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RESUMEN

La presente INVESTIGACION aborda la implementacién de prototipos de biosensores
para la detecciéon de riesgo microbiolégico en ambientes con colecciones de tipo
orgénico. En su primera fase se ensayaron las diferentes combinaciones de sopor-
tes, medios de cultivo e indicadores de pH para el disefio de los prototipos en el
laboratorio, y en la segunda, se evaluaron los prototipos de colecciones en ambien-
tes de almacenamiento. Durante la fase experimental se escogieron los mejores
prototipos teniendo en cuenta los criterios de: tiempo de unidades formadoras de
colonias (urc), cantidad de urc en los biosensores y diversidad de hongos filamento-
sos aislados. En la segunda fase se logré concluir que las condiciones ambientales

son determinantes para el funcionamiento de los prototipos.
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INTRODUCCION

0s microorganismos tienen un papel importante en el bio-

deterioro de los bienes culturales debido tanto a los pro-

cesos de crecimiento y desarrollo como a las actividades
metabdlicas que eventualmente provocan alteraciones fisicoquimi-
cas y mecanicas en su estructura, con consecuencias negativas
para su preservacion (Gacto y Gacto, 2011, pp. 108-110). Los ejem-
plares elaborados en materiales organicos de naturaleza proteica
o celulésica se han reportado en colecciones documentales, de
textiles arqueoldgicos, de restos dseos y momificados, de made-
ra, de pieles, entre otras (Gonzalez, Acevedo, Cases y Valenzuela,
2016, pp. 176-179); estos sustratos son nichos potenciales para el
desarrollo, en condiciones ambientales favorables, de agentes de
biodeterioro (Nitiu et al., 2015, p. 428).

Generalmente, los procesos de biodeterioro que ocurren en las
colecciones de tipo organico se detectan cuando estan en esta-
do avanzado (Rojas, 2019, p. 21) y las intervenciones que los en-
cargados de su manejo y almacenamiento deben realizar en las
piezas para detener la colonizacién y las afectaciones microbiolé-
gicas conllevan otro tipo de riesgos —algunos de ellos, de caracter
estético— para los materiales (Merritt, 2007, p. 2) o la modificacion
de los componentes ultraestructurales, quimicos y genéticos que
suelen ser fuente de informacion para diversos estudios (Lasprilla
et al., 2014, pp. 25-26).

En América Latina, autores como Borrego, Herra, Paneque vy
Quitral han confirmado en el aire de bibliotecas, archivos y museos
la presencia de bacterias y hongos, y relacionado su actividad con
el deterioro de colecciones y el impacto en la salud del personal
(Borrego, Herrera y Paneque, 2021, p. 10; Quitral, 2020, p. 86),
mientras que, dada la importancia de conocer la calidad del aire
en espacios que albergan colecciones, Villalba (2015, p. 23) ha
documentado por método de impactacion el estudio de biocon-
taminacién en ellos, para establecer el indice de contaminacion
microbioldgica ambiental (icma).

Entre los microorganismos reportados en esos ambientes se
encuentran los géneros fungicos Aspergillus, Cladosporium, Pe-
nicillium, Curvularia, Alternaria, Fusarium, Chaetomium, Phoma,
Trichoderma, Mycelia sterilia, Mucor y Chrysonilia (Borrego et al.,
2010, p. 125; Villalba, 2015, p. 27); asi como bacterias, predomi-
nantemente de los géneros Micrococcus, Staphylococcus y Baci-
llus (Skora et al., 2015, p. 395). Muchos de esos microorganismos
se han reportado como causantes de biodeterioro de diversos
materiales patrimoniales, por su capacidad de producir enzimas
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hidroliticas, acidos y pigmentos que alteran las caracteristicas de
los materiales (Borrego et al., 2010, p. 129).

De ahi que sea necesario plantear una estrategia para detectar
prematuramente el riesgo por colonizacién microbiolégica en obje-
tos patrimoniales en almacenamiento, que incluya los pardmetros
de temperatura (grados Celsius) y de humedad relativa (HR) me-
diante el andlisis de bioaerosoles que muestran la calidad del aire
en los almacenes, como lo ha sugerido Valentin et al. (2017, pp.
102-107). No obstante, en los museos no se realizan con frecuen-
cia estas practicas (Valentin, 2015, p. 345) debido a los costos de
contratar personal especializado y adquirir equipos de laboratorio.

