, Amarille Limoén.

Olor: Moderadamente citrico.

Gravedad Especifica (d25°C): 1.110

Densidad (lbs. /gal.): 9.5

pH (d25°C ): 2.0 - 3.0

Punto de Ignicion: 300°F

Viscosidad: 134.91

Peso Molecular: 565

Solubilidad: Agua, alcohol y solventes organicos.
Vida de Anaquel: 6 afios (2 partir de la fecha de produccion)

Formula Quimica
CITRICIDAL (Extracto Liquido)

Extracto de Toronja 56-60%
Glicerina Vegetal USP 35-39%
Acido Ascorbico 2-4%
Toxicidad

Toxicidad oral aguda: LD50 sobre 5000 mg/kg de peso corporal vivo.

Toxicidad cronica (aguda oral con alimentacion continua y estudios de reproduccion por
24 meses): LD50 sobre 2500 mg/kg de peso corporal vive (ratas y conejillos de
indias ).

Toxicidad oral aguda (estudio de alimentacion continua con harina de pescado por 12
meses): LD50 sobre 5000 mg/kg de peso corporal vivo (ratas adultas 12 meses).
LD50 sobre 400 mg/kg de peso corporal vivo (ratas recién nacidas).

Toxicidad Dérmica: No es irritante ni corrosiva a la piel primaria.

Carcinogenicidad: Pruebas durante 12 meses en ratones no mostraron efecto
cancerigeno.

Estudio de inhalacion prolongada: Exposicion de 8 horas diarias en una camara
cerrada, 5 dias a la semana durante 90 dias, no causaron ningun efecto en aire con
100 -150 mg/m3.

Toxicidad Dérmica (carcinogenicidad): 2 anos de estudios con ratas y ratones no

mostraron efectos cancerigenos, ni sistémicos.

Groszellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de México
Tel. 5562-7212 e-mail: ventas@distribuidora-hidalgo.com
Sitio web http://www.distribuidora-hidalgo.com
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Irritacion en ojos: En forma directa causa severa irritacion con ligero dafio en iris.
Concentraciones del 0.5%, 1% y 2% producen irritacion y eritema moderado.

Los siguientes analisis muestran que CITRICIDAL puede ser utilizado en una amplia
gama de aplicaciones, ofreciendo un desempefio superior comparado con los agentes
microbianos comunmente usados.

Potencia Relativa de Agentes Antimicrobianos.

El estudio de concentracion inhibitoric minimo es un ensayo empleado para evaluar la
potencia relativa de CITRICIDAL comparado con otros agentes antimicrobianos. Este
estudio demostro que CITRICIDAL es 10 o 100 veces mas efectivo que otros agentes
contra los organismos usados en este estudio.

Potencia relativa de agentes microbianos

o CITRICIDAL

B SUSPENSION OXIDO DE
PLATA

0 SOLUCION DE CLORO

Porcentaje de Inhiblcién

0YODO

Grosellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de Meéxico
Tel. 5562-7212 e-mail: ventas@distribuidora-hidalgo.com
Sitio web http://www.distribuidora-hidalgo.com

183



Ch
hidalgo

Prueba de Conservadores USP.

La prueba de conservadores USP evalua la capacidad de un producto para resistir un
ataque microbiano. Es disefiada para determinar si el producto esta protegido contra
microorganismos, los cuales pudieran alterar la calidad e integridad de la formulacion
final. Este estudio demuestra que CITRICIDAL es tan efectivo como el metilparabeno
en dar cumplimiento con lo establecido para pruebas de conservadores USP eficaces.
También se demostro que CITRICIDAL actia mas rapidamente en reducir la
concentracion de organismos viables.

— METILPARABENO, 0.2%
—— CITRICIDAL, 0.2%

Grosellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de Meéxico
Tel. 5562-7212 e-mail: ventas(@distribuidora-hidalgo.com
Sitio web http://www.distribuidora-hidalgo.com
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Evaluacion de Biodegradabilidad de CITRICIDAL

La biodegradabilidad de CITRICIDAL es establecida por el "método de prueba
estandar para la determinacion del potencial de biodegradacion anaercbico de quimicos
organicos”, ASTM Standars,Seccion II,Agua y Tecnologia ambiental,Procedimiento E
1196-2, pp 879-901,1993.

CITRICIDAL tiene un efecto inhibitorio sobre la produccion de dioxido de carbon en
un sistema de digestion anaercbico en las primeras cuatro semanas. Al término de
ocho semanas, la produccion de gas alcanzada es el maximo tedrico demostrando que
CITRICIDAL es biodegradable usando los procedimientos de prueba aceptados.

Emislones CO2 de Organismos
anaerdbicos

Numero de semanas
Especificaciones de Embalaje

Extracto Liquido: Bidones de plastico de 5, 10 y 20 kilogramos.
Extracto en Polvo: Bolsa de plastico de 1, 10 y 20 kilogramos.

