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Resumen:En este articulo describimos un nuevo método enzimatico para consolidar la celulosa del papel.
Este método aplicado directamente sobre el papel, consiste en la sintesis de la celulosa con una enzima
hidrolitica: la celulasa. Esta actiia como una sintetasalidando el papel envejecido de forma natural o
artificialmente, cuando es mezclada en una solucion disolvente organico en un tampon en la relacion (4:1) en
presenci a deelobipsa flonada) Pasatmejordr &l tratamiento afladimos uaggehgiar con

todos los reactivos necesarios.

Para observar el estado de las fibras antes y después del tratamiento, realizamos test mecanicos y fotografias
de microscopia electronica de barrido. Se observé que el proceso de consolidacion casugoersigee r
estado fisico inicial de las fibras asi como su resistencia al desgarre y alargamiento.
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Abstract: In this article we described a new enzymatic method to consolidate hépse. CEhe method

involves the synthesis of cellulose, directly within the paper material, by the hydrolase enzyme: cellulase. The
enzyme, used in a mixed solution of organic solvent/buffer (4:1) and in the presence of a specially designed
s u b s t -cdobiosyl fluckide), acts as a synthetase and enabled the consolidation of both naturally and
simulated aged papers. A specidikgepreparation based on agar polymer and including all the necessary
reagents was used to easily perform the paper tieatmen

Scanning electron microscopy and mechanical testing studies show that the aged papers exhibited
heterogeneous and cracked cellulose fibres together with low mechanical resistance. It was also shown that
the consolidation process led to the recovesynobth and weracked cellulose fibres with resistance to

tearing and lengthening close to the initial ones.
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Resumo: Neste artigo descrevemos um novo método enzimatico para consolidar a celulose do papel. Este
método consiste na sintese da celulose com uma enzima hidrolitica: a celulasa. Esta actua como uma sintetasa,
consolidando o papel quando € misturada numa sotgéaica de solvente/tampéo (4:1) em presenga dum
substrato/Acellobiosy! fluoriél@)a melhorar o tratamento acrescentemos um aghagacom todos os

reactivos necessarios.

Para observar o estado das fibras antes e depois do tratamento,sr¢esivamcanicos e fotografias de
microscopia electrénica de varrido. Obseseaque o processo de consolidagdo quase se consegue recuperar
o estado fisico inicial das fibras assim como a sua resisténcia ao desgarre e alargamento.

Palavraschave Consolidcao, celulose, enzima, celudasmgar

Introduccién

En muchos procesos de conservacion y restauracion de obras de arte, los restauradores suelen
emplear productos téxicos, alergénicos e incluso cancerigenos (principalmente disolventes
volatiles). Algunos de estos tratamientos quimicos con disolventesppdefaplazados por una
gu2mica m8s overdeod, mediante el uso de enzi mas
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La utilizaciébn de enzimas en restauracion surgié en los afios sesenta cuando Sheridan, aplicé la
tripsina para eliminar adhesivos proteicaari¢fah 1962). Pero habria que esperar dos décadas

para observar un desarrollo en el empleo de hidrolasas para limpiezas y otros tratamientos de obras
de arte. Los siguientes investigadores Wendelbo y Fosse (Wendelbo y Fosse 1970), Makes (Makes
1979; Make1982; Makes 1988), Segal y Cooper (Segal y Cooper 197¢ét €ld9gey), Wolbers

(Wolbers 2000a; Wolbers 2000b), De La Chapelle y Banike(Ed2003), Cremonesi y Belluci

(Belluci y Cremonesi 1994; Belaical1999; Cremonesi 2002) han gjcendes precursores del

uso de enzimas, inspirando a muchos restauradores e investigadores en el empleo de este tipo de
proteinas. La mayoria de estos estudios estan centrados en la eliminacién de adhesivos, proteinas,
almidones y triglicéridos (Wolbed8@a; Grattaat al1987)

Nuestra investigacion se centré en la consolidaciéneali@daaen soportes de papel [Figua] 1
mediantauna reaccion catalizada por enzimas.dgaadhciones que se produceal papelson
debidagrincipalmente a laidacion yala hidrdlisis de kstructura polimérica decklulosa (Fig.