Con base en lo anterior se han desarrollado investigaciones en
biosensores; uno de los trabajos mas relevantes es el de Nieves
Valentin, en 2015, con la implementacion de biosensores como sis-
tema de alarma para detectar el crecimiento de microorganismos
en vitrinas que albergan restos humanos momificados. Esos bio-
sensores se fundan tanto en un soporte de alta higroscopicidad, de
composicion celuldsica o proteica —materiales similares a los de las
colecciones—, como en un medio de cultivo, al que se puede incor-
porar un producto marcador que cambie de color cuando crezcan
microorganismos en condiciones de temperatura y humedad relati-
va favorables (Valentin, 2015, p. 346).

Los biosensores se colocan en vitrinas, armarios y muebles o
espacios de almacenamiento junto a las piezas de coleccion, aco-
plados a un equipo que registra la temperatura y la humedad rela-
tiva para correlacionar con las condiciones ambientales los valores
de crecimiento de microorganismos sobre el biosensor (Valentin,
2015, p. 344), influido por las microcondensaciones dentro de las
vitrinas, que hidratan el medio de cultivo. El tiempo de exposicion
de los biosensores antes de que el medio se desnaturalice puede
ser aun de tres meses (Valentin, 2015, p. 347). El sistema de alerta
para corregir las condiciones ambientales de las vitrinas antes de
que se produzca biodeterioro en los objetos de la coleccidn, sera
la visualizacién de crecimiento de microorganismos sobre los bio-
sensores.

De acuerdo con lo anterior, y teniendo en cuenta que en Co-
lombia no hay antecedentes de investigaciones sobre biosenso-
res, los objetos de esta investigacion fueron determinar cuéles son
las caracteristicas, la composicién y las condiciones ambientales
que requieren los prototipos de biosensores para funcionar como
sistema de deteccidn de riesgo microbioldgico, y qué clase de mi-
croorganismos detectan en el ambiente de almacenamiento de co-
lecciones organicas.
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METODOLOGIA

Fase l. Disefio y evaluacion de los prototipos en el laboratorio

Las caracteristicas de los prototipos de biosensores se selecciona-
ron con base en algunas anotaciones hechas por Valentin (2015).
El tamafio del soporte de los prototipos fue de 4 x 4 cm; basandose
en lo consultado en la bibliografia y en la facilidad para adquirirlos,
se escogieron tres materiales para los soportes (Valentin, 2015, p.
348; Urkullu, 2001, p. 58; Assis et al., 2020, p. 5983): lino, papel
crepé y pluma de ganso.

Se eligieron tres medios de cultivo liquidos: caldo Sabouraud,
ampliamente usado en la recuperacion de hongos filamentosos,
por su composicién de peptonas y glucosa (Guinea, Pelaez, Alcala
y Bouza, 2005, pp. 333-334), caldo DG18 (dicloran-glicerol clo-
ranfenicol), con baja disponibilidad de agua (Aw), que favorece el
crecimiento de microorganismos xerofilos, como algunos hongos
filamentosos reportados en ambientes de museos y bibliotecas
(Manrique, Patifio y Gutiérrez, 2012, pp. 5-6) v, por ultimo, caldo
nutritivo como medio utilizado para el crecimiento de microorga-
nismos con pocas exigencias nutricionales, incluyendo hongos vy
bacterias.

Otra caracteristica del disefio de los prototipos de biosensores
fue el indicador de pH; se propusieron cuatro, con el criterio del vi-
raje de neutro o ligeramente basico, en un rango de 7-8 a un pH de
6.4-6.5 ligeramente acido (Martin y Villegas, 2021, p. 111). Los indi-
cadores escogidos fueron: azul de bromotimol, purpura de bromo-
cresol, tornasol y rojo de metilo. Para seleccionar el mas adecuado
se realizd un experimento en tubos de ensayo para todos los indi-
cadores; en cada tubo habia 3 ml de medio de cultivo liquido con
alguno de los cuatro indicadores, a ese medio se adicionaron 0.5
ml de la solucién de conidios de Penicillium sp. que contenia 4.8
x 10A5 conidios/ml, los tubos se incubaron durante una semana a
25° C. Las caracteristicas de los biosensores seleccionadas pre-
viamente se combinaron tal como se muestra en la Figura 1.

