MATERIALES Y METODOS

No se puede desatar un nudo sin saber como esté hec
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Capitulo Ill. Materiales y Métodos

| MATERIALES

Antes de presentar los diferentes experimentosgyas realizados a lo largo de esta
Tesis, asi como los resultados y discusiones, & @pitulo se recopilan y se
exponen las muestras, los productos y materia@esstrumentacion y, los métodos y
normas de trabajos utilizados en la experimentad#esta memoria.

Todo el estudio ha estado centrado en la busqueda distema de consolidaciéon de
la celulosa a partir de la accion de enzimas tgdolasa. Para ello, se han empleado
diferentes tipos de papeles con y sin técnicasniiets, que han sido envejecidos por
diferentes procedimientos para luego poder tradarloompararlos. De esta manera
se ha averiguado si los tratamientos han funcionado

En este capitulo se describe los diferentes sapogkilosicos asi como su tipo de
envejecimiento. Se enumeran los materiales deétascas pictéricas y los productos
usados para cada experimento. Durante la invegilgae han empleado diferentes
técnicas para conocer el estado del papel. Segppsnto un sistema enzimatico para
la evaluacion del estado de degradacion del p&sté test ayud6é a optimizar el
efecto del consolidante.

En el apartado de Métodos, se especifican losleetde la preparacion de cada
experimento, de la preparacion de los geles empdepdra la consolidacion del
papel, asi como de todos los procedimientos y nrodraanalisis utilizados.
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.1 Papel

El papel ha sido el elemento fundamental de todagptuebas. A continuacién se

describiran los diferentes papeles utilizados srliferentes etapas de la memoria:

1- Puesta a punto del método de envejecimiento yadenédida de la
degradacion con el sistema enzimatico glucosa saidael electrodo de
Clark -explicado mas adelante-.

2- Desarrollo de un nuevo método enzimatico (en canta@d), para la
medicion de la degradacion del papel.

3- Desarrollo de un sistema enzimatico de consolidad®la celulosa.

A continuacion se detalla el papel usado en cadalaras anteriores etapas:

o Para la primera fase de la investigacion, realizadael laboratorio de
quimica de la Universidad de la Sapienza en Romaasutilizado el papel
“extra-strong” DINA A4 con un gramaje de 80 dInEstos papeles de uso
corriente y sin gran valor econdmico han servidoapeealizar diversas
pruebas sin un gasto econdmico excesivo.

o En la segunda fase, realizada en el departament&Géleie Enzymatique,
Membranes Biomimétiques et Assemblages Supramaliées (GEMBAS-
CNRS 5246)” de la Universidad de Lyonl, se han asaapeles “Claire
Fontaine” A4, de 80 g/fy de 110 g/rh el papel “Joseph” de 25gfmun
papel envejecido de forma natural de gramaje 8¢ g/mal papel “Extra-
Strong” también de gramaje 80 gim

o En latercera fase, se ha comprado papel hechama emala empresa Paperki
de Hondarribia (Guipuzcoa), fabricados con 100%afibde algodén o con
100% fibras de lino. También se han usado hojasc(B6 76 cm) de un
papel artistico marca “Arches” fabricado con fibi&9% algodon, de grano
fino y con un gramaje de 300¢fnSe decidié emplear papeles con diferentes
fibras para observar la respuesta de nuestros gekmaticos con otro tipo

de fibras.
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o En la cuarta y ultima parte, se han comprado gus tde papeles artisticos
(56 x 76 cm), fabricados industrialmente por Falwig Arches con fibras
100% algodén, de grano fino y con un gramaje dey®F0que se cortaron
posteriormente en fragmentos de 36 x 19 cm. Y st fase también se han
empleado papeles de un libro antiguo, que no pos®gin valor artistico,
histérico o sentimental. Se han aplicado difereméesicas artisticas a los
papeles para observar codmo reaccionan los pigmentels papel con el

tratamiento enzimatico.

.2 Materiales artisticos

A continuacion se enumeran los materiales empleados la realizacion de los
dibujos sobre los diferentes tipos de papeles wssamolo largo de nuestra
investigacion. Durante el estudio, se utilizaras $ayuientes técnicas pictéricas, por
ser las mas empleadas por los artistas y, de emt@ray se ha comprobado si el
sistema de consolidacion es efectivo.

No se ha realizado una descripcion y un estudio exinaustivos de cada técnica
porque lo que se ha buscado es conocer si en sposaidn existian elementos

guimicos que pudieran inhibir el efecto de las rrazi.

- Acrilicos

Se denomina pintura acrilica a cualquier pinturanmeesta por pigmentos
contenidos en una resina sintéti®4' o una emulsién de un polimero acrilico como
la cola de acetato de polivinilo (PVES®. Se mezclan en agua pero una vez seca es
insoluble en agua. Fue usada por primera vez @mbito artistico, por los artistas
hispanoamericanos Orozco, Siqueiros y Rivera, enadi®os 20. Querian pintar

murales a la intemperie, pero por problemas deerwasion, se vieron obligados a

%4 HAYES, C.,Guia completa de pintura y dibujo. Técnicas y Mates, Ed. H. Blume, 1980,
Madrid, p. 68.

35SMITH, S., TEN HOLT, H.F.Manual del Artista. Equipo, materiales, técnicgs, H. Blume,
1982, Madrid, p. 50.
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experimentar con este material que ya existia désiéa muchos afios en la
industria.

La marca usada para la realizacion de las muesirasuvre Acrylic.
- Acuarelas

La acuarela estd compuesta por un aglutinant@nerabiga (goma vegetal, resina
de acacid®®) y pigmentos finamente molidos. La goma solubl@gua acttia como
un barniz, dotando mas brillo a los pigmentos. & dauarelas se le suele anadir
sustancias como la miel o el almibar de azlcag gararles de plasticidad y mayor
fluidez a la pintura y, la glicerina para absonejor el agua y afiadir brilld®",

Hasta el siglo XVIII no aparece el término de laaela, aunque la sepia, técnica de
la miniatura medieval, se basa en el mismo princypse cree que la acuarela y el
guache desciendan de ésta.

La marca de las acuarelas utilizadas para la esadiz de las muestras es Van Gogh.
- Boligrafos

La composicion de la tinta de los boligrafos vaégun la época y el modelo. Al
principio de su invencion estaba compuesta poranegmo con barniz o aceite de
linaza hervido y actualmente son similares a latasi de imprenta. Estas tintas
contienen vehiculos y barnices, pigmentos y aditigecantes y cer&sy.

La tinta de los boligrafos que son faciles de elani esta compuesta por colorantes,
elastémeros (poli(vinil-metil-éter) y un vehic\itisolventes volatileS§?.

El boligrafo fue inventado por los hermanos Birol®388 pero hasta los afios 50 no

tuvo realmente éxito. Su uso se expandi6 a todaddaes sociales.

%6 MALTESE, C.,Las técnicas artisticad. Manuales arte Catedra, 122 edicion, Madri632Qp.
317-322.

%7 SMITH, S., TEN HOLT, H.F.Manual del Artista. Equipo, materiales , técnicksl. H. Blume,
Madrid, 1982, p. 68.
%http://webcache.googleusercontent.com/search?qes3RHuv4LuMJ:www.masqueideas.com/i
mprenta_tintas.php+composici%C3%B3n-+tinta+imprent@d&d &hl=es&ct=clnk&gl=es

359 http://www.espatentes.com/pdf/8307276_A1l.pdf
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La marca usada para las muestras de papel esBPI®GP (M)

y los colores
utilizados son el rojo, verde, azul y negro.

Desconocemos la composicion exacta de los boligrRitot, no obstante en la
pagina web de Pildt’Y, presentan los boligrafos empleados para nuessis, Tcon
tinta a base de aceite y después de ponernos &actmoon ellos sabemos que en su
composicién llevan cromo y cobre. La formula detiatas de los boligrafos esta

patentada y es un secreto de fabrica.
- Carboncillo

El carboncillo se crea carbonizando madera blaimdeesinas (ramas de sauce, vid
(las mas finas), romero, brezo...), y poseen difeediametros.

El carbén es el material de dibujo mas antiguo. fuehistoricos ya lo empleaban
para dibujar figuras de animales en las cavernas.

El carboncillo empleado para nuestros dibujos @etimarca.
- Ceras

La cera es una técnica grasa compuesta por pigmenitterales, aceite vegetal
principalmente de palma y carbonato de caféf

Las ceras utilizadas para la preparacion de lastmraseson las ceras Manley.
- Grabados

El grabado es una técnica de impresion. Para $§magan es necesaria una matriz
con un dibujo grabado mediante incisiones sobrsufgerficie de ésta. La matriz
puede ser de madera, piedra, soporte acrilicogomtauminio. Las incisiones son
realizadas por medio de instrumentos punzantegrnes 0, procesos quimicos. La

impresion se produce al presionar la matriz cotatsobre un papel. Las tintas de

370 http://www. pilot-es.es/listado.asp?fam=3
371 http://www. pilot-es.es/listado.asp?fam=2
372 http://www.manley.es/fabric.swf
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impresio >3 poseen un aglutinante graso con diferentes visadss; se obtiene

normalmente por la coccion del aceite de linaza ke safiade pigmento y/o negro de
carbdén. A veces se incluyen aditivos como secativespesante para dar un mayor
cuerpo a la tinta. Cronologicamente existen lasaitbon, sepia, ferrotanicas, anilina

y coloreadas.
- Gouache o guache

El guache o aguazo es un temple de goma arabigaaEsubriente que la acuarela
porque se afiade una carga con el fin de otorgatke apacidad. Se utiliza menos
diluido que la acuarela.

Su descubrimiento se produjo en la Edad Media I8),>Xcuando un monje afadi6
blanco a las acuarelas usadas para iluminar maiussoobteniendo una acuarela
opac&’®.

La marca empleada para el guache es Titan al agua.
- Lapices

El 14piz (apis, en latin ‘piedra’), estd compuesto por barritagydito muy finas
mezcladas con arcilla que le confiere la dureziecpler a cada lapiz.

El primer lapiz de grafito se cre6 en Alemania ad®62 pero no tuvo éxito hasta el
siglo XIX.

El lapiz fue denominado en un principio “lapiz déorpo”, porque en 1504,

descubrieron en Inglaterra un yacimiento de plormo diferentes caracteristicas.

$3VVERGARA, J.,.Conservacion y restauracién de materjdld. Cultural en archivos y bibliotecas,
Valencia, 2002, p. 31.

S VAILLANT CALLOT, M., VALENTIN RODRIGO, N., Principios basicos de la conservacion
documental y causas de su deterided, Ministerio de Educacién y Cultura IPHE, Mad 1§96, p.
29.

35 SMITH, S., TEN HOLT, H.F.Manual del Artista. Equipo, materiales , técnicksl. H. Blume,
Madrid, 1982, p. 86.
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Posteriormente se dieron cuenta que era otro tganaheral, grafito puro. Sin
embargo, hasta 1789 no recibié ningtn nonfibfe

Existen diferentes grados de dureza. En nuestudieshemos empleado una amplia
gama que va desde el los H (mas duros) a los B lffaddos).

La marca de los lapiceros empleada es Faber-Catell.
- Lé&pices de colores

Los lapices de colores estan compuestos por unelange colorante, cera y caolin.
Algunos lapices estdn hechos con aparejo, agldéndobricante y pigmento
obteniendo una mina blanda cuyos trazos sélo pusdeneliminados con una
cuchilld®"",

Para la realizacion de las muestras se han empleEsddapices Faber-Catell

Policromos.
- Oleos

El 6leo esta compuesto por aceite de linaza y@ddemidera y pigmentos.

La invencién del 6leo fue atribuida durante bastdi#mpo al pintor flamenco Han
Van Ec, a principios del siglo XV. No obstante, hey sabe que su empleo es
anterior a este artista. Su uso se extendio endieee el siglo XV, siendo Tiziano
quien desarrollase esta nueva técnica. Posteridemeerfinales del siglo XVI y
principios de XVII, Rubens proporcion6 otro avarcesta técnica, al pintar sobre
una base blanca.

La marca usada para pintar los papeles es Van &g fine quality serie 2.

37 SMITH, S., TEN HOLT, H.F.Manual del Artista. Equipo, materiales , técnicksl. H. Blume,
Madrid, 1982, pp. 106-7.

37"SMITH, S., TEN HOLT, H.F.Manual del Artista. Equipo, materiales , técnicgs, H. Blume,
Madrid, 1982, pp. 106-7.
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- Pasteles

El pastel esta compuesto por goma de tragacantorehajada y pigmentos. La
goma tiene como funcion mantener el pigmento entharcon diferentes durezas
(segun la cantidad de aglutinante que se le hagdidd) y conservar la luminosidad
y pureza del pigmento.

