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INTRODUCCION

Desde hace afios, los restauradores son conscamntesalta toxicidad de los
multiples productos que emplean y sus posiblestafecNo soélo son
perjudiciales para el medio ambiente y la obra e, &ino también para el
restaurador que trata con estas sustancias; yhajena clara incidencia de
enfermedades cancerigenas y otras de diversa jnaoigvadas por dichos
productos altamente téxicos.

La primera parte de esta tesis trata de buscaalteraativa a la toxicidad de los
productos de restauracion con el estudio del us@bde enzimas.

Las enzimas son un sistema mas inocuo que mucldsiqgios empleados en
restauracion. Su utilizacion se centra sobre todia eliminacion de sustratos en
limpiezas o, para la separacion de materiales attfsermposibles de separar
con otros métodos mas convencionales: adhesivageipas, almidones y
triglicéridos.®>?. También existe la posibilidad de emplearlas peadatacion
de obras de aff& como biociddd, etc.

A pesar de estas ventajas, la utilizacion de ermier este territorio, es
insuficiente por falta de informacion y conocimide su correcto manejo. Sin
embargo, en Europa se han empleado desde hacdasdécadas.

La utilizaciébn de enzimas en restauracion surgidosnafios sesenta cuando

Sheridaf! aplico la tripsina para la eliminacién de adhesivoroteicos.
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Desgraciadamente pasaron dos décadas hasta observdesarrollo en el
empleo de hidrolasas en limpiezas y otros trataiosete obras de arte.

O. Wendelbo & B. Foss®, F. Make¥®? A. De La Chapelf”, R.
Wolbers'*2 p. Cremonebi™****! Belluci®'” o Banik® han sido grandes
precursores en el uso de enzimas, inspirando & atrechos restauradores e
investigadores en el empleo de este tipo de madeiEstos estudiosos se han
centrado sobre todo en el uso de las hidrolasabstante, existen diferentes
tipos de enzimas: las transferasas, liasas, iseaerkgasas (sinteasas),
oxirreductasas, que tienen diferentes funcionesocpor ejemplo la capacidad
de crear enlacB8. Esta funcién sirvié para reflexionar sobre laipitisad de
consolidar con enzimas, materiales relativamentglels desde su estructura,
como el soporte de papel, realizado con fibrasetldasa.

Actualmente, los procesos tradicionales de la datesnon de materiales de
celulosa se pueden realizar mediante geles catoksconsolidantes naturales

y/o sintéticos, como por ejemplo los acrilicos,iypollicos, poliamidas, etc., y

2 WENDELBO, 0., FOSSE, B., “Protein Surgery. A Restg Procedure Applied on Paper”,
Restaurator1970, pp. 245-248.

! MAKES, F., Enzymatic consolidation of painting§oteborg: Department of History of Art
and Architecture University of Goteborg, 1979.

8 MAKES, F., "Enzymatic consolidation of a paintin§eventeenth century landscape from
Skokloster Palace"Science and technology in the service of conservaPreprints of the
contributions to the Washington congreEsl. International Institute for Conservation, Lond
1982, pp. 135-138.

MAKES, F.,Enzymatic consolidation of the portrait of Rudalas "Vertumnus" by Giuseppe
Arcimboldo with a new multi-enzyme preparation asedl from Antartic Krill ( Euphausia
superba) Acta universitatis gothoburgensis, Géteborg, 1988
10 BANIK, G., CREMONESI, P., DE LA CHAPELLE, A., MONALBANO, A., Nuove
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dipinti", Ed. Kermes, arte e tecnica del resta@®),1994, pp. 45-64.

14 BELLUCCI, R., CREMONESI, P., PIGNAGNOLI, G., "A piminary note on the use of
enzymes in conservation: the removal of aged acmgsin coatings, with lipaseStudies in
Conservation44 (4), 1999, pp. 278-281.
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' LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M Principios de Bioquimica4® Edicién, Ed.

Omega, Barcelona, 2006, pp. 211-212.
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no plantean muchos de ellos una alta toxicidad.olstante, tiene diversos
inconvenientes.