Los prototipos se elaboraron por triplicado, junto con un control;
en la autoclave se esterilizaron los soportes de lino, papel y pluma,
asi como los medios de cultivo con y sin indicador, y las cajas de
Petri (121° C, 17 psi). Posteriormente se secaron en el hornoa 70° C
durante 40 minutos, hasta conseguir la deshidratacién del medio
de cultivo liquido (Figura 2).
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Repeticiones Control

Lino Caldo Sabouraud Con indicador 3 1
Lino Caldo Sabouraud Sin indicador 3 1
Lino Caldo DG18 Con indicador 3 1
Lino Caldo DG18 Sin indicador 3 1
Lino Caldo nutritivo Con indicador 3 1
Lino Caldo nutritivo Sin indicador 3 1
Papel Caldo Sabouraud Con indicador 3 1
Papel Caldo Sabouraud Sin indicador 8 1
Papel Caldo DG18 Con indicador 3 1
Papel Caldo DG18 Sin indicador 8 1
Papel Caldo nutritivo Con indicador 3 1
Papel Caldo nutritivo Sin indicador 8 1
Plumas Caldo Sabouraud Con indicador 3 1
Plumas Caldo Sabouraud Sin indicador 3 1
Plumas Caldo DG18 Con indicador 3 1
Plumas Caldo DG18 Sin indicador 3 1
Plumas Caldo nutritivo Con indicador 3 1
Plumas Caldo nutritivo Sin indicador 3 1

FIGURA 1. Disefio experimental para la evaluacion de las caracteristicas de los soportes, medios

de cultivo e indicador de pH de los diferentes prototipos de biosensores (Tabla: Maria C. Patifio
Ramirez, 31 de agosto del 2021).

FIGURA 2. Disefo
de los prototipos de
biosensores en cajas
de Petri: a) prototipo
biosensor LiN0:DG18,
b) prototipo de
biosensor papEL:Cs,
c) prototipo de
biosensor pPLumA:DG18
(Fotografia: Lizeth P.
Russy-Velandia, 10
de septiembre del
2021).

Se elaboraron 108 prototipos de biosensores para exponerlos en
el Archivo Central de la Universidad Militar Nueva Granada (umNG)
sede Cajica, Cundinamarca, que se ubicaron en el centro del area
de almacenamiento, a un metro del piso aproximadamente; excep-
tuado el control, las cajas de Petri que contenian los biosensores
se expusieron al ambiente, y se dejaron durante una hora para que
los microorganismos presentes en el aire se sedimentaran sobre
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los soportes. Terminado el tiempo de exposicién las cajas de Pe-
tri se cerraron y se llevaron nuevamente al laboratorio, donde se
separaron en 2 sets de 54 prototipos para iniciar las pruebas en
diferentes condiciones de temperatura y humedad relativa.

El primer set se expuso en una camara de curado en el labora-
torio de materiales de la umng, en condiciones constantes de 90%
HR y 23° C durante cuatro semanas, con un seguimiento semanal
para hacer registro fotografico y cuantificar las unidades formado-
ras de colonias (urc) en los prototipos. El segundo se ubicé sobre
un meson en el Laboratorio Mdltiple | de la umng a humedad relativa
y temperatura ambiente. El promedio mensual de esas variables
ambientales se obtuvo poniendo cerca de los prototipos un Da-
talogger marca Onset HoBo; durante cuatro semanas se realizo el
mismo seguimiento fotografico.

Tras ese periodo se llevd a cabo la descripcidn cualitativa vy
cuantitativa de las colonias que crecieron en los prototipos de los
sets. Para el caso de los hongos filamentosos, se identificaron
morfotipos hasta género por medio de tincién con azul de lacto-
fenol, observacion al microscopio éptico (40X) y seguimiento de
claves taxondmicas (Barnett y Hunter, 1998, pp. 6-197; Franco et
al., 2012, pp. 137,138, 184 y 434-437). Los prototipos de ambos
sets que no presentaron crecimiento de urc después de cuatro se-
manas se rehidrataron con solucion salina a 0.9% p/v (Valentin,
2015, p. 348) y se incubaron a 25° C durante dos semanas, para
verificar si habia esporas o conidios que no se pudieron desarrollar
en las condiciones en que se encontraban.