Empezaron a utilizarse en el siglo XVA{f. Es la técnica mas pura quimicamente,
pero la menos duradera.

Para las muestras se han utilizado los pastele8 RTDACarbOthello.
- Tinta china

La tinta china o de carbon estaba compuesta antigni@ por goma arabiga o
pegamento de pescado y carbon proveniente de lampate hollin. Su invencién es
atribuida al filésofo chino Tien-Lcheu (2697 a.@.Yue empleada tanto en China
como Egipto desde aproximadamente el afio 2500 a.C.

En la actualidad el carbdén es suspendido en agula palicion de cola. Es una tinta
estable, duradera a través del tiempo pero seatedpal frotar y sus tonos cambian
a tostados con los afios.

La tinta china usada es de STAEDDTLER marsmatic.

|.3 Sustancias

Durante la investigacion se han aplicado diferersiestancias en los diferentes
experimentos. A continuacion se enumeran todas pkaa tenerlas presentes mas

adelante cuando se expliquen los métodos emplesdaos estudios.

3" SMITH, S., TEN HOLT, H.F.Manual del Artista. Equipo, materiales , técnicgs, H. Blume,
Madrid, 1982, p. 94.
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[.3.1 Enzimas

A lo largo de la tesis se han utilizado 4 enziniass para las pruebas de deteccién

del envejecimiento del papel, y otras dos paraiesalidacion del papel.

0 Cellulase / Celulasd (ichoderma viride)Ec 3.2.1.4 .........ovvvvvnnnnnnn. SIGMA
o Cellulase / Celulasaépergillus Niger)Ec 3.2.1.4 .... FLUKA BioChemika

Estas dos celulasas fueron empleadas para la @awoh de la celulosa. Siendo la

primera la utilizada para los geles.

0 Glucose oxydase / Glucosa oxidasagérgillus Nigerkc 1.1.3.4...SIGMA

La Glucosa oxidasa se usa para la datacion de keriales celulosicos. La
combindbamos en Roma con el electrodo de Clarksjegormente con la cdmara
CCD en Lyon. No obstante, al final se utilizé6 lagédasa-His para conocer la

degradacion de la celulosa de nuestros papeles.

0 Peroxydase / Peroxidasa Horseradish (raifort), HC.1.7............ SIGMA

1.3.2 Productos

A continuacién se exponen los productos necesg@ra la preparacion de las

multiples pruebas enzimaticas realizadas a lo ldegla investigacion.

Acétonitrile / Acetonitrilo EC200-835-2............ccevvvvveen.......SIGMA.
Acétate de sodium / Acetato de sodio 27 652.298 ..............PROLABO.
Acide chlorhydrique / Acido clorhidrico

O O O o

Agar-Agar
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El Agar es un polisacarido encontrado en los espaniracelulares y en las paredes
celulares de las algas roj@garophytas La estructura quimica de este polisacarido
fue analizada y determinada en 1958. Se encont® ejuAgar contiene dos
fracciones principales, un polimero neutro, Agargsain polisacarido sulfatado,
Agaropectina. Los polisacaridos son hidratos dearer de alto peso molecular; se
pueden considerar como polimeros de condensacidnam®sacaridos, enlazados
mediante uniones glucosidicas, con eliminacién gleaala ecuacion empirica de
este proceso es la siguiente: ngb = (CsH1005) + (n—1) HO.

El Agar esta compuesto principalmente por D - dat; 3-6 anhiro — L -
galactosa, sulfatos y acido piravico; a veces 6 mdlil — D — galactosa y acido
urénico entran en su composicion. La Agarosa estdstituida por unidades
alternadas de R-D - galactopiranosa union 1,3 ya8l6ro—_ -L galactopiranosa
union 1,4.

La fraccion mas altamente sulfatada, Agaropecties, mas variable en su
composicion, pero basicamente tiene la estructaera Agarosa con grupos ésteres
sulfatados en algunas unidades del polisacarido.

Referente al peso molecular del Agar, se estimaeque aproximadamente 3.000 a
160.000, dependiendo esto del tipo de coloide.

- Tipos de agar empleados

Durante toda la investigacion se fue variandoifpsstde agar para ver si los efectos
del gel variaban.

o Bacto Agar 20gtref. 214010............voeieeeieiiieei e BD.
0 Agar (noble agar) Ultra pure gel.. ..........oooeeeen .. USB CORPORATION.
0 Agarosatype D-5.......ciii EUROMEDEX.
0O AQAroSa |l ....ocviiiiii i AMRESCO SOLON.
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- Otras sustancias

a-D-Glucosa 1-fosfato Disodium SALT HydratgH;1:0oPNg ...... SIGMA.
B- celobiosa fluorada (Shoda et al. 1994) sintetizaok Dr. J. Schulz (Ezus-
Lyon 1).

Carbonato de sodio (NaHG)Q.........ouvviiiiiiiiiiiiee e SIGMA.
D(+)-Celobiosa actacetato4Ess019 . EC 226-304-5.......... SIGMA Aldrich.
Dioxido de Titanio TiQ.......c.viriieiieiie e e e e, FLUKA.

El diéxido de titanio empleado en el laboratorio Rlema fue Degusta P25. Este

diéxido de titanio nanopartido y altamente disparsta fabricado segun el proceso

AEROSILe. Los datos quimico—fisicos son: La dimensiéon medialad particulas

primarias es 21nm; area superficial especifica BD#n2/g; pH en una suspension al
4%: 3,5 - 4,587

El dioxido de titanio es un Oxido metalico semicactdr con propiedades

fotocataliticas en presencia de luz ultravioléta400mn

O O O 0O O o o o o o

)[380]

(N-(3-Dimethylaminopropyl)-N  ethylcarbodiimide habhloride) EDC

CsHiNg HCIB0 NM . e SIGMA-Aldrich.
Phosphate de sodium / Fosfato de sodio.....wm.cceeeevvnnennnee.......Prolabo.
Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione).................Fluka.
N-hydroxysuccinimide NHS..............ccooiviiiiiiiicen, SIGMA-Aldrich.
Péroxide d’oxygene / Perdxido de oxigeno.................SIGMA-Aldrich.
Proteina Albunde BOViNe Serum.........ccccvvvvviieeeeeiesieeennee. SIGMA-Aldrich.
P-iodophenol / p-iodofenol.........................cccee e eee ... SIGMA-Aldh.
Dodecilsulphate de sodium / Sodio dodecilsulfald}s............... Aldrich.
Diethylmalonylurea sodium Veronal (VBS) ..........c..ovvvenennne. Prolabo.
TPOO. .. e Barredo.
Detergente.......cc.viviie e e e e GJAlCENE

$™nttp://padis.uniromal.it/getfile.py?docid=687&naneilia_Costanza_Tesi_Dottorato_Fotosenso
re_di_permanenza_ambientale_(ecopersistenza)&fepdéversion=1 P.50 (Roma 2007)
30 http://www.psa.es/webesp/areas/quimica/docs/TR8ar_Fernandez.pdf P.29 (granada 2003)
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[.4 Instrumentacion

[.4.1 Camara climatica de envejecimiento

A lo largo de la investigacion se ha empleado &#ptede camaras para envejecer
aceleradamente los papeles de nuestra investig&eodeterioraron para cuantificar
su degradacién e intentar consolidarlos posteriotenecon nuestro sistema
enzimatico.

Se emplearon diferentes modelos detallados a c@idn:

1.4.1.1 Modelo: QUV Weathering Tester - Model QUV/pray Q-Panel
LAB-Products

La maquina usada en el laboratorio de quimica dénlgersidad de “La Sapienza”
de Roma era un “veterometr6®! modelo QUV representado en la siguiente figura
[Figura 1].Este modelo posee ocho barras de rayos UV dispupatalelamente en
dos filas. Las condiciones de exposicion UV fuerbradiacion 0,6 W/fINM.,
grado de humedad constante de 58 %, temperatu4é 8€ y longitud de onda de
310 nm [figuras 1, 2 y 3].

scatola dei —_—
comandi raffreddamento

[‘ con arfa
i e

portelio
1+ ribaltabile

lampade
fluorescenti

sensore del

SENSOK
termostato UV ore del

termomatro

coperchio
della

vaschetta
dell’acqua

anodo al
magnesio
acqua

fessura di
+—aerazione
deflet.
d'aria

Gndotio di ventilazione /

riscalgatore
dellaria f riscaldatore dell'acqua
{fase UV) ventilatore (fase di eondensazione}

sensora del
termostate della
condensazione

Figural. Esquema de la méquina de envejecimiento artiftgapapel

%1 Término italiano para la camara de envejecimiestlerado.
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Figura 2. Maquina de foto-degradacion Figura 3. Maquina de foto-degradacion abierta.

Dentro se aprecian los tubos de rayos ultra violeta

1.4.1.2 Camara climatica CTS modelo: C-20/350/S

La camara usada en el Instituto Nacional de Ingasibn y Tecnologia Agraria y
Alimentaria, INIA, de Madrid era la camara climatide la marca CTS modelo: C-
20/350/9°%? [Figura 4].

Tipo

C-20/350
Volumen (litros) 350
Dimensiones
Altura mm 750
Anchura mm 650
Fondo mm 720
Rango de Sl
temperatura (°C) 20/+180
Rango de humedad
relativa (%) entre 10-98

+10°C y 90°C

Figura 4. Camara Climatica CTS C-20/350/S

%2 |magen obtenida de la pagina http://www.contraltes.com/c/equipos/index.htm
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[.4.2 Maquinas de Foto-degradacion

En el proceso de envejecimiento acelerado de ldosal del papel, también se han

utilizado maquinas de foto degradacion.

1.4.2.1 CAMAG IAS Chamagne

Esta cAmara consta sélo de una ldmpara de UV den2b Esta maquina se ha
utilizado Unicamente para la primera etapa debjmafen Lyon) y se ha comprobado

que no era lo suficientemente potente para degeatisruadamente el papel.

1.4.2.2 Bio-Link-BLX-E254

Esta maquina se ha empleado en el laboratorio zimelogia de Lyon.

Tiene 6 tubos UV de 8 W cada uno y 254 nm de lodgite onda. La humedad de
servicio va de 20-80 % sin condensaciones y unpdeatura de 5-30 °C.
Dimensiones exteriores: altura 30,5 cm/ profundi@@cin/ancho 35 cm.
Dimensiones interiores: 14,5 x 33 x 26.

1.4.2.3 SOL 2 dr. Hole de Metrotec

La camara de fotodegradacion SOL 2 posee una |lantper puede irradiar un area
aproximada de 1400 ¢ény no genera ozono [Figura 5]. La intensidad dé&mpara
es 6,5 veces superior a la radiacion exteriorgres total de uso de esta camara es de
35 cm x 25 cm. Necesita 230V/50Hz, la potencia émpara es de 400 W. Los
datos técnico¥®® de la camara SOL 2 son:

- Dimensiones: 43 x 43 x 34 cm

- Peso: 25 kg

33 Todos los datos técnicos de la cAmara SOL 2 karfatilitados por la empresa Metrotec, S.A. y
www.hoenle.de.
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- Luz UVA+VIS +IR (320-3000 nm) y UVB + UVA +VIS 4R (295-3000
nm),

- Nivel de iluminacion 120 000 lux

- Intensidad de 950 W/m

Figura 5. Foto de la Camara SOL2.

[.4.3 Camara digital CCD (Charge Coupled Device) dé&uijifilm.

Esta camara se ha empleado para averiguar el edtadeterioro de los papeles. En
Roma utilizdbamos otro método con la enzima glucosdasa y el electrodo de
Clark y en Lyon, desarrollamos un sistema con etraima, la peroxidasa y la
camara CCD. Este método se basa en la interacattmlas cadenas de celulosa y la
peroxidasa que poseen la histidina. La presencida deeroxidasa detectada por
imagen de quimiluminiscencia, es la prueba de d¢giattacion del papel.

En el laboratorio de enzimologia no teniamos otaera de cuantificar el estado de
degradacion del papel, por lo que inventamos eéstaida que nos servia para
comparar el efecto de nuestro tratamiento de cifaidn en la celulosa de nuestros

papeles.
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1.4.3.1 Descripcion de la camara CCD

La cdmara CCD estd compuesta por un detector farnged una matriz de
fotorreceptores (1384 922 unidades) [Figura 6].&Cado tiene un tamafo de 11
micrémetros por 11 micrometros. Estos elementos esdniados a —30 °C para
obtener un minimo de ruido de fondo a la hora detégracion de la sefal. Durante
la medida, los fotorreceptores acumulan electrgmeporcionalmente a la cantidad
de fotones recibidos. Las sefiales registradasrerafde imagen son cuantificables
gracias a la intensidad de cada pixel. Esta maqouémaite detectar el flujo de
fotones relativamente débiles de 5.fiflones.segundbcm™? (Miura et al., 1998).