Los materiales que se utilizan son invasores, puedequear la fibra,
impidiendo sus movimientos naturales, o inclusodpuellegar a desnaturalizar
el material.

Si existe un desequilibrio en la homogeneidad deplecacion del consolidante,
pueden crear tensiones -esto se llama efecto tampétho-.

Algunos de ellos pueden ser toxicos durante seagéin o eliminacion, porque
se deben usar disolventes.

En los soportes porosos como la celulosa, puedsyarlla ser irreversibles
porque se introducen entre los intersticios déiltaas.

Por otra parte, muchos de ellos, con el tiempovusdven quebradizos, muy
rigidos, acidos, se debilitan, amarillean y pierdanfuncion sustentadora. Por
este motivo los papeles tienen que ser tratadosiedo, lo que les perjudica.
Por lo tanto, los procesos y materiales de corestlith que existen hoy en dia
en el mercado, provocan una gran insatisfaccionergénada en los
restauradores.

Y por esta razén se busco una alternativa y selideoentrar la investigacion en
la hipotesis de que se podia suplantar el uso metdantes por alguna enzima.
Esta debia crear enlaces glucosidicos en las fitleagelulosa del papel y
reforzar de esta manera este material desde elomtsin introducir ningun

material invasor que pudiese perjudicarlo a ladarg
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Antecedentes

Las enzimas se han utilizado en restauracion desde décadas en Europa y
resto del mundo.

Sheridaf” como se ha mencionado anteriormente, usé por m@imez la
enzima tripsina en 1962, para limpiar adhesivosepos. Sin embargo no se
volvié a publicar nada sobre la aplicacion enzingen restauracion hasta la
década siguiente cuando Wendelbo y F&8selecidieron aplicar una enzima
proteolitica en el mundo de la restauracion. Estor@ en 1970 y a partir de ahi
hubo que esperar otra década hasta el comienzs ahedltiples estudios que se
han realizado en el campo de la enzimologia afiedd restauracion.

Los estudios mas destacados son por ejemplo, loSedal y Cooper que
aplicaban lao-amilasa para retirar la pasta adhesiva de almidda, tripsina
cuando los adhesivos de restauraciones antiguaslenaaturaleza proteica.

K29 por su lado, tras varios afios de estudios, credaempresa de

Bani
amilasas lista para utilizar en manuscritos de Ipape

Otra investigadora es Ariane De La Chapelle, ghiardesarrollado diferentes
aplicaciones para las enzimas; como por ejemphartatulo escrito por ella y
Patrick Choisy donde demostraron que era posibieirgr las manchas de
foxing con peroxidasas fungicas en un medio acusBoutilizar métodos

quimicos.

En otro articulo de Ariane de La Chapetteal.?!), desarrollaron un método

simple y facil para detectar la presencia minimaala.

7 SHERIDAN, J., “Enzymes, as they relate to theseowator of paintings”exposition of

painting conservation, Brooklyn Museui®62.

'8 WENDELBO, O., FOSSE, B., “Protein “Surgey” A Reshg Procedure Applied on Paper”
Restaurator pres¥ol. 1, , Denmark, 1970, pp. 245-248.

¥ BANIK, G., “Removal of Starch paste adhesives aglihigs fron paper vased objects by
means of Enzyme poultices” Materiali tradizionaliianovativi nella pulitura dei dipinti e delle
opere policrome mobili: atti del primo congressteinazionale colore e conservazione, Piazzola
su Brenta (PD), 25-26 ottobre 2002, Ed. Il Prasgd¥a, 2003, p.33-38.

2 BANIK, G, CREMONESI, P.; LA CHAPELLE, A.; MONTALBAO, L., Nuove
metodologie nel restauro del materiale cartacerdto, Padova, 2003.

“L LA CHAPELLE, A; CHOISY, P; GALLO, F; LEGOY, D. «Eploi d'amylases et de protéases
pour la restauration d'arts graphiqueMateriali tradizionali ed innovativi nella pulituralei
dipinti e delle opere policrome mobili: atti del ipro congresso internazionale colore e
conservazione, Piazzola su Brenta (PD), 25-26 o&#@902 Ed. Il Prato, Padova, 2003.
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Paolo Cremonesi también ha estudiado mucho esiedgpproteinas, y asi lo
demuestra en el libr§? que ha publicado sobre el empleo de enzimas en
limpiezas de pinturas policromas o en el articulblipado junto a Roberto
Bellucci y Ginebra Pignagnolf®! donde demostraban de forma experimental
gue las lipasas eran capaces de hidrolizar sustnat@rasos como las peliculas
acrilicas de Paraloid® B - 72.