Se seleccionaron los mejores prototipos de biosensores con
base en tres criterios: 1) tiempo de aparicion de urc de hongos
filamentosos a lo largo de las cuatro semanas, registrando el mo-
mento inicial en el que se visualiza crecimiento de colonias en los
biosensores; con la formula:

N° UFC, en 16 cm?

UFC,, |em?=
area del soporte (16cm?)’

donde urc,, es el numero de colonias contadas en el biosensor,
2) cantidad de urc totales de hongos filamentosos, y 3) diversidad
de hongos filamentosos en relacion con el nimero de morfotipos
diferentes aislados de cada soporte. La frecuencia de aparicion
(F,) se calculd sobre el total de hongos filamentosos aislados de
cada prototipo con la féormula:
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N ° UFCMorfotipo

F = *100,
Total UFC, ¢

donde N°urc,, .. eselnimero de veces que aparecio determi-
orfotipo

nado morfotipo en el mismo soporte durante el proceso de identi-

ficacion, y el Total de urc,, es el total urc de hongos que crecieron

en cada soporte. Los resultados se analizaron por medio de esta-

distica descriptiva, para comparar esos parametros en los prototi-

pos evaluados.

Fase Il. Evaluacién de los prototipos en ambientes

de almacenamiento de colecciones

Los prototipos que en la Fase | mostraron menor tiempo de apari-
cién de urc, gran cantidad acumulada de urc y mayor diversidad de
morfotipos se elaboraron nuevamente y, junto con un control, se
colocaron por triplicado cerca de un Datalogger, en los lugares de
almacenamiento de las colecciones seleccionadas en las ciudades
de Bogota y Medellin, y el municipio de Cajica (Colombia). La ex-
posicién de los biosensores se hizo en varias semanas con registro
fotografico hebdomadario para monitorear el crecimiento de urc
de hongos filamentosos. Los prototipos que no presentaron creci-
miento de urc después de cuatro semanas se llevaron nuevamente
al laboratorio, se rehidrataron con solucion salina a 0.9% p/v (Va-
lentin, 2015, p. 348) y se incubaron a 25° C durante dos semanas.
Los resultados obtenidos se correlacionaron con las variables de
humedad relativa y temperatura (Hr y °C) en cada lugar de almace-
namiento para analizar el comportamiento de los prototipos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Fase |. Disefio y evaluacion de los prototipos en el laboratorio

Eleccién del indicador de pH

A lo largo del ensayo con los indicadores de pH, el azul de bromo-
timol presentd viraje de pH neutro a acido en todos los medios de
cultivo por la actividad de Penicillium sp.; con este indicador, en
comparacion con los demas indicadores, se evidencié un cambio
de color mas perceptible en el caldo nutritivo: por esa razén se es-
cogi6é como el indicador de pH que serviria para observar el viraje
de color en los soportes por la produccién de los acidos organicos
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producto del metabolismo de los azlcares contenidos en el medio
de cultivo (Arora, 2013, p. 3).

Seleccion de los mejores prototipos de biosensores

La selecciéon se realizé Unicamente con los datos recopilados en
el ensayo del primer set de 54 prototipos ejecutado en la camara
de curado (90% Hr-23° C), ya que el ensayo del segundo set de
prototipos expuestos a humedad relativa y temperatura ambiente
sobre el meson del laboratorio no presentd crecimiento de urc sino
hasta el momento de la rehidratacién con solucidn salina, al final de
la cuarta semana. Después de la incubacién se obtuvo crecimiento
de Penicillium sp., Cladosporium sp., Epicoccum sp., Paecilomyces
sp. y Fusarium sp., resultado que se asoci¢ con las condiciones
ambientales, que no superaron ni 70% HR ni 23° C. Las condi-
ciones promedio mensual en el laboratorio fueron de 55.5% HrR y
18.95° C, de manera que no se logro la rehidratacion natural de los
medios de cultivo y, por ende, no se observé aparicion de colonias
de hongos filamentosos.

Tiempo de apariciéon y cantidad de urc/

cm? de hongos filamentosos

Como se menciond anteriormente, estos criterios se evaluaron so-
lamente para el set de prototipos que presentaron crecimiento de
microorganismos. Por medio del seguimiento fotografico, a lo largo
de cuatro semanas se obtuvo el promedio de las réplicas de creci-
miento de urc/16 cm?; es decir, por el area total de los soportes (4 x
4 cm?) expuestos a 90% Hr y 23° C; con esos valores se calculé la
desviacion estandar (Figura 3), que permitié ver qué tan dispersos
estaban los datos alrededor del valor promedio de las tres repeti-
ciones (Lee et al., 2015, pp. 221-222).