Figura 6. Conjunto de camara CCD, caja egra ynaadier .

1.4.3.2 Utilizacion de la cAmara CCD

Para usar esta camara, las membranas se sitGanus@bbandeja metalica dentro de
la camara fotografica CCD, protegida de la luz.

A continuacién, se deposita sobre cada una de, allaa solucién especifica
compuesta por 220 uM, B, 500 uM et p-iodophenol 200 uM. El tiempo de
medicidén para obtener la imagen esta definido enyr& segundos. Cuanto mayor es
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la actividad enzimatica mas oscura sale la imagemaefotografia CCD, lo que
significa que la degradacion del papel es impagtanpor lo tanto la cantidad de
enzima fijada es grande.

Luego, para conocer exactamente el estado del papetaliza la cuantificacion
numeérica de las sefales quimiluminiscentes, loppreite comparar con precision

los diferentes papeles.

[.4.4 Microscopio electrénico Philips XL

A lo largo de la investigacion se han efectuaderdiites pruebas para comprobar el
estado del papel y la efectividad de nuestro métdeoconsolidacién. Con el
microscopio electronico se consigue ver y fotogradl estado fisico de las fibras de
celulosa de nuestros papeles. En un primer mon@stiimos por un Microscopio
Optico pero al no ser suficiente, buscamos otréersia como la microscopia

electrénica de barrido.

1.4.4.1 Descripcion del microscopio

El microscopio electrénico de barrido (también addo como Scanning o SEM)
permite obtener imagenes de gran resolucion enrialate pétreos, metalicos y
organicos. Fue inventado en 1981 por Ernst Ruske] 8innig y Heinrich Rohrer, y

permite una aproximacion profunda al mundo atémico.

La muestra se recubre con una capa de metal dettmdd®-20nm para hacerla
conductora y es barrida posteriormente con eleer@mviados desde un cafiéon. Un
detector (formado por electroimanes) mide la caudtide electrones enviados que
arroja la intensidad de la zona de muestra, si@ag@az de mostrar figuras en 3
dimensiones, proyectadas en una imagen de TV.s®lumon esta entre 3 y 20 nm,

dependiendo del microscopio.

Las fotografias de microscopia electronica de tharde las muestras de esta tesis, se

han realizado en el microscopio Philips XL a 20 [Figura 7]. Se esperaron mas o
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menos dos meses para la ejecucion de las fotogjrafése tiempo dependia de la
disponibilidad del microscopio y, de esta manei@s nerciorabamos de que las
muestras estaban totalmente secas.

Figura 7. Microcopio electrénico de barrido (MEBM®) utilizado para nuestras muestras.
1.4.5 Maquina SCD 040 (Baltec) para la metalizaciode las probetas

1.4.5.1 Preparacion de las muestras

Para obtener imagenes en el microscopio SEM, lastras introducidas tienen que
ser metalizadas para que sean conductoras. Paydoslifragmentos de los papeles
se depositan sobre soporte metalico que tieneapeadhesiva conductora.

La maquina utilizada es una SCD 040 (Baltec). L&alizacion con oro se realiza,

mediante la aplicacion de una corriente de 15 nAsS(® en una atmosfera inerte de
argon.

La introduccién de los papeles metalizados en etascopio electrénico debe ser lo

antes posibl&%.

384 g5 comprobd que era fundamental metalizar las fshmas horas antes de sacar las fotografias,
para obtener unas buenas imagenes. Pasados uspseadtiedujo que el soporte metalizado con los
papeles, podia recubrirse con polvo (a pesar dedgtia en un lugar hermético) y obtener peores

imagenes.
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Figura 10. Maquina para metalizar los papeles

1.4.6 Otra instrumentacion

1.4.6.1 Equipos para la medicion de humedad relatevy temperatura

Antes de realizar los test mecanicos en Madridp&gseles deben pasar un dia como
minimo aclimatdndose en el laboratorio donde vagapracticarse los ensayos.
Existen climatizadores para evitar las fluctuacsonke Temperatura y Humedad
relativa de la habitacion. En el laboratorio deulosa del INIA de Madrid,
empleamos el equipo OPUS 10, Modelo DATA LOGGER /3B para medir

estos parametros.

En Lyon, se han realizado varias medidas de la Hacheelativa dentro de la camara
Bio-Link-BLX-E254, con un termémetro higrémetro Hlog 10 (marca E+E) para
mantener una humedad relativa del 65 % dentro dénfeara.
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1.4.6.2 PH meter GLP 21 Crison Leioa

Los papeles tienden a acidificarse con el tiemposyenvejecimientos artificiales.
Para medir el pH de nuestros papeles, empleamgsHemeter GLP 21 del

laboratorio de la Facultad de Bellas Artes.

[.4.7 Maquina para los test mecénicos D.Y.20, ADAME Lhomargy ISA

division d’instruments S.A.

Existen diferentes tipos de test mecanicos que ipmrmmedir la resistencia de un
papel o cartdbn. Se han seleccionado los test peterndinar las propiedades de
traccion con un método con gradiente de alargamieahstante, segun la norma
espafiola UNE-EN ISO 1924-2 que es la version ofagala Norma Europea EN

ISO 1924-2 o la Norma Internacional ISO 1924-2:1994

Esta prueba consiste en cortar los papeles endeas5mm de ancho y mas de
180mm de largo. En las zonas de ensayo no debe lugbectos visibles ni
irregularidades en el grosor del folio, como marehsagua. Necesitamos 10
resultados validos de cada direccion principal fdkb. La maquina utilizada para
nuestras pruebas es la D.Y.20, ADAMEL Lhomargy I&@®ision d’instruments
S.A.

Antes de poder utilizar esta maquina, deben semdicionados los papeles en el
lugar de trabajo. En este caso, las tiras de pspehan acondicionado a las
condiciones atmosféricas necesarias para reabsaensayos, durante un dia como
minimo. Transcurrido ese tiempo, los papeles sechéotado perpendicularmente
entre las mordazas a unos 180 mm £ 1 mm. La maquiméenza a estirar la tira
hasta que se rompe, obteniendo la fuerza de traotékima aplicada hasta la rotura

y el alargamiento en la rotura.
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1.4.8 Maquinas de FTIR

1.4.8.1 Descripcion de la técnica de Espectrometrige absorcion IR
(FTIR)

La espectrometria se emplea para identificar al@i#mente y cuantitativamente
diferentes moléculas organicas o aniones inorganide una muestra. Las
radiaciones electromagnéticas tienen una naturaledalatoria y otra cuantica, y
cada sustancia absorbe unas longitudes de ondandetdas. Por ejemplo, la
celulosa se oxida con el tiempo, apareciendo nugnugss o hidrolizandose...todas
estas reacciones quimicas tienen diferentes alysnasede longitud de onda, por lo
gue esta prueba puede desvelar nuevas formacidreasstormaciones en la celulosa

del papel.

En las pruebas FTIR debe realizarse en primer luger curva de calibrado
“absorbencia/concentracién” establecida de anterpar® el materidf® que se va

a analizar. Y posteriormente las medidas deseadas.

Las longitudes de onda que nos interesan, paraeof@degradacion de la celulosa
mediante la espectroscopia infrarroja transforndldourier FTIR38®: 387, 388, 389y
391 50n principalmente:

- la banda de vibracién C-O-C, en la zona de 105068 cnit'.

- la banda de vibracion de tensién del grupo cdlbe8=0 a 1737 crl, que varia

segln los autord®Y entre 1735-1700 c Algunos estudiosd®®? afirman que las

385 MATTEINI M., MOLES A., Ciencia y Restauraciér;d. Nerea, Hondarribia, 2001, pp.107-110.
36 CATALAN, R., NEIRA, A., MELO, R.et al, “Copolimerizacion por injerto de acetato de laini
en fibra celulésica secundarjaSoc. Chil. Quimyvol.44, no.4, 1999, pp.505-515. ISSN 0366-1644.
%7 CATALAN S., R, NEIRA J., A, RIVAS, B. L.et al, “Polimerizacién de Injerto de Fibra
Celulosica Secundaria con Metacrilato de Metilo gtdtrilato de Etilo”Bol. Soc. Chil. Quimset.,
vol. 45, no.3, 2000, pp.391-402. ISSN 0366-1644.

38 YUTAKA KATAOKA, TETSUO KONDO, “FT-IR Microscopic Aalysis of Changing Cellulose
Crystalline Structure during Wood Cell Wall Fornaaiti, Macromolecules31, 1998,pp.760-764.

39 FERRETTI M., Scientific investigation of Works of affd. ICCROM, Roma, 1993, pp. 33-37.
Hace una descripcion del sistema.

390 GOMEZ M.L., La Restauracién. Examen cientifico aplicado a lassrvacion de Obras de Arte
ed. Céatedra, Madrid, 2004, pp.199-205y p.211

%91 RODRIGUEZ LASO M.D.Degradacién mediante envejecimiento acelerado dpkepsoporte de
realizaciones artisticas actuales 6leo y acrilieml. Universidad del Pais Vasco, Bilbao, 1998, .30
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bandas entre 1730 y 1620 ¢mon caracteristicas de la celulosa degradada bajo
varias condiciones.

- la banda del grupo CH a 2900¢tm

- la banda correspondiente a los grupos hidroxitdee 3650 cf a 3000 crit

1.4.8.2 Nicolet 510 FT-IR Spectrometer

La maquina empleada en Lyon fue la Nicolet 510 RTSpectrometer. Este tipo de
espectrometro con transformada de Fourier utiliza fuente continua de radiacion
de infrarrojos. Cuando la luz incide sobre un metakste caso “Germanium”, una
parte se refleja hacia un espejo estacionario g/ pdrte se transmite en direccién a
un espejo movil. Los rayos reflejados por los espegjelven a chocar con el metal,
donde la mitad de cada rayo es reflejado y la otiad trasmitido. Un rayo

recombinado se propaga en direccion del detectbiogro vuelve en direccion de la
el393]

fuent

_—— \

Figuas 17y 12. Diferentes modelos de éspecirdxsa:tminfrarrojos con transformada de Fourier.

%92 | OJEWSKA J., MISKOWIEC P., LOJEWSKI T., PRONIEWIQZ M., “Cellulose oxidative and
hydrolytic degradation”FTIR approachvol. 88, i3, 2005, pp. 512-520.
%93 Informacién obtenida de www.mazinger.sisib.uchlle.
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1.4.8.3 FTIR-460 Plus

En el INIA de Madrid se empleé una maquina JasctRHB0O Plus Seral No
A054460846 resolucién 1 ¢con un cabezal especial que mide en un solo punto

del papel, y se obtuvieron mejores resultados.

1.4.9 Espectrofotometro de reflectancia

[.4.9.1 Generalidades

El espectrofotometro empleado para las muestrad swdelo 070 de Elrepho de
Lorentzen & Wettre. Este instrumento se utilizaapanedir el color, el brillo y la
opacidad de las muestras de papel.
Este espectrofotometro consta de

1. Una seccion conteniendo la Optica y el fotdbmetro

2. Un PC con un software especifico L&W Colour Brigkgs, para realizar las

pruebas necesarias.

3. Herramientas para su calibracién y control
“Este espectrometro es del tipo de rayo doble ypgm@ona informacién sobre la
reflectancia en el espectro visible de 400-700amiervalos de 5 0 10 nm.
La muestra se ilumina difusamente y la reflectanesaltante se mide a un angulo de
0 °. La fuente luminosa, una lampara de xenénafilira “casi D65", tiene un
espectro de energia que abarca tanto los raya@violata como las longitudes de
onda visibles'™%*,

Elrepho cumple con la normativa en ISO 2469 conpe&sofotometro compacto.

394VVAA., Elrepho instrucciones de manejopyright © Ed., Lorentzen & Wettre, Sweden, 2004.
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1.4.9.2 Manejo

En primer lugar se abre el software especifico ycaédra con respecto a unos
patrones no reflectantes: una cavidad negra, urpate referencia blanco y un
estandar de referencia de rayos ultravioleta. Aticoacion se pone la muestra a
través de una apertura especifica sobre el sopontenuelles y por udltimo se mide.
Para la medida en el estrectrofotometro se realt@ammedidas. Para nuestras
muestras hemos medido el grado de blancura IS@uese ser expresada en % a la

hora de realizar los graficos.

1.4.9.3 Propiedades Opticas del papel

Es de suma importancia conocer las propiedadesadptiel papel para poder
interpretar mas adelante los espectros obteniddasemediciones de los papeles.
Estas propiedades estan relacionadas con el asgeut del papel, asi como su
influencia en el impacto perceptivo de las personks calidad fisica del producto
final.