CITRICIDAL (como un extracto natural) es citado como "Generalmente Reconocido
como Seguro” GRAS por sus siglas en inglés (Generally Recognized as Safe) en el Codigo
de Regulaciones Federales 21 CFR 182.20.

Grosellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de Meéxico

Tel. 5562-7212 e-mail: ventas@distribuidora-hidalgo.com

Sitio web http://www.distribuidora-hidalgo.com
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CITRICIDAL ha sido evaluado comprobando su seguridad para el ser humano y
animales, incluyendo el medio ambiente. CITRICIDAL es considerado No Toxico y No
Irritante en diluciones arriba del 2%. CITRICIDAL es también considerado como No

Corrosivo.
CAS No. 90045-43-5 CTFA: Extracto de Toronja
Nota.-CITRICIDAL debe ser manejado con cuidado. Evite contacto con los ojos y

evite respirar los vapores por tiempo prolongado. Cualquier contacto con |a piel debe
enjuagarse vigorosamente con agua.

CITRICIDAL Concentracion minima inhibitoria IN-VITRO ( MIC )

Bacteria Gram-negativa Origen y cepa No. MIC (ppm)
Aerobacter aerogenes CT™ 413 20
Alcalingenes faecalis A 2000
Brucella intermedia A 2
Brucella abortus NCTC 8226 2
Brucella melitensis A 2
Brucella suis A 2
Cloaca cloacae NCTC 8155 6
Escherichia coll NCTC 86 2
Escherichia coll ATCC 9663 6
Escherichia coll NCTC 9001 6
Haemophilus influenzae A 660
Klebsiella edwardsil NCTC 7242 (3
Kiebsiella aerogenes NCTC 8172 6
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 (3
Legionella pneumoniae aislado 200
Loefflerella maliel NCTC 9674 6
Loefflerella pseudomallel NCIB 10230 20
Moraxella duplex A 2
Moraxella glucidolytica A 6
Neisseria catarrhalis NCTC 3622 660
Pseudomonas capada C-175 5000
Pasteurella septica NCTC 948 2
Pasteurella pseudotuberculosis C-G. 200
Proteus vulgaris NCTC 8313 2
Proteus mirabilis A 6
Pseudomonas aeruginosa NCTC 1999 2000
Pseudomonas aeruginosa ATCC 12058 20000
Pseudomonas flucrescens NTCC 4755 2000
Salmonella choleraesuls 50
Salmonella enteritidis A 6
Salmonelia gallinarum 50
Salmonella typhimurium NCTC 5710 6
Salmonelia typhi NCTC 8384 6
Salmonella paratyphi A NCTC 5322 6
Salmonella paratyphi B NCTC 3176 6
Salmeonella pullorum ATCC 9120 6
Serratia marcescens A 2000
Shigella flexneri NCTC 8192 6
Sighella sonnel NCTC 7240 3
Sighella dysenteriae NCTC 2249 2
Vibrio cholerae A 200
Vibrio eltor NCTC 8457 200

Grosellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de México
Tel. 5562-7212 e-mail: ventas@distribuidora-hidalgo.com
Sitio web http://www.distribuidora-hidalgo.com
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Bacteria Gram-positiva

Bacillus subtilis

Bacillus megatherium
Bacillus cereus

Bacillus cereus var. mycoldes
Clostridium botulinum
Clostridium tetani
Corynebacterium acnes
Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium minutissium

Diplococtus preumoniae
Lactobacillus arabinosus

pyogenes
Streptococcus viridans
Hongos y Levaduras

Aspergilius niger
Aspergiius fumigatus
Candida albicans
Candida albicans
Epidermophyton floccosum
Keratinomyces ajeliol

Monilia albicans
Saccharomyces cerevisiae
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans

Origen y cepa No.
NCTC 8236

NCTC 3805
NCTC 9571
ATCC 6919
ATCC 6917
NTCC 3984

ATCC 6501
NCTC 7465
am™ 707

Origen y cepa No.

ATCC 8014
am™ 707
ATCC 15313

NCTC 8152

NCTC 196

ATCC 6473
NCTC 7447
NCTC 4163
NCTC 6571

ATCC 13709
ATCC 6538
NCTC 7292
NCTC 8181
NCTC 8619

ATCC 10541
NCTC 8322

Origen y cepa No.

ATCC 6275
ATCC 9197

ATCC 10259
ATCC 10227

ATCC 9533
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Organismos Adicionales

Glardia lamblia

Ertamoceba hstolytica
Chlamydia trachomatis
Herpes simples virus tipo 1
Influenza A2 virus
Helicobecter pylori

Campylcbacter sejuni

Los datos presentados estén basados en experimentos e Informacdién considerada como confiable y predisa.
No hay garantia ya sea expresa o implicita en cuanto & esta informacién. No se asume responsabilidad por
los resultados en procesos y aplicaciones en los cuales Regenesis Inc. no tiene control.

Grosellas No. 21 Lomas de San Mateo, Naucalpan, 53200 Edo. de México
Tel. 5562-7212 e-mail: ventas@distribuidora-hidalgo.com
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