Los valores altos de desviacion estandar en algunos prototipos
indican que, en su mayoria, los datos se extienden en un rango
amplio respecto de la media (Barde y Barde, 2012, p. 113), lo cual
puede estar asociado al lugar de los prototipos en la estanteria
durante el ensayo en la camara de curado y su interacciéon con el
vapor de agua circundante.

Teniendo en cuenta los criterios de tiempo de aparicidon de urc
y la cantidad de urc/cm? de hongos filamentosos para la seleccion
de los mejores biosensores, se identificd que los prototipos ela-
borados en PAPEL:CS, PLUMACS Yy PLUMAICS:ABT presentaron un menor
tiempo de aparicién de urc (desde la primera semana) y mostraron
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Prototipos de biosensores
. Promedio urc
*CS: caldo Sabouraud, cn: caldo nutritivo, bag18: caldo dicloran-glicerol cloranfenicol, aT: azul de bromotimol

FIGURA 3. Desviaciones estandar obtenidas a partir del promedio urc/16 cm?de las repeticiones
de cada prototipo de biosensor en condiciones 90% Hr-23° C en la camara de curado (Tabla:
Lizeth P. Russy-Velandia, 15 de abril del 2022).
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*CS: caldo Sabouraud, CN: caldo nutritivo, DG18 caldo dicloran-glicerol cloranfenicol, ABT: azul de bromotimol

FIGURA 4. Numero de urc/cm? de cada prototipo de biosensor a lo largo de las cuatro semanas del }

ensayo en condiciones de 90% Hr-23° C en camara de curado (Tabla: Lizeth P. Russy-Velandia, 18

de mayo del 2022). 4
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Cladosporium sp. Morfotipo nim. 1
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Penicillium sp. Morfotipo nim. 2 blanco
Penicillium sp. Morfotipo nim. 1 verde

Cladosporium sp. Morfotipo nim. 2
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En el caso de los prototipos elaborados con soporte de lino, se
observé que durante la primera semana en el medio de cultivo Sa-
bouraud crecieron 0.02 urc/cm?; sin embargo, al finalizar el en-
sayo se obtuvo un mayor aislamiento de hongos filamentosos en
el medio de cultivo pg18, indicando que, aunque se demore una
semana mas en comenzar la deteccion de microorganismos, es
posible aislar microorganismos xeréfilos que suelen crecer con
bajos requerimientos de agua. Con base en el andlisis planteado
anteriormente, los mejores biosensores fueron PAPEL:CS, PLUMAICS,
aaq total 18 morfotipos, siendo el mas frecuente Cladosporium sp.
morfotipo nim. 1 con 22.2% (Figura 5).

Frecuencia de morfotipos en soporte lino

22.2%
22.2%

22.2%

Fusarium sp.

Aspergillus niger | 0.0%

Micelio estéril anaranjado | 0.0%

Epicoccum sp. | 0.0%

| | | | |
T T T T 1

0.0% 5.0% 10.0% 15.0% 20.0% 25.0%

Paecilomyces sp.| 0.0%
[

Porcentaje

FIGURA 5. Porcentaje de frecuencia de los morfotipos identificados en el soporte lino (Tabla:
Lizeth P. Russy-Velandia, 30 de mayo del 2022).

La mayor diversidad de morfotipos en el soporte de lino fue en
los prototipos LINO:CS Y LINO:CS:ABT, con cuatro morfotipos cada uno:
LINO:DG18 y LINO:DG18:ABT presentando tres y cuatro morfotipos (Fi-
gura 6). Con base en los criterios de seleccién, se determind que el
prototipo con mejor capacidad de deteccidn para el soporte lino es
LIN0:DG18, con un promedio acumulado de 1.83 urc/cm?, y, pese a
que en ese prototipo desde la primera semana se tardo la aparicion
de hongos filamentosos, al final de la exposicién en condiciones
Optimas se obtuvo la cantidad mas alta de crecimiento de colonias
(Figura 7).

Para los biosensores elaborados en papel se obtuvo un total
de 22 morfotipos, donde los més frecuentes fueron Cladosporium
morfotipo num. 1 (27.3%) y Penicillium sp. morfotipo nim. 1 verde
(18.2%) (Figura 8).
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Presencia de mofotipos en soporte lino

M Fusarium sp.