Estas propiedades han sido estandarizadas por tanisSion Internationale

d’Eclarage” (CIE) y definen una serie de variables:

- Propiedades cuantificables:

Sirven para definir la variable cuantificable cuarsg ilumina una muestra de papel
con una determinada radiacion luminica. Esta rathapuede sufrir diferentes
efectos:
1. La reflexion especular, radiacion reflejada popabel con el mismo angulo
gue el incidente.
2. Transmisién, radiacion transmitida por el papel.
La reflectancia, radiacion relejada por el papel.

4. Absorcion, radiacion absorbida por el papel.
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A AR

Reflexion Transmision Reflectancia  Absorcion

Figura 13. Efectos de la luz sobre una superfieipapel

El sistema cuantificable establece los factoreseflectancia mediante la siguiente
relacion:
R\=- R/Ri X100
Donde R es el factor de reflectancia para una determitadstud de onda.
Ri es la radiacion incidente.

R: es la radiacion reflejada.

- Condiciones de medida

Las condiciones de medida estan condicionadasaptorés externos como la luz.
Para el papel estan estandarizados el uso delifinte C” y el “iluminante D65”
que simulan la luz diurna.

El D65 contiene mayor porcién de radiacion ultréata que el C.

El iluminante C determina la blancura ISO y ha sihopleado para las muestras

realizadas.
- Espectro de media
Los factores de reflectancia se determinan enpdot® visible, zona donde el ojo

humano percibe los colores y tienen una longitudriia que va desde los 400nm a
los 700nm.

Figura 14. Espectro visible
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1.4.9.4 Blancura ISO

El grado de blancura ISO es una medida de la adgéddel papel de reflejar la luz
difusa dentro de la zona azul del espectro vis#d&q relacionada con lo que el ojo
humano aprecia como blanco. Se define como unrfdetoeflectancia difusa a una

longitud de onda de 457 nm con el iluminante C.
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Il METODOS

PARTE PRACTICA

La parte experimental de nuestra tesis esta deieidcuatro partes.

La primera fase que vamos a describir a continnadice realizada en Roma, en el
laboratorio de Quimica de la Universidad de “LaiSapa”, bajo la direccion del
Profesor Luigi Campanella, fue un acercamientcsalde enzimas en la restauracion
y conservacion de obras de arte. Este estudioderiva estimulacion de algas para
que produjesen enzimas y/o algun producto de defgue en contacto con fibras
degradadas consiguiesen reparar el papel.

Esta parte no hubiera sido posible sin la obtend®ta Beca de la Real Academia
de Espafia en Roma.

En todas las etapas de la tesis, hemos envejecidprimer lugar los papeles
empleados, hemos medido su degradacion, hemosidrai consolidarlos y por

altimo hemos comparado su estado con el que poarfasa del tratamiento.

II.1 Preparacion de las probetas
[1.1.1 Envejecimiento acelerado del papel en Roma

Este primer paso de envejecimiento acelerado detlpara fundamental para un
correcto estudio de nuestro tratamiento. Para@tgrimer lugar escogimos un tipo
de papel corriente como es el papel “extra strgngfi segundo lugar lo envejecimos
de tres maneras diferentes:
o Artificialmente en una maquina de foto-degradaadiada 0,6 W/m2/nm,
humedad relativa 58 %, T=45 °Cs 310 nm durante 6 horas;
o Con un catalizador (TiO2) durante 6 horas en p@aate luz UV a 350 nm
(Polilight®)
o Con &cido clorhidrico HCI 0.1 mol/L durante 30 ntivai
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Escogimos este tipo de papel de fotocopiar, poesgieado de forma habitual tanto

en un ambito domestico como laboral y, por no teneroste econémico elevado.

11.1.1.1 Maquina de foto-degradacioi®>!

El primer método consistia en introducir en la ndguQUV Weathring Tester-
Model QUV/spray Q-Panel LAB- Products de foto-delgi@ion (fig.11 y 12) unos
folios de tamafio A4 durante seis h&145

Para esta investigacion tuvimos que pensar enstens que mantuviera las hojas en
vertical dentro de la maquina [figura 13]. De estanera conseguiamos que el
envejecimiento fuera homogéneo sobre toda la sujgede los folios durante la
exposicion de rayos UVA.

Una vez envejecidos los papeles, envolvimos loglpafratados con papel aluminio
para protegerlos de la humedad y la luz solarpryseguir que los valores de

envejecimiento conseguidos no variasen a travésedgpo.

Tubos UV

>
e

ke Papc} ¢ hilo

Interior de la maquina QUV.
Sistema de sujecion de los papeles.

Figura 15. Esquema del sistema para la degradhoitiwgénea del papel

39 Este método de envejecimiento fue utilizado poMPANELLA, BATTILOTTI, COSTANZA en
“Studies on simulated ageing of paper by photochahdegradation”,Annali di Chimica95, 2005,
pp.727-740.

3% Solo se mantuvieron durante estas horas porqueliestprevios realizados en ese laboratorio
demostraban que a partir de 6 horas el papel empieegradarse.
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11.1.1.2 Envejecimiento acelerado con un catalizadalel envejecimiento
(TiOY).

Entre los sistemas de envejecimiento se aplicéegarslo método que consistia
acelerar la degradacion del pametiéndolo en una solucién’;_?

oar?

P«

C;r:‘_

¥

conbiéxido de titanio (Ti) 297 Este catalizador aumenta |
degradacion del papel, consiguiendo un mayor detern

mucho menos tiempo.

Para esta prueba cortamos cuatro discos de pageh

strong” (+/- 185mg cada uno) jlos sumergimos en una
solucion compuesta por 100ml de agua destilac,O) y ’
50mg de bioxido de titani(TiO,). ‘
Estos discos, en la solucion con el catalizadoerdin Figura 1t Solucion de
irradiados con luz ultravioleta por medio de unaguoida :(izci;:n papel,  bajo
“Polilight” (luz UV a 35( nm) pudiendo observar Iag

evolucién de la degradacion del papel medieun potenciémetr&°,

Por ultimo dejamos secar el papel al aire libresmte consolidarlo con algas.
medida de degradacién de la celulosa nos ayudaomaarar el estado del pa)

antes y después del tratamiento, y saber si nugsteona funcion

[1.1.1.3 Envejecimiento acelerado con H(C

El tercer método utilizado, consistia en bafiar alio fen una solucion de &aci
clorhidrico (HCI) para degradar el papel muy rapidate. Ese sistema era L
sistema usado en el laboratorio de quimica de R

Para ello fue necesario introducir un folio A4 dge@l extr-strong en una solucic
de acido clorhidrico 0,1M durante media hora (tienspficiente para poder ver

simple vista la degidacién del papel

39"Bj6xido de titanio Degussa P25, nanodividido altatealisperso, fabricado de acuerdo al pro:
“Aerosil”.

3% E| potenciémetro utilizado es un Orion modelo 420 Meter y determina el potencial ¢
biéxido de titanio irradiado con luz ultravioletarcla Polilight (fuente luminosa de alta intensid
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Posteriormente fue necesario secar las hojas alligire antes de guardarlas o
utilizarlas.

La degradacién de los papeles fue medida antespude de la consolidacion, con el
sistema enzimatico de la glucosa oxidasa y el reldotde Clark (explicado mas

adelante).

[1.1.2 Envejecimiento acelerado en la Universidad & Lyon

En esta primera fase de trabajo en Lyon, se esaog8 papeles blancos de uso
corriente y econdmico, para ir experimentado. Lapetes seleccionados son los
siguientes:

- Papel Claire Fontaine de 80 g/ynde 110 g/rh

- Papel Joseph (utilizado para limpiar los matesalel laboratorio)

- Papel expuesto a la luz solar y a otros contamé@sgpresentes en el aire del
laboratorio durante afios.
Estos fueron expuestos durante 12 horas a rayesvitietas (UVA) de la maquina
CAMAG IAS Chamagne, y el papel de 80 §/de Claire Fontaine fue introducido

en una solucion de diéxido de titanio (Bj&°°.

11.1.3 Envejecimiento artificial en el Pais Vasco

I1.1.3.1 Preparacion de las probetas

En primer lugar, los papeles seleccionados (fatboisa mano con fibras de algodén
y lino y, el papel de Arches 100 % algoddn), fuecortados con unas dimensiones

especificas (36x19 cnff’”. Después, se pintaron los papeles con difereétescas

39 |_a preparacion es la misma que la realizada kxbetatorio de la Sapienza de Roma.

40 Estas dimensiones eran las adecuadas para qupafmdes entrasen en las maquinas de
fotodegradacion y las minimas para poder mednesistencia en las pruebas mecanicas efectuadas
en Madrid; ya que se necesita como minimo 18 crfad para sujetar las tiras de papel en las
mordazas de la maquina de resistencia y alargammieecanico.
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pictéricas que mostramos a continua “°Y. Y por dltimo envejecimos las muest

para luego poder tratarlas con el gel enzimatigeryos resultado

o Técnicas secas aplicadas a los pap

- Lapiz

Los dibujos realizados paras pruebas, fueron realizados con lapices Faber-

Catelly son los siguiente

Figura 1". Técnica: lapiz. Realizado por Alicia de Lera.
Papel fabricado a mano con fibras de lino.

“01\/amos a realizar una explicacién muy breve de téckdica, porque lo (inico que nos interes
cada material es su composicién pa@ber si pueden inhibir la actividad enziméa
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Figura 18.Técnica: lapiRealizado por Alicia de Ler:
Papel realizado a mano cpapel defibras de algodon.

Figura 19 Técnica lapiz. Realizado pr Leticia Gas|
El papel es de Arches, 100% algoc
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- Carboncillos

Los dibujos realizados en carboncillo (barras déazcillo sin marca comercial)

para la investigacion son los siguientes:

Figura 20. Técnica carboncillo. Papel realizadcaaoncon fibras de lino 100%.
Dibujo hecho por Alicia de Lera.

Figura 21 (izquierda). Técnica carboncillo. Pagelizado a mano con fibras de algodén.
Dibujo realizado por Alicia de Lera.
Figura 22 (derecha). Técnica carboncillo. El pasetie Arches, 100% algoddn.
Dibujo hecho por Alicia de Lera.
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- Pastel

Los pasteles empleados sobre nuestros papeles esofa dnarca STABILO
CarbOthello.

Figura 23. Técnica: pastel. Papel realizado a nsandibras de lino 100%.
Dibujo realizado por Alicia de Lera.

Figura 24. Técnica: Pastel. Papel realizado a randibras de algodon.
Dibujo ejecutado por Alicia de Lera.
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I
Figura 25 Técnica Pastel. El papel es de Ais, 100% algodo
Dibujo realizado por Alicia de Lera.

- Grabados

Los grabados siguientes fueron realizacon plancha metalica y tintas de grab

por MariaTeresa Escohotado Ib

Figura 26 Papel hecho a mano 100% - aguafuerte realizado poefiesa Escohotac
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i

rJ

Figura 27. Papel hecho a mano 100% algodén (gofiladiteresa Escohotado).

Figura 28. Papel hecho a mano 100% lino- resinadialarealizada po Teresa Escohotado.
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- <

Figura 2. Tintas de éa Escohotado. El papélrecho a mano 100% algodon.

o Técnicas acuosas o temple de goma

- Acuarela

Las acuarelas empleadas son Van Gogh.

Figura 30. Acuarela de Alicia de Lera. El papalHea mano 100% lino.
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Figura 31. Acuarela de Alicia de Lera. El papaltea mano 100% algodén

Figura 32. Acuarela de Alicia de Lera. Papel Arch@8% algodon.
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- Gouache

Guache utilizado: Titan al agua.

Figura 33. Gouache de Alicia de Lera. El papeh&sc100% algodon.

Figura 34. Guache de Alicia de Lera. El papel hexhmano 100% algodén
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0 Procedimientos Sintético

Marca: Louvre Acrylic

Figura 35. Acrilicade Alicia de Ler. El papel est4 hecho a mano con 100% fibras d¢

Figura 36 Acrilico. El papel esta hecho a mano con 100%asillle algodoén. El dibujo fue realize
por Teresa Escohotado Ibor.
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Figura 37. Acrilico. Papel Arches 100% algodondiBlijo fue realizado por una nifia de

afos.

[
Figura 38. Acrilico de Alicia de Lera. Papel ArcH€$% algodoén
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0 Procedimientos grasos
- Oleo

La marca de los 6leos empleados son Van Gogh&erie

Figura 39. Oleo realizado por Alicia de Lera.
Papel Arches 100% algodon.