Richard Wolbers cre6 gel con lipasas para elimiagas de oleo sobre capas de
resina natural.

En el &mbito espafiol también existen investigadgueshan publicado articulos
de enzimas. Nieves Valentfd, Andrés Sanchez e Isabel Herraez publicaron la
utilizacion de una mezcla de lisozimas en un gehgarosa que servia para
desinfectar y limpiar los cristales de unas vidseinfestadas d®acillus
Subtilis Isabel Blasco Castifieyra ha estudiado estos agtiafios el uso de

enzimas proteoliticdé”.

La consolidacion de la celulosa en restauraciéemgie se ha efectuado

261 E| uso de

mediante consolidantes naturales, sintéticos o lmele ellos
enzimas para tal efecto en restauracion de obrastedees algo innovador. No
obstante, en el ambito de las ciencias quimicadbiods, se encuentran

bastantes articulos relacionados con la sintedia delulosa mediante bacterias

22 CREMOSI, Paold.'uso degli enzimi nella pulitura di opere policrenEd. Il prato, Padova,
2002.

8 BELLUCCI R., CREMONESI P., PIGNAGNOLI G. “A prelimary note on the use of
enzymes in conservation: the removal of aged acig@sin coatings whith lipaseStudies un
conservation Vol. 441999, pp. 278-281.

24 VALENTIN, N. et al. “Analyses of deteriorated Spstm glass windows: cleaning methods
using gel systemsTriennial meeting (11th), Edinburgh, 1-6 Septemt&36ICOM. Committee
for Conservation, Paris, 1996, pp. 851-856.

% BLASCO I., DE LA VINA S., SAN ANDRES M., “La utiliacién de enzimas proteoliticas en
procesos de limpieza de policromias. Importancialadeealizacion de estudios previos de
caracterizacion de los preparados enzimati¥ds'Congreso de Conservacion y Restauracion de
Bienes Culturaled\iurcia, 2004, pp.203-212.

BLASCO I, DE LA VINA S., SAN ANDRES M., “Fundamens y antecedentes de la
utilizacién de enzimas en tratamientos de limpieP&aI53oletin del Instituto Andaluz del
Patrimonio Histérico 53 especial criterios, 2005, pp.24-34.

% BAKER, C.A. “Methylcellulose et carboxymethylcdlhse sodique: Etude par vieillissement
accéléré des propriétés pour la conservation diepaplC Xe Congres International Paris 2-7
Septembre 1984SFIIC, Paris, 1984, p.53-57.
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[27. 28, 29¥30] 5 también mediante el uso de enzimas comédiulose synthase”
que es capaz de biosintetizar la celdfdsg la enzima hidrolitica celulas&®*
% que biocataliza la sintesis de la celulosa en poisedel acetonitrilo. La
utilizacion de una mezcla de un disolvente y urrates especificop-cellobiose
fluoride), provoca que esta enzima trabaje a leersev de su naturaleza
hidrolitica [Figura 2], creando uniones glucosidiocan el papel degradado
[Figural].

Estas dos enzimas tienen varios inconvenientespriraera, la“cellulose
synthase”es dificil de conseguir o hay que sintetizarlaurdaboratorio, por lo
que poner en marcha una investigacion o cualquéstauracion, seria
econdémicamente inviable.

Por otro lado, la celulasa es facil de conseguitilizar pero, el acetonitrilo es
un disolvente toxico y esta enzima en un momentio dauede hidrolizar y
degradar la celulosa. Por lo tanto, se debia cambiisolvente para disminuir
al maximo la toxicidad del tratamiento y conseggire estas enzimas no

actuasen nunca como hidrolasas.