—NO_
4
o

| I

B Cladosporium sp. Morfotipo nim. 2

© NO _ _ Penicillium sp. Morfotipo nim. 2 blanco
2
S| _ _ M Penicillium sp. Morfotipo nim. 1 verde
M Aspergillus flavus
no [T . per
»n
o B Cladosporium sp. Morfotipo num. 1
s I

5

| |
\ \
1 2 3

o |
g

FIGURA 6. Presencia de morfotipos en el soporte de lino, de acuerdo con los tres medios de
cultivo con y sin indicador (Tabla: Lizeth P. Russy-Velandia, 21 de junio del 2022).

FIGURA 7. a) Prototipo de biosensor Lino:dG18, b) Soporte del mismo prototipo sembrado en medio

de cultivo dicloran-glicerol cloranfenicol; se observa crecimiento de Penicillium sp. morfotipo nim.
2 (Fotografia: Lizeth P. Russy-Velandia, 21 de junio del 2022).
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Frecuencia de morfotipos en soporte papel

Cladosporium sp. Morfotipo nim. 1 27.3%

Penicillium sp. Morfotipo nim. 1 verde
Aspergillus flavus

Penicillium sp. Morfotipo nim. 2 blanco

Morfotipos

Cladosporium sp. Morfotipo num. 2
Micelio estéril anaranjado
Epicoccum sp.

Paecilomyces sp.

Aspergillus niger| 0.0%

[ 0,
Fusarium sp.| 0.0% % % % | | {

[ T T
0.0% 5.0% 10.0% 15.0% 20.0% 25.0% 30.0%

Porcentaje
FIGURA 8. Porcentaje de frecuencia de los morfotipos identificados en el soporte de papel (Tabla:

Lizeth P. Russy-Velandia, 23 de junio del 2022).

La mayor diversidad de morfotipos se encontré en los prototipos
elaborados en soporte de papel crepé (PAPEL:CS con seis morfo-
tipos) (Figura 9). Con base en los criterios de seleccion, se de-
termind que el prototipo con mejor capacidad de deteccion para
el soporte de papel crepé es pareL:cs, con un acumulado de 2.31
uFc/cm? y un tiempo de aparicion de urc en poco tiempo, desde la
primera semana, mostrando un acumulado de crecimiento de co-
lonias de hongos superior en comparacion con los otros prototipos
al final del ensayo.

Presencia de mofotipos en soporte de papel

o
=2
[$]

Paecilomyces sp.
S| - M Epicoccum sp.
B Micelio estéril anaranjado
NO _ M Cladosporium sp. Morfotipo num. 2
)
tg Penicillium sp. Morfotipo nim. 2 blanco
sl B N
M Penicillium sp. Morfotipo nim. 1 verde
NO I D .
M Aspergillus flavus
(72}
(8]

si — M Cladosporium sp. Morfotipo num. 1
| | |

8

o 4
N
N
o +

v

FIGURA 9. Presencia de morfotipos en el soporte de papel, de acuerdo con los tres medios de
cultivo, con y sin indicador (Tabla: Lizeth P. Russy-Velandia, 23 de junio del 2022). 4
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Los prototipos elaborados en pluma de ganso (Figura 10) pre-
sentaron las siguientes frecuencias sobre el total de 21 morfotipos:
23.8%0 Cladosporium morfotipo num. 1, 23.8% Aspergillus flavus,
19.0% Asperqgillus niger.

Frecuencia de morfotipos en soporte pluma

Cladosporium sp. Morfotipo nim. 1] 0.0%
Aspergillus flavus 45.5%
Aspergillus niger

Micelio estéril anaranjado

Morfotipos

Epicoccum sp.

Penicillium sp. Morfotipo nim. 1 verde | 0.0%
Penicillium sp. Morfotipo nim. 2 blanco| 0.0%
Cladosporium sp. Morfotipo num. 2] 0.0%

Paecilomyces sp.|0.0%

Fusarium sp.| 0.0% l l l l J
T T T T 1
0.0% 10.0% 20.0% 30.0% 40.0% 50.0%

Porcentaje
FIGURA 10. Porcentaje de frecuencia de los morfotipos identificados en el soporte de pluma
(Tabla: Lizeth P. Russy-Velandia, 25 de junio del 2022).