P L i e
L ey T

" E, ' ToPL o o j _ .4
Figura 40. Oleo realizado por Alicia de Lera.
Papel Arches 100% algodon.
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- Cera

Los dibujos siguientes, han sido realizs mediante las ceras May.

ke ;T. "A- ‘ % ﬁ * 1
Figura 4.. Dibujo de cera ejecutado por Alicia de Lera.
Papel fabricado a mano con fibras de lino 1(

Figura 4.. Dibujo de cera realizado por Alicia de Lera.
Papel fabricado a mano con fibras de algoddn 1
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Figura 43. Dibujo de cera hecho por Alicia de Lera.
Papel Arches de algodon 100%.

11.1.3.2 Envejecimiento artificial de los papeles

El envejecimiento artificial de las probetas endfgpfue realizada en el laboratorio
de restauracion de la Facultad de Bellas Artes diinlversidad del Pais Vasco.

Segun diversas investigaciones, existen varias dernpara conseguir el

envejecimiento acelerado de un material. El priocipasico de degradacién es
conseguir variaciones a frecuencias aceleradasjoees limite de parametros como
temperatura, humedad, lluvia, radiaciones UVA, aonihantes, etc., que pueden ser

conseguidas en camaras adecuadas para este efecto.
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MATTEINI, M. y MOLES, A. 3 yjo STRLIC, M. y KOLAR,J"“%! concluyen
proponiendo el principio basico o sistemas bagiewa la degradacién de materiales,
expuesto a continuacion:

- Foto-degradacion (fotdlisis)

- Termo degradacion (termalisis)

- Foto-oxidacion y termo-oxidacion (con oxigeno)

- Radidlisis

- Degradacion mecano-quimica

Existen muchos modos de degradar el papel. En Rsami@nian tres sistemas -
descritos con anterioridad-. Algunos estudié$oafirman que la degradacién del
papel es mayor bajo el efecto del ozono, peréxidogjos y alcalis, halégenos,
componentes agresivos, el efecto de un campo iet&ctitrasonidos, irradiaciones
de laser, alta temperatura, etc., que viene aosenismo que el principio basico

expuesto unas lineas antes.
Los papeles envejecidos en la camara SOL 2 dr. ¢eMetrotec, de la Facultad de

Bellas Artes de Leioa, se sometieron a radiacideesyos UVA, exactamente como

en Lyon, para tener unas probetas lo mas simifsible.

I1.1.4 Segundo envejecimiento artificial en el Pai¥asco
11.1.4.1 Preparacién de los papeles

En la siguiente fase de la investigacion, se voivie pintar los papeles con

diferentes técnicas.

402 MATTEINI, M., MOLES, A. Ciencia y restauraciémMétodo de investigaciorEd. Nerea, IAPH,

Hondarribia, 2001.

403 STRLIC, M., KOLAR,J.Aging and stabilisation of papeEd. National and University Library,
Slovenia, 2005, p.10

404 Ver bibliografia de Envejecimiento acelerado. Mi@it M y Moles A., citan a muchos
investigadores que nos han servido como refergraca nuestra investigacion.
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- Lapiz
Los dibujos realizados con lapiceros Faber-Catelesta fase la investigacion, son

los siguientes:

Figura 44. Lapiz. Dibujo realizado por Alicia derhe
Papel Fabriano 100% algodon.

Figura 45.Lapiz. Dibujo efectuado por Alicia de aer
Papel Fabriano 100% algodon.
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- Lépices de colores

Los papeles pintados con lapices de colores Faatit®olicromos son:

Figura 46 (izquierda). Lapices de colores. Papbtikao 100% algodén.
Figura 47(derecha). Lapices de colores. Papel &abri00% algodon.
Dibujo realizados por Alicia de Lera.
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- Carboncillo

En carboncillo se realizaron dos dibujos con cachlomatural sin marca comercial.

Figura 48(izquierda). Mufieco carboncillo. Papelr 100% algodon.
Figura 49(derecha). Edificios carboncillo. Papddiiemo 100% algodon.
Dibujo efectuados por Alicia de Lera
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- Pastel

Los dos dibujos efectuados para las pruebas, fuealizados con los pasteles de la

marca STABILO CarbOthello y son los siguientes:

Figura 50 (izquierda). Colores Pastel. Papel Fabridd0% algodoén.
Figura 51 (derecha). Rostro Pastel. Papel Fabdi6éo algodon.
Papeles pintados por Alicia de Lera
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- Acuarela

Las acuarelas usadas para la realizacion debdagodison Van Gogh.

k
Figura 52 (izquierda). Mariquita Acuarela. Papdbfiano 100% algoddn.
Figura 53 (derecha). Colores Acuarela. Papel Fabrl®0% algodon.
Papeles pintados por Alicia de Lera.
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- Guache o Témpera

Los dos papeles pintados con las témperas Titagua, son los siguientes:

Figura 54. Mujer Guache. Dibujo realizado por Adidie Lera.
Papel Fabriano 100% algodon.

Figura 55 Colores Guache. Papel pintado por Alicia de Lera.
Papel Fabriano 100% algodoén.

- Cera
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Se emplearon las ceras Manley para realizar losesites dibujos:

i
4
FI
o
.
N 3
-
i ']

Figura 56 (izquierda). Flores Cera. Papel Fabrid@o algodén.
Figura 57 (derecha). Colores Cera. Papel Fabri@fébslalgodoén.

Papeles dibujados por Alicia de Lera.
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- Tinta china

La marca ddinta china empleada palos siguientepapeles es STAEDDTLE

marsmatic:

Figura 5¢ Mujer Tinta china. Papel Fabriano 100% algodoén.
Dibujo realizado por Alicia de Lera.

3 ™y =L LTy
o o RN 1 % -z‘\-l ] ._‘\

Figura 5% Tinta china. Papel FAbriano 100% algodon.
Dibujo efectuado por Alicia de Lera.
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- Boligrafo

La marca de boligrafo utilizada para realizar libsijpsesPILOT BPS-GP (M):

Figura 6Qizquierda). Molino Boligrafo. Papel Fabriano 108%godon
Figura 61derecha Mujer Boligrafo. Papel Fabriano 100% algoc
Papeles dibujados por Alicia de Lera.
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- Acrilico

Se realizaron las siguientes probetas con losasiLouvre Acrylic.

Figura 62. Colores Acrilicos. Papel Fabriano 100§6d0n. Papel pintado por Alicia de Lera.

Figura 63. Atardecer acrilico. Papel Fabriano 1@0§6ddén. Dibujo pintado por Alicia de Lera.
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- Grabado

El Grabado siguiente fue realizado con planchasilinas y tinta de grabado pe

nuestras pruebas:

FSce O imele

Figura 64 Grabado realizado pMaria Teresa Escohotad®apel Fabriano 100% algod
- Tintas de Grabado

Para la siguiente probeta, se aplicaron con urepias tintas de grabado sobre
papel de Fabriano.

7 e

1" S e g e TR =, LT
Figura 6. Tinta de grabado. Papel Fabriano 100% algodén.
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[1.1.4.2 Envejecimiento acelerado de los papeles érioa

En Lyon, se envejecio el papel en la camara dexcamies UVA —Bio-Link-BLX-
E254-, obteniendo una clara degradaciéon de nuegtpsles segun las pruebas
realizadas con posterioridad.

En Leioa, sin embargo, se optd por seguir envajdoi@uestras probetas con rayos
UVA en la camara de rayos ultravioletas del depaet#o de pintura, pero los
resultados de las pruebas posteriores demostramal gnvejecimiento acelerado no
era eficaz. Por este motivo se decidi6 aumentarigiero de horas de radiacion
ultravioleta. Se pensd que los papeles al ser m#ssgs y estar constituidos por
fibras de lino o algodon necesitaban mayor nimerdnatas de rayos UVA vy, se
decidié envejecerlos con otro método de envejedtniesegun la norma UNE
57092-1:20021%54%I gopre envejecimiento acelerado de papel que Bewmos a

continuacion:

- Envejecimiento acelerado

En primer lugar, se empled la norma UNE 57092-1226Quivalente a la Norma

Internacional ISO 5630-1:1991. Este sistema, radtiznediante un tratamiento con
calor seco a 105 °C, consiste en calentar en laridad, durante un tiempo

determinado los papeles, dentro de un horno datedeentilacién a 105 °C + 2 °C.

Los papeles permanecen como minimo a 100mm dealaslgs y no deben tocarse
entre si. El tiempo debe serde 24 +1h,48 ©T7/Bh £ 1 h.

Se carecian de los aparatos estandar adecuadoeglzar las pruebas, por lo que

se pens6 en emplear diferentes hornos siguiendwtasas UNE. Posteriormente se

40ﬁﬁttp://209.85.229.132/search'?q=cache:ZcmrxGJZgﬁl(/a]\nlmoe.es/aeboe/consuItas/bases_datos/d
oc.php%3Fcoleccion%3Dindilex%26id%3D2002/22411%26ét63D1017+Norma+UNE+57092-
4+Papel+y+cart%C3%B3n+envejecimiento+acelerado&ddzt=cInk&cd=1

4% http://www.boe.es/boe/dias/2002/11/18/pdfs/A4088590.pdf
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realizolos test mecanicos para verificar que los efeceosl@jadacion en el pap

eran adecuados.

[1.1.5 Tercer envejecimiento acelerado en el Paisagco.

11.1.5.1 Preparacion de los papele

Para esta parte de la investiga, se prepararon las probetagtando de manel

simple, lospapeles de Fabriano 100% alon. Se aplicaroen cada papel dos o ti

colores. Se utilizarota técnica deacuarela (magenta, azul y amarillo), témg

(azul, magenta, negra y amari, por ser quiza las que mas problemas da

tratamientos acuosos pintura acrilica (azul, magentnegra y amarilli por ser una
técnica muy utilizadaPosteriormente los papeles pintados y sin pifuaron

envejecidos artificialment<Se usé también para las pruehas libro de méas de &

afos de antigliedad sin valor artistico, histéricgentimental.

Los siguientes papelegie se observason un ejemplale cada técnicide todas las

muestras realizadas.

- Acuarela

La acuarela necesaria para la realizacion de lebps es de la ma Van Gogh.

Figura 66 Acuarela verde y amarillo. Fabrianc0% algodén. Papel pintagar Alicia de Lere

288




Capitulo Ill. Materiales y Métodt

Figura 67 Acuarela roja y azul. Fabriano 100% algo: Papel preparado por Alicia de Le

- Témpera

Los coloresutilizados en las témperas Titan al agua, los mismos que en I

acuarelagmagenta, az, amarillo, rosa, verde y negro). A continuaciénmseestrar

varios ejemplos de este tipo de técr

Figura 68 Témpera amarilla y negra. Fabriano 100% algc Dibujo ejecutado por Alicia de Le
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Figura 69 Témpera magenta azul. Fabriano 100%dén. Dibujo realizado por Alicia de Le

- Acrilico

Pam la técnica pictorica acrilica con las pinturasulre Acrylic, se aplic los

mismos colores que en otras técnicas: azul, amamilagenta, rosa, verde y negrc

continuacion mostramos dos de leuestras creadas para Bgerimentos

Figura 70 Acrilico amarilla y azul. Fabriano 100% algoc Papel pintado por Alicia de Le
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Figura 71 Acrilico rosa y verde. Fabriano 100% algo(« Probeta preparada por Alicia de L

o Otro tipo de papees usados
- Papeles de referenci

Los papeles de referencia son los papeles de Ralsia ninguna técnica pictor.
Estos soportes celuldsic se envejecieroposteriormente de la misma manera

los papeles con técnicas pictori

Fighra 7. Papel de referencia Fabriano 100% algodon.
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- Libro

A continuacion, se observa una hoja del libro $igin valor econémico, histéric
sentimental. Se aprecia, que la parte superiornedtioscurecida. Esto es debic
un ataque de microorganismos en los bc exteriores del libro. Y sobre todo, en

parte superior, donde debid de recibir mas agugima gotera o fuc

—idhy Precisamente o kombre que queriamos ver

4-|0h. Inspector!, no <3 para tanw, de lo cual dequjo Pendlebury qué los em-

” leados tenian ya &l atf u-
—.Bi tal caso — Interrumplé Carroll — gﬂm Dé un m,mln Elm&l n'tl’t:, !?n. }&l‘:ﬂb

tiene que darse usted una vuclta por €508 el hombre excesivamente propielo a aece-
manda.

murnaﬂerns Hardacre podrd darle uwnos  der a la de
asquefes y le asegura a usted que sabe lo —Estamos muy otupados ahora, eaballs-
uuv $¢ trae entre manos. To —respondlé— y ya sabe usied que al
—Bueno, bueno; perc €sto no ¢ una ex-  patrén... quiero decir al sefior Hardacre,
posicién de flores — atajé bruscamente no le gm que hagamos esperar a los
wagaln:re— ¥ hay que ponerse u braba- - clien
ra usted algulen que le ayu-