" MENDEZ M., MEMBRILLO J., “Mecanismos molecularete la sintesis de celulosa en
bacterias” Revista Especializada en Ciencias Quimico — Biod® Vol. 7, n°® 001, México,
2004, pp.26-34.

% CHAVEZ- PACHECO J.L.et al « Celulosa bacteriana en Gluconacetobacter Mylin
Biosintesis y Aplicacion”Revista Especializada en Ciencias Quimico — Biodx Vol. 7, n°
001, México, 2004, pp.18-25.

2 SHODA M, SUGANO Y., “Recent Advances in Bacteriglellulose Production”
Biotechnology and Bioprocess Engineeringpl.10, n°1, 2005, pp.1-8.

% CHAWLA P.R., et al « Microbial Cellulose: Fermentative Productiordafpplications”,
Food Technology Biotechnolo§pl. 47, n°2, 2009, pp.107-124.

31 hitp://lwww.botany.utexas.edu/facstaff/facpagestminfongres/tspires/cellulose.htm

%2 KOBAYASHI S., SHODA S., “Chemical sintesis of agtise and cello-oligomers using a
hydrolysis enzyme as a catalystt. J. Biol. Macromol.Vol. 17 n°® 6, 1995, pp.373-379.

% SHODA S., FUJITA, M., KOBAYASHI S., “Glycanase-Gdyzed Synthesis of Non-natural
OligosaccharidesTrenes in Glycoscience and Glycotechnol&mpt.10 No. 54, 1998, pp.279-
289.

3 SHODA S., KOHRI M., KOBAYASHI S., “Glycosidase-gdyzed synthesis of
oligosaccharides through intermediate analoguetsaibs”. Chemistry and Biology Research
Signpost Keralalndia, 2005.
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Figura 1 a) Estructura de los polimeros de homosacaridos y puentes de hidrogeno (en rojo) de las
fibras de celulosa, b) hidrélisis que se produce durante el envejecimiento de las fibras de celulosa y c)

posible reaccion de oxidacién de las fibras de celulosa.
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Figura 2. Las dos posibles reacciones que se pueden producir por la catdlisis de las celulasas que

dependen de la solucién utilizada.
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Hipotesis de trabajo y objetivos

Por una parte, la hipotesis principal de esta Tesigue se pueden consolidar
soportes celulésicos, como el papel, con enzimas. fibras se reforzarian
creando enlaces glucosidicos sin tener que afadjiim material extrafio a los
soportes de muchas obras de arte.

La aplicacion de los consolidantes téxicos seni@dida a casos puntuales y sélo
cuando fuera realmente necesario.

En el caso que fuera posible nuestra hipétesisgsaria un avance en el campo
de la Restauracion y Consolidacion de las Obra®\rde, porque seria una
alternativa novedosa, potencialmente favorable pakaPatrimonio, con
materiales biol6gicos 0 mas inocuos —como sonnasras-.

Reforzariamos las fibras de celulosa sin afiadigimnagente extrafio que
pudiera ser perjudicial para su conservacion efutumo.

Dotariamos de mayor fuerza y resistencia a la filba esta manera la
podriamos manipular sin temor.

No aplicariamos adhesivos (naturales o sintétitos;0os 0 inocuos) si no fuera

estrictamente necesario.

Por otra parte, los objetivos que se plantean entesis son:

»  Profundizar en los conocimientos de biotecnologiares enzimas y sus
caracteristicas.

»  Conocer el estado de la cuestion: Busqueda demafmdn sobre la
utilizacion actual de las enzimas en procesos dgauecion y
conservacion de obras de arte.

» Investigacion de las caracteristicas, la patologia métodos de
consolidacion de los soportes celuldsicos.

»  Averiguar las partes positivas y negativas de tatatientos historicos,

materiales y técnicas de consolidacion.
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Blusqueda de un método seguro y funcional para tesatidlacion de
materiales celuldsicos con enzimas.

Aplicacion de métodos de andlisis cientificos plaradentificacion del
envejecimiento de los soportes celuldsicos.

Puesta en marcha de un protocolo mediante enzinaas per la
degradacion de materiales celuldsicos.

Colaborar con diferentes laboratorios cientificosEEspana y el extranjero

segun nuestras necesidades.
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