1-b, c¢).Los principales problemas para la integridad mecéanica del papel son la hidrdlisis acida
(Baniket al2003; Van der Reyden 1982ural-b], que provoca la ruptura de las cadenas de este
polisacarido. Algunos de los fragmentos producidos se van perdiendo y provocan una pérdida de
sus propiedades mecénicas.

Figura 1. a) Estructura de los polimeros de homosacaridos y puentes de (@drogjehale las fibras de celulosa, b)
hidrélisis acida que se produce durante el envejecimiento de las fibras de celulosa y c¢) posible reaccion de oxidacion de las
fibras de celulosa.

Normalmente para reforzar los papeles degradados se utiliza mletjdadi@losa de sal sodica

de carboximetilcelulosa cuando los papeles adn conservan su resistencia mecénica y/o la
laminacién con diferentes técnicas cuando el papel estd muy degradado y no es posible aplicar otros
tratamientos.
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El planteamiento agtado en este estudio est4 basado en los trabajos realizados por Kbbayashi

al. (Kobayashi y Shoda 1995; Sheidal.1994) sobre la sintesis in vitro de la celulosa usando
celulasas, enzimas hidroliticas, en unas condiciones especificas con um aligahieot el
acetonitrilo. EIl proceso presentado por Kobayashi et al., consiste en desplazar el equilibrio de la
reaccién producida por la celulasa hacia la sintesis (y no la lisis) de la celulosa, consiguiendo la
solubilizacién de ciertos sustratotadeaccion en acetonitrilo y utilizando un sustrato de sintesis

por el cual la enzima tiene una mejor afinidad que por la celulosa y sin el cual, no seria factible esta
reaccion. De esta manera, la enzima trabaja a la inversa.

En el presente estudio,efdesarrollada la misma reaccion para llevar a cabo in-siftutésisede

la celulosa en los documentos envejecidos (de forma natural o aceleradamente). En primer lugar el
papel fue introducido en una solucién con la celulasa. Posteriormeamtegdtada eficacia del
tratamiento, se desarroll6 una técnica con un gel de agar para disminuir la agresividad del
tratamiento en los soportes celulosicos y controlar mas facilmente los factores externos de
temperatura y humedad relativa que influyen ativeate en el éxito del tratamiento. Para
comprobar el efecto del tratamiento aplicado, el papel fue sometido a ensayos mecanicos Yy las
fibras fueron observadas por microscopia electrénica de barrido.

Materiales y métodos
Materiales

Celulasa (EC 3124. déTrichoderma vjreieSigma.

A: celobiosa fluorad&hoda et al. 19%litetizaedpor Dr. J. Schulz (Ezliyon 1).
Acetonitrilo EC2008352 SIGMA

Acetato de sodio 27 652.298 PROLABO

Agar: Bacto Agar 20gBD ref. 214010

Papeles envejdeidasna natural y aceleradamente.

En nuestra primera fase de investigacion fotodegra@zangsanellat al2005)papel blanco A4

de 80g.m (ClaireFontaineadquirido etrrancia y Extra Strongpmprado eftalia). El papel era

cortado en fragmentdg 15cmx20m y posteriormentnvejecidos seglas normat/NE 57092

1:2002 Papel y carton. Envejecimiento acelerado. Parte 1: Tratamiento con calor$ggo a 105

UNE 570921:1991 UNE 57092:2002 Papel y cartdon. Envejecimiento acelerado. Parte 4:
Trataniento con calor himedo a 80° C y 68&tumedad relatiem una camara CTS modelo ¢

20/350/S También envejecimos el papgboniéndol@ luz ultravioleta (UVJcon una longitud

de onda de 254nm) a uraiacion de 39%n? en una camara Bidnk-BLX-E254 con una

humedad relativa del 65%. Para conseguir esta humedad relativa dejabamos dentro de la camara un
recipiente con agua destilada que evaporaba con el calor de las lamparas. Para controlarla, fueron
realizadas variagedidas antes, durante y después de la utilizacién de la camara con un termémetro
higrémetro Humlog 10 (marca E+E).