Fery teri
‘hhln por alli unas cnnnm personas,  de — uila Wannm
unas tomando una taza de té, olras ju. —Ellen estd4 sirviendo el té, caballero,
gando al golf en eampo reducido o al ten.  pero tiene slempre una hora de dm:azuw
nis y algunos eamino de la plscina, Por la  antes de ayndarme en el coms
falta de interés que todes pusieron en los —Bueno, pues lo siento —nphcﬂ ‘Wags-
cuatro visitantes era evidente que Dingu-  taffe—; :Deru VA & leDer que esperar uncs
no de ellos conocla la tragedia de Ia casa  minutos m
flotante y Pendlebury pagé mental tributo Jalme mm
a la discrecién con que hakia procedido —Veré si puede.
Carroll. © —Tendrd quu hacerlo —dijo Wagstatfe
Este, tamando Ia delantera, entzd en el iquiere?
ampito vesiibulo y pulsd un timbre que
aparecia bajo el rétulo eCamarergs; pero ime en!
esta acclén vesultd initil porque en aguel  tants w-mam lo observaba.
momento salia Jaime del kar nmndz':m Jsm que usted lo conoce,
gran bandefa con ocpla camino, eviden-
temente, de la terra —st sefior, Es mozo de comedor vnlﬂ;
AR Frecisamente el i o e Rl hﬂ;‘*ﬂ:&_‘fmme‘"“ﬁh
— arroll, 0 conocla uera. nca
ipn;':;a[ s sz cnst.ad ﬂmumu wnos  mds; no ﬂmu ni de dia nl de noche.
momentos? ud ¢ FRIAOR ¢ N
no se mostrd servé

Figura 73. Libro empleado para nuestras pruebas

11.1.5.2 Envejecimiento acelerado de las muestr

Los papeles pintados y sin pintaeron envejecidos segun la norma UNE 5'-
1:2002 Papel y carton con un tratamiento con csdoo a 1C °C, explicado col
anterioridad. El horno empleado poseia un termmstgulable con posibilidad «
conocer la temperatura exacta del horno. Para la oscuridad, se tapé el cris
gue muestra el interior. Los papeles fueron colgatd® una rejilla mediante hil

para que quedasen suspendidos y no se tocaranséngkecontinuacion, una ve
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introducidos era verificado su correcto posicioremto. El horno poseia ventilacion,

indispensable para el correcto envejecimiento sienliaestras.

Las hojas del libro no necesitaron ser envejead#scialmente porque estaban muy
debilitadas y deterioradas, y se rompian muy féamili®. Se les realizé un pre-

tratamiento para eliminar suciedad y cualquierasusa que pudiera inhibir el efecto

de las enzimas a la hora de aplicar el gel. Esieegp consistia en realizar varios
lavados con agua destilada y un lavado con etdn0)5& en agua. También se

lavaron al 0,5% en jabdn. Por ultima se aclaraloanplpeles diversas veces con

agua destilada y se dejaban secar antes de prai¢camiento enzimatico.

[1.1.6 Envejecimiento acelerado en Madrid

Los papeles y técnicas empleados en esta Ultineaff@son los mismos que en la
altima que hemos descrito (Papeles Fabriano 10@%#déah pintados con acuarela,
pintura acrilica y témpera; papeles de referendalyibro de mas de 50 afios). Esta
vez se cambio totalmente la técnica de envejectmianelerado, y se aplico la
Norma UNE 57092-4 de tratamiento con calor hime@0°€ y 65% de humedad
relativa. Esta norma es equivalente a la Normariatgonal ISO 5630-3:1996.

La Camara climatica CTS modelo: C-20/350/S posee&dquisitos para mantener la
temperatura a 80+0,5 °C y a una humedad relativa6s&?2 %. Las muestras
empleadas fueron protegidas de la luz y fueronjeowmas durante 24 + 0,25 h, 48 £
0,5h,72+0,75 h.
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11.2 Métodos de medida del envejecimiento del papel

Tras el envejecimiento acelerado de nuestro matsialdsico, necesitamos usar un
meétodo para averiguar su grado de envejecimiemoreBtauracion existen varios
métodos. En Roma sblo empleamos dos: el primerouergest enzimatico y el

segundo era uno realizado con una solucion dedwodae titanio. Ambos métodos
son destructivos. En Lyon, probamos otros test yBEspafa realizamos test

mecanicos.

11.2.1 Test Enzimatico*®? de Roma.

La celulosa al envejecer sufre transformacioneshigak que provocan roturas de las
uniones de las cadenas poliméricas y, oxidaciorms formacién de grupos
carboxilicos y radicales.

El test enzimaticd*®® consiste en averiguar el nimero de grupos caibosil
presentes en un material celulésico (papel, tajidnadera), mediante el empleo de
la enzima Glucosa oxidasa inmovilizada y un bioseft” enzimatico: el electrodo
de Clark!**? [figura 74]. De esta manera conocemos el estadmdejecimiento de

nuestro papel o de cualquier material celulésico.

I1.2.1.1 Preparacion del test

Para este test son necesarios los siguientes dlgsnen
- Tampon fosfato y tampon acetato.
- Peso de alta precision, un agitador magnético, aso vpara hacer

mezclas, dos matraces, pipetas, cajas de petoog tile ensayo.

47 CAMPANELLA L., ANTONELLI A., FAVERO G., TOMASSETTIM.,“New archeometric
method for wood based on an enzymatic biosebhsactualité Chimique 2001, pp. 14 — 20.

08 Este sistema fue empleado por primera vez enbefatorio del departamento de quimica de la
Universidad de la “Sapienza” de Roma, en el 2001.

09 E| biosensor mide la actividad de la enzima infimadla (ya que la enzima se une al papel
dependiendo de su deterioro y cuanta mas uniornyes, mayor sera su actividad).

“19F| electrodo de Clark lee la difusién gaseosaxdgemo gracias a un electrodo amperométrico
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- N-(3-Dimetilaminopropil)-N etilcarbodiimide hidrafdride
- D(+)- Glucose Monohydrate
- Agua destilada

11.2.1.2 Prueba con el Electrodo de Clark

Esta prueba consiste en primer lugar, en la extmacde tres 3
fragmentos de papel, en forma de disco con un diéme =
aproximado de 1 cm. Posteriormente, cada disco apelpes 7
pesado y depositado en placas de petri con 10mtam@dn
fosfato de pH 48 y N-(3-Dimethylaminopropyl)-N
ethylcarbodiimide hidrachloride 0,1 M.

Estos papeles con la solucion, deben ser agitad@nig una

con la enzima (4000 unidades de enzima en 1mL cipda
acetato 0,1 mol/L a un pH 5). Estos seran consesvddrante 24 :
horas a una temperatura de 3-4 °C. La enzima gluzxigdasa Se Figura 74. Electrodo
inmoviliza covalentemente a la celulosa del pageicias a la de Clark
carbodiimida que actia de puente entre los grupdsorilicos de la celulosa y las
cadenas proteicas de la enzima; se crean uniorida antre los grupos carboxilicos
de la celulosa y los grupos amina de la enzima.

Una vez transcurrido el tiempo necesario, se slsapapeles y se colocan en placas
de petri con 10mL de tampon acetato 0,1 mol/L pHs® agitan durante 20 minutos.
Esta operacion debe ser realizada tres veces, aedova cada ocasion el tampon
acetato para eliminar la enzima que no ha sidcauguudmicamente al papel.

Para medir con el electrodo de Clark, cada papdbena de disco es puesto en
contacto con la membrana del biosensor y sujetaiodragmento de tela de nylon y
una arandela. A continuacién, la membrana de spstmerge en 10 ml de tampodn
acetato 0,1 mol/L pH 5 bajo agitacion y se ponduacionamiento el electrodo de
Clark (en modo BD), conectado a un pH metro. Debemos esperar dhikzhcion

de las medidas durante aproximadamente 5-10 mitagiaa la solucion del tampon
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acetato, una soluciéon de D(+)- glucosa Monohydraste sustrato conlleva la
disminucién de la concentracion de oxigeno produgidr la reaccion enzimatica de
oxidacion de la glucosa. Las medidas son recogidas 10 segundos hasta la

estabilidad de estas.

o} -’ R
)
T BT _ Peotein—NH; _ o
celulosa R—C—NH—"Pmtein
N—K" HN—R"

carbodiimida

Figura 75. Inmovilizacién de la enzima a la celalosn carbodiimidaCi,

I1.2.2 Método enzimatico para conocer la degradacion del papel en

Lyon.

El estudio realizado en el laboratorio de “Géniezyematique Membranes

Biomimétiques et Assemblages Supramoléculaires (BEMCNRS 5246)” de la

CPE de la Universidad de Lyonl, est4 centrado emeprugar en la investigacion
de un nuevo método para medir la degradacion derialas celulosicos, y en

segundo lugar en la busqueda de una enzima que pesthblecer las uniones
glucosidicas de la celulosa. En Roma, para conlecelegradacion del papel se
necesitaba un dia y medio; por este motivo se medigsarrollar otro sistema mas
rapido. Los sistemas enzimaticos estan basadosdin lms grupos —COOH, grupos
carboxilicos, que se forman y se liberan en laatipion de la celulosa. EI método
experimental desarrollado en Lyon necesitaba la bawecion de la enzima

peroxidasa -en vez de glucosa oxidasa- y la ca®@mde Fuijifilm“*.

11| os detalles sobre utilizacién y funcionamientdaledmara CCD estan descritos con anterioridad.
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[1.2.2.1 Primeras pruebas

Para el primer método, se cortaron cinco fragmede$os papeles envejecidos y
otros tres sin envejecer. Seguidamente deposit&batol de GOD™'? (Glucosa
Oxidasa) sobre cada membrana de papel y los irdfaos en el frigorifico, donde
permanecian una hora. En las primeras pruebasrdgméntos de celulosa eran
lavados después de la aplicacion de la enzimasHat@dos con tampon fosfato
duraban 15 minutos cada uno. En pruebas suce$dgapapeles se lavaron antes y
después de ponerlos en contacto con la enzimangayes posteriores la glucosa
oxidasa fue reemplazada por la peroxidasa. El potdade aplicacion de la enzima
era exacto al anterior. Durante nuestra investiga@mpleamos papeles envejecidos
en Roma en nuestros test enzimaticos para cordtaries resultados con los de los
papeles fotodegradados en Lyon.

11.2.2.2 Protocolo de los primeros test enzimaticos

La configuracion de los fragmentos en dos placgsetie fue la siguiente:

2-Papel envejecido natural de 80§.m

3-Papel envejecido con UV de 110§.m

O 4 4-Papel envejecido con UV de 804.m
O 5-Papel envejecido con UV y Ti@e 80g.m

@ O 5 1-Papel Joseph envejecido con UV

1-Papel sin envejecer de Joseph
2-Papel sin envejecer de 1104.m
3-Papel sin envejecer de 804.m

412 | a concentracion de la enzima GOD ira varianddisewiestras necesidades pero las
concentraciones que hemos utilizado son de 5mglmig/mL, 0,2mg/mL y 0,04mg/mL.
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- Lavado:
Lavado de 15 minutos con tampon fosfato, anteplieaala enzima sobre el papel.
- Aplicacion:

Deposicion de 5L de GOD o peroxidasa sobre cada fragmento de plapehte 1

hora.
- Lavado:

Después del contacto con la enzima y antes de diicide con la camara CCD, las
membranas de papel fueron sumergidas dos vecestelut® minutos, en una

solucion de tampodn Fosfato.

[1.2.2.3 Variacion en el sistema enzimatico

Algunos resultados obtenidos con el método anterian inexactos. Debido a esto,
se pens6 emplear una mezcla de sustancias queraimde puente entre el papel y la

enzima peroxidasa. Esta fase sera denominada@otiva

Este sistema se repitio diversas veces, variandezden cuando el tipo de enzima

para contrastar los resultados.
- Activacion:

Una vez realizados los lavados, se deposita s@ol@ gapel 5QL de una soluciéon
de EDC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N ethylcarbodiite hidrochloride) 50 nM y
de NHS (N-hydroxysuccinimide) 50 nM, que servirapente entre los grupos de
acido carboxilico -formados tras la oxidacion dapegl-, y la enzima peroxidasa.

Esta solucion permanecera durante 30 minutos saldie membrana.
- Lavado:

Tras la activacion, las membranas son lavadas wurd@ minutos con agua

destilada.
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- Inmovilizaciéon de la enzima:

Tras el lavado, sobre cada membrana de papel,pssitle 50uL de 0,04 mg/ml de
peroxidasa durante una hora. El tampon aqui ulidizera el tampon carbonato 0,1
M pH 9.

- Lavados:

A continuacion son lavadas dos veces las memb@aasmpel con tampon fosfato
0,1 M pH 7 durante 15 minutos.