La mayor diversidad de morfotipos encontrados fue en los pro-
totipos PLUMA:CS Y PLUMA:CS:ABT, con cinco morfotipos cada uno (Fi-
gura 11). Con base en los criterios de seleccién, se determiné que
el prototipo con la mejor capacidad de deteccion para el soporte
de pluma de ganso es PLUMA:CS, con un acumulado de 1.25 urc/cm?
y una rapida deteccion de colonias de hongos filamentosos desde
la primera semana del ensayo.

Presencia de mofotipos en soporte pluma
B Epicoccum sp.
B Micelio estéril anaranjado
W Aspergillus niger

Penicillium sp. Morfotipo nim. 2 blanco
M penicillium sp. Morfotipo nim. 1 verde
M Aspergillus flavus

B Cladosporium sp. Morfotipo num. 1

0 1 2 3 4 5 6 }

FIGURA 11. Presencia de morfotipos en el soporte de pluma, de acuerdo con los tres medios de
cultivo con y sin indicador (Tabla: Lizeth P. Russy-Velandia, 25 de junio del 2022). 4
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En el transcurso de los ensayos se concluyd que el indicador de
pH no es fundamental para la elaboracién de los biosensores, ya
que con él o sin él, los resultados que se obtuvieron fueron muy
similares, ademas de que no afect¢ el crecimiento de urc/cm? y
los cambios de color con el indicador azul de bromotimol fueron
imperceptibles.

En los resultados obtenidos en la camara de curado también
se aislaron de los prototipos de biosensores elaborados con caldo
nutritivo ocho morfotipos de bacterias. Estas no eran apreciables
sobre aquéllos, de modo que observar el crecimiento de bacterias
solo fue posible cuando los soportes se transfirieron y sembra-
ron en cajas de Petri con el mismo medio de cultivo utilizado en la
elaboracion de los biosensores, e incubados a 37° C durante una
semana en el laboratorio, por lo cual no se tuvieron en cuenta para
este estudio.

Fase Il. Evaluacion de los prototipos en ambientes

de almacenamiento de colecciones

La exposicion de los mismos prototipos de biosensores se realizé en
dos ciudades diferentes de Colombia con el fin de hacer una com-
paracion entre éstas. Bogota tiene un rango de temperatura am-
biente de 14.5 a 22.5° C y un porcentaje de humedad relativa entre
77 y 83 puntos (Natarajan, Rodriguez y Vellei, 2015, p. 244); en el
caso de Medellin, presenta un rango entre 23.3y 27.2° Cy 62.6%
HR (Restrepo-Betancur, Pefia-Serna y Martinez-Gonzalez, 2019, p.
315). En la Figura 12 se resumen los lugares donde se expusieron
los biosensores, el tipo de coleccidon almacenada, asi como el valor
promedio mensual de la temperatura y la humedad relativa.

El prototipo expuesto en el Museo Colonial en Bogota no mostré
deteccion de urc de hongos filamentosos; asimismo ocurrié con los
prototipos expuestos en la uvNg, resultado que se asocia a la tem-
peratura y la humedad relativa registradas en los tres lugares de
almacenamiento (Figura 12): en todas las colecciones, por un lado
no se supera la temperatura de 20° C y, pese a que la humedad
relativa promedio mensual alcanza, por ejemplo, valores de 62%
en la Coleccion de Zoologia José Ricardo Cure Hakim, tampoco se
detectd crecimiento de microorganismos. En la ciudad de Medellin
el rango de valores de temperaturas que se presentd en promedio
mensual fue de 22.7 a 19.5° C y una humedad relativa entre 58.7
y 57.3% (Figura 12), esto es, valores que no superan 60%o, lo que
impide la rehidratacion del medio del cultivo en esas condiciones
ambientales.
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Prototipos de
biosensor

Coleccion organica

) Coleccion mobiliario de la época colonial:
Lino con caldo bG18 | tapizados de diversa naturaleza, fibras| 17.8 52.9
vegetales y piel de animal; también tejidos