También fue empleado un papel de un libronisigin tipode valor historico, artistico o
sentimental gueabisenvejecido de forma natwaénia aproximadamente 50 afios
Solucion enzimatica y protocolo para consolidar papel (primeras pruebas)

Para las primeras pruebas cortdosopapeles envejecidgotficialmente en fragmentosldem?
y luego los trataman ura solucién compuesta p4d0r de acetonitrilo, 10@ de tampn
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acetato0.05 M(pH 55) y una concentracion de gt de enzima celulasa y®l de A
celobiosa fluorada.

Las porciones de papel eran sumergidas en la soluciéon enzimética reparadora y permanecian alli
durante dos horas a temperatura ambjEiggra 2-a] Posteriormente, los fragmentos de papel

fueron lavados dos veces conmdl@® acetonitrilo y 16Dde tampén acetato 0.05M pH 5.5

durante 15 minutos. Estos lavados son necesarios para inhibir y eliminar cualquier resto de enzima
hidrolitica que pueda hidrolizar la celulosa, una vez que el disolvente y tampdn han evaporado.

Gel enzimético y prgtacalla consolidacién de papel

Se prepard un gel de agar para su uso como soporte del enzima y su sustrato. Su concentracion fue
al 1% (m/v) preparado en el mismo tampdn acetditado anteriormentélg de agar en 100ml

de tampodn acetato). Esta coriazion de agar fue escogida para permitir la libre difusion de la
enzima a través del gel. La preparacion del gel consistia en un calentamiento inicial del agar con el
tampén al bafio maria a una temperatura d80°80para disolver completamente eingod;

después lo dejabamos enfriar hasta6é35 sin que gelificase, para poder mezclar la solucién
enzimatica sin que ésta perdiese su actividad enzimatica a causa de una temperatura excesiva que
desnaturalizase las enzimas.

La celulasa (0.75ml prepamdal tampdn acetato) y su sustrato (0.75mi@nfleron afiadidos

a 15ml de acetonitrilo/tampén acetato (4:1) y posteriormente, mezclados con 30ml de gel ya
preparado para alcanzar la concentracion descrita anteriormente: 0.2gmgmi,
respectivameé®. En pruebas sucesivas fue sustituido el disolvente acetonitrilo por etanol para
disminuir la toxicidad del gel. Las proporciones de todos los componentes de la solucion
enzimaticas fueron exactamente las mismas que para el gel con acetonitrilar Pasiles

restos de gel sobre el papel y una posible proliferacion de hongos, interponiamos un tejido no tejido
(Reemay) entre el gel y el papel mientras la sohmmatea penetraba en el pfpigura2-b].

Solucién enziméatica

Papel ; @) |

Papel

T — |

Tejido dePolipropileno

¢ .
o Difusiénde la enzima vy el sustrato

Figura 2. Representacion esquemética de la consolidacién usando a) una solucion enziméatica b) un gel enzimético
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Los fragmentos de aproximadamente 1cm? fueron tratados con el gel enzimatico durante dos horas
y posteriormente depositados sobre papeles secantes embebidos con acetonitrilo/tampon acetato
(4:1) durante 10 minutos para lavar y eliminar la enzima tadRyditec inhibir posibles restos de
enzima se lavo el papel con una mezcla de etanol al 1% en agua destilada durante 5 minutos.

Para realizar los ensayos mecanicos, se necesitaron trozos mas grandes de papel de 300cm2
(15cmx20 cm) que fueron tratadosadaisma manera que los pequefios.

Microsopio electrénico de barrid

La superficie de los papeles fue metalizada con oro (15 mA, 90 s) y posteriormente realizamos
fotografias comicroscopia electronica de barrido (SEK) &V (Philips XL 20).El tiempo

transcurrido entre el tratamiento y la metalizacion de las muestras fue mas o menos de dos meses.
(Esto dependia en muchas ocasiones de la disponibilidad del microscopio).

Resultados y Discusion

La celulosa es un componente presente en mdcbosientos antiguos y modernos. Es un
homopolisacarido cuya principal cadena estd compuesta por la repeticion de un mismo disacérido,
la celobios§Figural-a} Estos biopolimeros atraen la atencion de los cientificos por su potencial
como nuevos biomatales para la encapsulacion de medicamentos. Las dificultades para lograr la
sintesis in vitro de estos polimeros ha provocado el desarrollo de procedimientos especiales y
sustratos enzimaticos (Kobayashi y Shoda 1995g8hti@®4; Schustet al194).