-  Medidas:

Antes de depositar las membranas dentro de lanegjea de la camara CCD, se

depositara 5QIL de una solucié#™! con luminol previamente preparada.

Protocolo de la nueva prueba:

1- Lavado de 20 minutos con Tampdn (Tp) fosfato y NaGh segundo lavado
con Tp fosfato

2- Activacion con NHS + EDC 50nM (30 min.)

3- Lavado con agua destilada

4- Inmovilizacion de la enzima Peroxidasa con Tp Q (1h

5- Dos lavados de 15 min. con Tp Fosfato

6- Medida con la camara CCD

[1.2.3 Nuevo protocolo de medida de la degradaciocon la enzima HRP-
HIS.

El sistema de medida para conocer la degradacida delulosa no daba del todo
resultados satisfactorios, por lo que fueron devoueriados la composicion y el

método del sistema enzimatico.

13 Solucién compuesta por 1mL de tampén VBEL Sle HO, , 40uL de Luminol y 2QiLde p-
iodofenol 10nM.

299




Tesis Doctoral 2011. Capitulo Il

Se utilizo la peroxidasa de Raifort, modificada cesiduos de histidina (HRP-His).
Estos residuos quelados permiten a la enzima dijaobre un atomo de niquel
qguelado con un poliacido. Este poliacido estar&ere en las fibras degradadas de
la celulosa. La fijacion de la HRP-His sera utitiaacomo marcador de la
degradacion del papel. Para poder realizar estenss fue necesario utilizar la

camara CCD para obtener imagenes de quimiluminiszen

Protocolo

Cada membrana de papel se introduce en un tubosiye junto a 50QL de
NiCl2, durante 30 minutos. Esta sustancia sirve pdente entre los grupos
carboxilicos y la etiqueta histidina de la enzineaogidasa [Figura 76]. Después, se
lavan los papeles con un 1mL de tampo6n VBS dur2@iein, y posteriormente se
aplican 500uL de la enzima HRP-HIS/ 0,1 pg/ml en tampdén VBSadte 30 min.
Por ultimo, se efectian dos lavados de 20 min cothde tampdn VBS y se procede
a la medicion con la camara CCD. La solucién deidaedsta compuesta por 1mL
de tampdn VBS, pL de HO,, 40uL de Luminol y 20uL de p-iodofenol 10 nM.

HRP

Figura 76. Union entre los grupos carboxilicos gtigueta histidina de la enzima peroxidasa.
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11.3 Consolidacion experimental del papel

[1.3.1 Consolidacion en Roma con esteres de las afg

[1.3.1.1 Hipotesis

El uso de enzimas para la consolidacion celulosieael primer objetivo en esta
investigacién. No obstante, en Roma esto no ettégbfagor motivos econémicos.
Por esta razén se opto por el uso de las @gasilina subsalsaHipotéticamente,
estas algas en contacto con un metal pesado saukdian y podian producir alguna
sustancia “esteres*¥ catalizadas por enzimas, que pudiesen subsahanianes

glucosidicas degradadas entre las cadenas deszelulo

11.3.1.2 Preparacion

En primer lugar, se escogi6 el metal pesado merc{tigNQ;) que sirve para
estimular las algas. Este metal pesado podriauséitusdo por otro metal de menor

impacto medioambiental.

A continuacién, se prepara una solucion de merc{iigNO;) 1010 M donde se
sumergen las algas y donde se pondran los papelesngacto con las algas en la
solucion de mercurio durante un periodo de 4 h@d@s$oras, etc.

Estos papeles habran sido previamente envejecadsradamente con rayos UVA,
segun se ha descrito anteriormente.

Por ultimo, una vez transcurrido el tiempo de 4abprl6 horas, etc., de contacto
entre papel y solucion, se sacan los papeles,jap gecar y, se protegen de la luz y
la humedad relativa del laboratorio.

El paso siguiente sera realizar el test enzimdaéma conocer el estado del papel y si

este sistema con algas, consigue consolidar el.pape

414 Se supuso que eran esteres pero alin quedan ppeelraslizar para conocer su naturaleza.
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11.3.2 Consolidacion de celulosa en Lyon

Tras realizar el estudio de enzimas en restauracidonservacion de obras de arte,

se planted la posibilidad de consolidar los matsiaeluldésicos con enzimas.

Ese ha sido el principal objetivo de la parte pcactle esta investigacion. Es decir,
encontrar una enzima capaz de reforzar la celdesde su interior, sin introducir

ningun adhesivo.

En un primer momento, no se encontré0 ningun adicdbre la consolidacion
enzimatica en restauracion por lo que la busqueedadirigida a articulos de
biotecnologia. Se encontraron los articulos “Chahsintesis of cellulose and cello-
oligomers using a hydrolysis enzyme as a catal§5¥' y “Glycosidase-catalyzed
synthesis of oligosaccharides through internedéataiogue substrate§™®, donde
sintetizaban celulosa con enzimas hidroliticase Batlazgo sirvid para comenzar la

investigacion.

11.3.2.1 Primeros ensayos de consolidacion enziméai

0 Selecciéon del material

En la primera fase de este tipo de consolidaci@ngdearon los siguientes papeles:

- Fragmentos de papeles de 80 gliaire Fontaine sin degradar (papeles de

referencia).
- Membranas de papel fotodegradado con el “veter@haurante 6 horas.
- Fragmentos foto degradados con JyQa poli Light durante 6 horas.

- Papeles degradados con el HCI 0,1 M durante 80 mi

4> KOBAYASHI S., SHODA S., “Chemical sintesis of agtise and cello-oligomers using a
hydrolysis enzyme as a catalystt. J. Biol. MacromalVol. 17 n° 6, 1995, pp.373-379.

“°SHODA S., FUJITA, M., KOBAYASHI S., “Glycanase-Chtaed Sintesis of Non-natural
OligosaccharidesTrenes in Glycoscience and Glycotechnoldgy,10 n°. 54, 1998, pp.279-289.

302




Capitulo Ill. Materiales y Métodos

o Aplicacion de una solucion enzimatica

Se cortaron los papeles en forma circular con amediro aproximado de 0,7-1 cm.
A continuacion se colocaban sobre un soporte imgalbhe donde se les afadia 50
uL de la solucion enzimética. La proporcidon de estducion era de 1:5

enzima/solvente acetonitrilo. Y la concentracionlaeelulasa era de 5 mg/ml en
tampoén acetato 0,1 M pH 5,5. Después sumergiansgsajpeles durante 30 minutos

en tampon fosfato 0,1 M y repetiamos la operaciénaegunda vez para limpiarlos.

- Comprobaciones

Los primeros resultados del método enzimatico pareocer la degradacion de la
celulosa mostraban una clara mejoria del estadpagl. Por lo tanto, era necesario
realizar diferentes pruebas reemplazando materialsbiando las proporciones,

etc., para averiguar los diferentes resultadossos cambios.

3. Variacion de la solucién enzimatica

En una segunda fase, se varié la solucién enzienalepositada sobre cada
membrana de papel y se amplié el tiempo de actod@dta 20 horas. La solucion
estaba compuesta por: 400 de acetonitrilo, 10QuL de tampon acetato 0,05 M pH
5, 25uL de celulasa 5 mg/ml con tampén acetato pH 5 pl28e glucosa-1-fosfato
0,1 M con tampdn acetato pH 5.

Trascurrido el tiempo del tratamiento se realizatos lavados rapidos y otros dos de

1mL de agua destilada durante 20 minutos.

Los papeles utilizados eran de Claire Fontaine8@eg/nf y de 110 g/mh

envejecidos previamente con rayos ultravioletamterd60 minutos.
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4. Sustitucion de la celulasa por otra proteina

En primer lugar se testd si la celulasa reparaba el papel. Para averiguarlo, se
reemplazé la celulasa por una protetizum de Bovine seru(igma-Aldrich).

Si los resultados de los test enzimaticos mostragoanel papel habia sido reparado

con la protein&lbum se demostraria que la celulasa no es la queareppapel.

En pruebas sucesivas se testaron dos tipos desatubara saber cual tenia mejores
resultados. Las celulasas que se emplearon futocelulasa de Sigma y la de
Fluka.

Por ultimo, se compararon papeles tratados corasalksi con otros sin celulasas. El
tiempo de aplicacion también fue disminuido de2hebras, debido al debilitamiento
fisico que presentaban los papeles tras las 4 deraiatamiento.

5. Variacién de las proporciones de solvente y darhpén

Para observar el efecto que creaba el solvente tanepon sobre la actividad
enzimatica de las celulasas, se decidié variar plagporciones de la solucion

enzimaética.

Sobre una membrana aplicamos 100de acetonitrilo y 40QL de tampon acetato,

y en otra 20QuL de acetonitrilo y 30Q.L de tampdn acetato.

6. Efecto de la temperatura ambiente en la activatl enzimatica.

Se observo que la actividad enzimética variaba redgutemperatura ambiente.

Quedaba saber si este fenOmeno afectaba en @hdsde la reparacion celulosica.

304




Capitulo Ill. Materiales y Métodos

7. Lavados

a- Con el solvente y el tampoén

En las primeras pruebas, los papeles después ateimiento enzimatico con
celulasas, se lavaban con agua destilada. Difergoteebas revelaron que los
lavados con agua podian activar la actividad hitical de las celulasas antes de ser
eliminadas completamente y degradar el papel. $terraotivo, decidimos lavar los
papeles con 40QL de acetonitrilo y 10QuL de tampon acetato —el solvente y

tampon de la solucién enzimatica-.

b- Con inhibidores de celulasas

Estudios realizado¥'” en el pasado, demostraron que la aplicacién d&amfes
activos, DHA y AMU y sus complejos metalicos de @y inhibian las celulasas al
acoplarse a su centro activo. En otros estudiosi@éla y Reese, 1963) empleaban
lactonas, glucolactonas, formaldehidos, reactivadbanilo, agentes oxidantes y
(Jermyn, 1952) agentes complejos como la 8-hidgoknonlina e iones de metales

pesados.

Investigaciones posterioré&® demuestran que dos lavados son suficientes para
eliminar el 99 % de la enzima, por lo que no esesado utilizar inhibidores. Pero
nuestro problema era que el agua activaba la atdialitica y degradaba el papel
antes de eliminar la presencia de enzimas en el.palbproblema era saber cual era

el inhibidor mas adecuado para las celulasas queg@dara el papel.

Se realizaron diferentes pruebas con etd&fd] para averiguar el estado del papel

después del lavado con etanol y, si tenia efebibidor con las enzimas.

47 RAO et al, “A non conventional method of wood preservatioddurnal of archaeological
chemistry Vol. 4, 1986, pp. 11-15.

“I® MEYER A.T., ANDREWS W., BAKER C., “An investigath into the removal of enzymes from
paper following conservation treatmeniburnal of the American institute of conservatigal. 31, n°
3, 1992, pp. 312-323.

419 a aplicacién de etanol sobre fibras de celulsspegjudicial. Reseca las fibras, degradandolas.
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En el libro ‘Handbook of Enzyme Inhibitdr§?®, los inhibidores de la celulasa son
la celobiosa, la glucosa y la fenil beta D-glucosyd segun la base de datos Brenda
4211 de enzimas, los inhibidores de la celulasa (prieviée del hongo Trichoderma
viride) son los iones metalicos de la plata (Agedbre (C@"), Magnesio (MG,
Hierro (F€"), Mercurio (HG") y el compuesto quimico permanganato potasico
KMnO,. Estos iones y compuestos oxidan el papel, por éosguevitara emplearlos
en la limpieza del consolidante enzimatico y laestigacion se centrara en el uso de

los primeros inhibidores como la celobiosa.

11.3.2.2 Gel enzimatico

La soluciéon enzimética tenia varios inconvenienesactividad enziméatica variaba
segun la climatologia de cada dia y la inmersidtopgada del papel en la solucion
tenia consecuencias negativas en el estado figkcpapel. Por estas razones, se
decidié usar un gel para controlar las fluctuacsode temperatura y humedad
relativa, disminuir la velocidad de evaporacion stelvente y eliminar la inmersién

prolongada del papel.

Los geles empleados en restauracion suelen sdcehdtisa, carboximetilcelulosa,
agar-agar, etc. Los dos primeros fueron descartaldssr derivados de la celulosa,;
ya que se desconocia cémo iban a reaccionar mezctamh celulasas. Asi que se
optd por el gel Agar-agar, basandose en el artibelNieves Valentit{??.