(Bogota) con hilos de plata, oro y cobre asi como
textiles pintados a mano
Papel con caldo Archivo central: documentos, libros de 19.9 592
Universidad Sabouraud contabilidad y registros en cajas de cartéon : ’
Militar Nueva
Granada
. Coleccion de zoologia José Ricardo
(Cajica) PIu&%gapaazldo Cure Hakim: pieles de mamiferos y aves | 17.7 62.0
almacenados
Lino con caldo pg18 o, , . ) 227 57.3
Coleccion antropologia: textiles de fibras ve-
getales y textiles arqueoldgicos
Museo

Universitario
Universidad de
Antioquia

(Medellin)

Coleccion de historia: piezas de pintura, obra | No se
gréfica, fotografia, textos y libros en cajas de | repor- | No se reporta
carton ta

Papel con caldo
Sabouraud

Coleccion de ciencias naturales: animales
naturalizados, esqueletos, pieles de estudio 19.5 58.7
entre otros especimenes

Pluma con caldo
Sabouraud

FIGURA 12. Lugar y colecciones de tipo organico en almacenamiento, donde se expusieron los

mejores prototipos de biosensores, como sistemas de deteccién de riesgo microbioldgico, junto

con el registro mensual del promedio de temperatura y humedad relativa (Tabla: Lizeth. P. Russy-
Velandia, 11 de julio del 2022).

Dado que no se presentoé crecimiento de urc de hongos filamen-
tosos en ninguno de los lugares de almacenamiento ubicados en
las diferentes ciudades, los prototipos se llevaron al laboratorio
para ser rehidratados e incubados durante una semana a 25° GC;
de esta manera, se comprobd que en los prototipos habia esporas/
conidios sedimentados que no crecieron hasta tener las condicio-
nes Optimas de temperatura y humedad. Crecieron hongos de los
géneros Cladosporium, Penicillium y Aspergillus, que comunmen-
te se han reportado como contaminantes bioldgicos en espacios
de interior (Khan y Karuppayil, 2012, pp. 406-414; Cepeda et al.,
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2019, pp. 42-44). Los microorganismos encontrados en esos am-
bientes y recuperados en los biosensores coinciden con los resul-
tados de Valentin (2015, p. 349), quien reporta la contaminacién
por microorganismos ambientales correspondientes a Cladospo-
rium sp. y Penicillium chrysogenum; y de Borrego, Herreray Pane-
que (2021, pp. 5-6), quienes reportan el predominio de Aspergillus,
Cladosporium y Penicillium en ambientes de almacenamiento.

Las condiciones optimas para el crecimiento de microorganis-
mos se han reportado entre los 25 y los 30° Cy de 70 a 75% HR
(Mallo et al., 2017, p. 621), sin embargo, ninguno de los lugares de
almacenamiento en estudio superd la temperatura promedio men-
sual de 25° C, y el porcentaje de humedad relativa mas alto fue de
62 puntos; cuando los factores ambientales no son favorables, los
microorganismos disminuyen su capacidad para iniciar procesos
reproductivos (Mallo et al., 2017, p. 621). Estos resultados coinci-
den con lo obtenido en la Fase | de los ensayos.

CONCLUSIONES

Las condiciones ambientales del control positivo en la Fase | (90%
HR, 23° C) fueron determinantes para el desarrollo de hongos fi-
lamentosos sobre los prototipos de biosensores; los resultados
obtenidos en la fase de campo demuestran que el uso de esos
biosensores no es viable en espacios de almacenamiento abiertos
con condiciones ambientales de humedad relativa en un rango en-
tre 52.9 y 62.0% Hr asi como de temperatura en un rango entre
17.7 y 19.9° C. Los resultados de este estudio corroboran lo repor-
tado por Valentin et al. (2017, p. 104), quienes afirman que lo mas
frecuente es que en vitrinas y museos con condiciones ambienta-
les razonablemente buenas no se detecte visualmente desarrollo
microbiano en los biosensores en un tiempo de 30 a 60 dias.

De igual forma, posiblemente al exponer los biosensores en es-
pacios tan abiertos se promueva la desecacion de los soportes, ra-
z6n por la cual Valentin propuso esta estrategia de prevencion del
biodeterioro aplicada a vitrinas y contenedores (Valentin, 2015, p.
347). Entre los microorganismos recuperados en los biosensores
destacan los hongos Cladosporium sp., y Penicillum sp. asi como
algunas especies potencialmente peligrosas para la salud, como
Aspergillus flavus; microorganismos que se encuentran frecuen-
temente reportados como contaminantes bioldgicos en espacios
interiores.
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