En el presente estudio investigamos el uso de enzimas hidroliticas, las celulasas, en la sintesis in
vitro de la celulosa. Esta enzima ha demostrado ser capaz de catalizar la sintesis de los
homopolisacéaridos cuando es utilizada en una solucion stangougcetonitrilo/tampén acetato

(4:1) en presencia de un sustrato espactbbioa fluoradaHigura3]

HO

H
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Figura 3. Las dos posibles reacciones que se pueden producatglisitade las celulasas que dependen de la solucién
utilizada.
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Figura 4. Imagenes de microscopia electronica de un papel de 50 afios (electrones secundarios): a) antes y b) después de la
consolidacién usando una solucién enzimética.

Para observar los efectos de nuestro tratanrieruiaimos a la microscopia electronica de barrido
(SEM) para veel papel de 50 afios antes y después del tratamiento enzimatico de das horas.
Figura 4a fue escogida por mostrar en primer plano, leadkegén de una fibra de papel
envejecidade forma naturalobservamos las fibras de celulosa, heterogéneamente resecas y
craquelada®espués del tratamiento enzimatico del [faigeta4-b], se apreciana clara mejora

de la homogeneidad de las filmas la eliminacién de los craquelados. Por lo tanto nuestro
método mejora sensiblemente las caracteristicas de las fibras de celulosa

Sin embargo, la aplicacion directa de la soluciénateoairsobre el papel, era un sistema
demasiado agresi\or un lad, la inmersion prolongadirante dos horas de la muestra en la
solucion enzimatica y la posterior limpieza con el tampén tenian un efecto negativo en el papel. El
tratamiento enzimatico comenzaba a perder efecto pasadas esas dos horas de inwteosion. Por
lado, las fluctuaciones de la temperatura del laboratorio provocaban una variacion de la actividad
enzimatica de la solucion. De hecho, si no controlamos la evaporacién del disolvente organico
durante el tratamiento, puede producir la hidrélisis delulmsa (Fig.3) ya que la reaccion
(hidrdlisis o sintesis enzimatica) esta directamente relacionada con la proporcion de acetonitrilo en
la solucion reparadora. Por lo tanto es de suma importancia la dosificacion correcta de los
componentes del preparaglazimético para que no se produzca la hidrolisis de la celulosa. La
concentracion del sustrato es muy importante para la correcta consolidacion de la celulosa. Una

182




cantidad inferior a la indicada provocaria la pérdida de eficacia del tratamienton Al ser u
componente muy caro, en esta investigacion se indica la cantidad adecuada para el éptimo efecto
del tratamiento.

Para controlar la evaporacion de los componentes validtiateramos como opcién el empleo

de un gel enzimético. En efecto, el uso denatriz polimérica impide la evaporacion excesiva del
disolvente, reduce las excesivas variaciones de la humedad, y facilita el manejo y aplicacién de la
solucion enziméatica. En restauracion, se utilizan varios tipos de geles compatibles con las obras de
arte. Lametilcelulosa, la carboximetil celulosa de sodio y el agar son algunos de los geles mas
empleados en limpiezas de obras de arte (Buietzal2®00; Bagliort al2009) Optamos por el

agar (Horie 1987; Campanal2007)un polisacéarido extraido de las algasAg@®phyiger ser

inerteala accidrde la enzima hidrota usada.

Para este estudio necesitamos envejecer gran cantidad de papel segun las normas UNE
anteriormente citadas. Las figures ¥ 5b son imagess del papel antes y después del
envejecimiento acelerado, obtenidas con un microscopio electrénico de barrido (SEM). Como
podemos observar, el tratamiento de envejecimiento acelerado degrada claramente el papel. En el
caso del papel de 50 afios, exisideraes craquelados heterogéneos en el papel.
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Figura 5. Imagenes de microscopia electronica de barrido del papel fotrmpide (electrones secundarmsintes
y b) después del envejecimiento acelerado y antes del tratamiento del gel epzitspicés del lavado con
acetonitriolo o d) después del lavado con etanol.

Para llevar a cabo el tratamiento del papel con el gel enzimatico, se coloca un separador de
polietilentereftalato (Reemay) entre el gel y el papel para prevenir que nintnio degtosdel
polimero permaneciese sobre el papel trffisggira 2b]. De esta manera, sélo la solucion de