420 HELMWARD SOLLNER, Handbook of Enzyme Inhibitof82edicién), Ed. Wiley-VCH, New
York, 1999.

421 http://lwww.brenda-enzymes.org/php/result_flat.phgeho=3.2.1.4

422 \VALENTIN N., SANCHEZ A., HERRAEZ |." Analyses of deteriorated Spanish glass windows:
cleaning methods using gel system&iennial meeting (11th), Edinburgh, 1-6 Septembh6g6:
preprints,Ed. ICOM. Committee for Conservation, James & Jarhesdon, 1996, pp. 851-856.
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o Preparacion del gel

La preparacion del gel tenia una dificultad. El @agar no llegaba a mezclarse bien
con la solucién enziméatica con acetonitrilo. Ademésia otra dificultad que era la
temperatura a la hora de mezclar el gel y la sofiéf?), porque hay que controlar
que el gel no esté ni demasiado caliente para teahaar las enzimas, ni
demasiado frio porque al gelificar, no se puedkzegauna mezcla homogénea entre

el gel y la solucion enzimatica.

Estos dos problemas se solucionaron con el usa dgitador magnético y el control

riguroso de la temperatura con un termometro.

Por lo tanto, para fabricar el gel enzimatico skeden primer lugar, preparar una
pequefia cantidad de gel agar al 1 %. (10 mg deaagaren 1 ml de ¥ hasta 80-

100 °C). Posteriormente, se espera a que la tatoprdel gel descienda hasta 35-
36 °C, y se afiade la solucién enzimética con uadmi magnético para obtener un
gel homogéneo. Por ultimo, el contenedor del g&l tapado mientras éste se enfria

a temperatura ambiente, para evitar la evaporat@bacetonitrilo.

o0 Metodologia para la puesta a punto del gel y veritacion de su
eficacia.

Fueron efectuadas en una primera fase, diferentesb@s que se exponen a
continuacion, para comprobar la eficacia del geldsracion, las posibilidades de
fabricarlo con otras sustancias y, averiguar l&capidbn mas adecuada y respetuosa

con la obra.
1. Se estudié en cuanto tiempo el gel perdia su efeptarador.

Para ello, se guardd el gel de un dia para otre sealizaron diferentes test a los

papeles, cada dia hasta que el tratamiento perefieseia y degradase el papel.

423 Solucién de 400L de acetonitril, 100L de tampdn acetato, 28 de glucosa y 2&L de celulasa.
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2. Se comprobara qué temperatura es la mas adecuadmezclar la solucion

enziméatica con el gel de agar, para que las enzimas desnaturalizasen.

3. Una vez preparado el gel, se contrastard su aativigparadora en un

ambiente cerrado y abierto, dejando evaporar ligerde el disolvente.

4. Se emplearan diferentes sustratos. En un primar,lsg utilizara glucosa-1-
fosfato, un sustitutivo del sustrgiecelobiosa fluorada usado en el articulo de
referencia. Mas adelante, se usara ap-celobiosa fluorada, sintetizada en

la Universidad de Lyon.

5. Se separara el gel del papel con un tejido noaejleemay- para evitar la
proliferacion de hongos en el papel y se verifiagra los resultados sean lo

suficientemente satisfactorios.

6. Se investigara la mejor aplicacion del nuevo stsfiaellobiosyl fluoride de
tres maneras diferentes: en solucién, en un gpbpaeo con agua destilada y
en otro gel preparado con tampon acetato.

7. Se comparara la eficacia entre un gel de agar @@paon tampon acetato y
otro con agua destilada.

8. Se variara los tipos de papeles de las pruebasn®&gecera papel blanco de
uso corriente y papel de periédico con rayos ultatas UVA.

9. Por ultimo, se experimentara con diferentes disabge dimetilsulfésido,
etanol y acetonitrilo.

11.3.2.3 Segunda fase del Gel enzimatico

La segunda parte experimental esta centrada ezaapligel en papeles con técnicas
pictéricas, para observar si los pigmentos o atdnties pueden afectar de alguna
manera al tratamiento, reduciendo la actividadreatica, al ser posibles inhibidores

de las enzimas. Por otro lado, se comprobara qggel elo degrada la policromia del

papel.
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En esta fase de la investigacion se intent6 tamdgméontrar un lavado adecuado que
inhiba la actividad hidrolitica de las celulasasoysea perjudicial para las fibras de
celulosa del papel.

Esta parte de la investigacion fue realizada allcabatre el Pais Vasco, donde se
preparaban las probetas, y el laboratorio de eragiede Lyon, donde se aplicaban
los geles enzimaticos. Debido a la imposibilidad réalizar los geles en el
Laboratorio de quimica de la Facultad de Bellase#\rtfue obligatorio volver

periodicamente al laboratorio de Lyon.

o Preparacion de los envases para los geles

Antes de fabricar el gel, se debe preparar lospierties impermeables y
guimicamente inertes donde se depositara el gat wdluciones inhibidoras de las
enzimas en los lavados; se seleccion6 el matelYAIAR® por sus caracteristicas.
Los recipientes fueron realizados de la siguierdaera:

En primer lugar se mide los papeles a tratar. Rosteente se dibuja en la hoja de
MYLAR® las medidas tomadas (representando el fatelaecipiente) y se suman 4
cm mas en todo el perimetro antes de cortar ell.papes 4 cm serviran de paredes

del recipiente para que no se salga el gel o lecgni inhibidora.

o0 Preparacion definitiva del gel enzimatico.

La preparacion del gel no dista de los geles paelogr con anterioridad; aunque se
vario el fabricante o el tipo de algin gque otro ponente que se mencionara mas
adelante. Por otro lado, las dimensiones del patsed cantidades de cada sustancia
fueron superiores para poder realizar los test mess Para efectuar estos test, los
papeles debian tener unas dimensiones bastanteiosepea las que se habian

utilizado hasta ese momento (de largo como minigher para poder atar las tiras

de papel a las mordazas de la maquina de los &zstmcos). Por lo tanto los geles y

sus cantidades debian ser superiores.
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0 Receta del gel:

* Agar

En esta fase se empled en un primer momento eludigaspure y el Agarose | de
AMRESCO. En pruebas sucesivas se utilizé el gerédggmal 1 % en tampon acetato
4241 Estos geles deben ser calentados al bafio maria eemperatura de 80-90 °C,
hasta observar que el gel sea completamente tcas!U

La cantidad empleada de gel es de 300 mg de &@fam} Tampdn Acetato (a un pH
5,5 y una concentracioén de 0,1 M).

* Solucién enzimética

La solucion enzimatica tiene que prepararse presfidny luego ser afiadida al gel.
Se recuerda que el gel debe bajar a una tempegud® °C para poder afadir la
solucién enzimética, siempre con ayuda de un agitachgnético. Si la temperatura
fuera superior, las enzimas pueden ser desnatnlakzy el gel quedaria inservible o

incluso perjudicial para el papel.

La receta de la solucién es la siguiente:
* 12 ml de etanol o acetonitrilo
3 ml de tampon acetato 0,1 M pH 5,5
0,750 ml de celulad&™ con una concentracién de 5 mg/ml.
0,750 ml del sustratp-celobiosa fluorad&?2®.
O también:
* 18 ml de etanol (y se experimentd con acetona).
4,5 ml de tamp6n acetato pH 5,5
1,125 ml de celulasa (5 mg/nfl§".
1,125 ml de-celobiosa fluorad4??.

424 E| tamp6n acetato se prepara con 15,6 g de aaatodio y 7,46 g de cloruro de potasio en 1 | de
H20.

42> Celulasa: Para prepararla debiamos dividir pomgje el peso (2,4 mg) de enzima entre (5
mg/ml), obteniendo 0,48 ml que es la cantidad dwém necesaria.

426 Bata celobiosil fluoride 0,1 M es: 0,750 ml x ®)1x 344 PM= 25,8 mg

42" Cellulase al 5 mg/ml: 6,1 mg de cellulase-----In8de tampdn Ac.
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El gel enzimatico debe gelificarse y enfriar antles su utilizacion. En muchas
ocasiones se deja preparado de un dia para owbfagorifico, protegido con una
hoja impermeable de MYLAR®, en contacto con el galn papel de aluminio
recubriendo el envase. Cabe la posibilidad dezatib como minimo, una hora
después de su fabricacion. De esta manera evitquese evapore tan rapidamente

el solvente.

o0 Probetas y tratamiento

Antes del tratamiento, se pesaron los papeles tdim ele poner en evidencia
eventuales diferencias de peso antes y despuési@@hiento. El gel siempre debera
ser separado del papel con un tejido no tejidoayita el contacto directo e impide
dejar restos del gel sobre el papel, que puedadupio una proliferacion de
microorganismos en un futuro (Obsérvese el esqe@maEnte).

Papel

Tejido no tejido —

Gel enzimatico -

¢ Difusion de la enzima v el sustrato

Figura 77. Esquema de las diferentes partes dehiranto y el sentido de la difusion de la enzima.

El tratamiento con el gel dura dos horas, durageliales hay que estar atento a que
la solucion enziméatica del gel impregne homogénetenks dibujos. En algunas
ocasiones los papeles se embebian heterogéneacientadose por algunas zonas
y por otras no [Figura 78]. Para evitar este femonee puede colocar un ligero peso

sobre el papel para poner en contacto toda lafstipetel papel con el gel.

281,125 ml.0,1 M.344=38,7 mg de sustrato
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Figura 78. Papel sin técnica pictorica duranteatdmiento. Obsérvese que la solucion empapa
heterogéneamente el papel.

Normalmente, el tratamiento se realiza en el ldbdm No obstante, también se
puede realizar el tratamiento bajo una campanaudeié para evitar respirar 10s
vapores del etanol o acetonitrilo cuando se evapgmrdiminar cualquier peligro de
toxicidad. Este método es menos perjudicial paraestaurador pero acelera la
evaporacion del solvente.

De todos modos, en la dltima fase de esta invesfiga se descubrio que el
tratamiento enzimatico daba muy buenos resultach@teniendo la temperatura
entre 5-15°C.

o0 Los lavados inhibidores del tratamiento.

Esta fase se centra sobre todo en la busquedaidbibidor eficaz para las enzimas
del gel. Porque tras el tratamiento y la evaporadi&l solvente, éstas podian trabajar
como hidrolasas y degradar el papel.

Se realizaron multiples pruebas a los papelesdwaty se observd que las enzimas
no habian sido inhibidas a tiempo y el papel halia degradado. Por ese motivo, se
buscé la forma de inhibirlas sin perjudicar al papen diferentes lavados después

del tratamiento enzimético con el gel.
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En la segunda fase de la investigacion realizadayen, se desconocia cual era el
mejor inhibidor de las celulasas. Tenian que reuaiios requisitos: que fueran
respetuosas con los papeles, con y sin técnicasripas y, que inhibiesen
completamente la accion hidrolitica de las celdasaa vez el disolvente se hubiera
evaporado.

La busqueda del inhibidor o quiza sistema inhibidomenz6 por unos simples
lavados con tampoén fosfato pH 8 0,1 My 1 % dedatan el tampdn durante diez
minutos. Y seguidamente, se realizan dos lavadosagoa destilada, para eliminar
cualquier resto de enzima y material no deseado.

Posteriormente se experimenté con SDS al 2 % #npédro los resultados de los
lavados no fueron satisfactorios por lo que se ®asm tipo de inhibidor para las
enzimas.

Se aplicaron también lavados de D-cellobidé8 en una concentracién de 10mMm
4391 Este inhibidor, es el producto producido porpespias enzimas celulasas que
inhiben su actividad enzimatica (se puede encoefrda pagina de Sigma-aldrich).
Los papeles se sumergen en la solucion de D-cefiebpreparado en un primer
momento con agua Yy posteriormente con el tampotatac€TpAc). Por ultimo se

lavan los papeles con agua destilada y etanotal 1

Los lavados seran los siguientes:
1- D-cellobiose 10 mM en 4@
2- D-cellobiose 10 mM en TpAc
3- Alcohol al 1 % en kD (dos veces).

Por ultimo, se experimentaron multiples lavadosagayder compararlos entre si y
deducir cual era el mejor para inhibir las enzingasl menos perjudicial para el
papel.

Las hojas fueron divididas en varios fragmentos woea anchura minima de 4 cm.

Los tratabamos con el gel enzimatico de alcohotaiamitrilo separados mediante

“http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetaiRti4=22150|FLUKA&N5=SEARCH_CON
CAT_PNO|BRAND_KEY&F=SPEC
430 100ml de solucion D-cellobiose: 342mg en 100mHa©
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Reemay®. El gel fue cambiado por el de Agarosee@®yp gelling t°=36 °C — 89,3
°C Euromedex). Por ultimo, se efectuaron los difia® lavados durante 15 minutos

cada uno:

Tampon acetato 1 % etanol (3 lavados).

Tampodn acetato 1 % etanol, entre papeles secdaitesd 79].
D-cellobiose 10 mM=342 mg en 100 ml

D-cellobiose 50 mM=1,710 g en 100 ml

Tpool 3%

Sdélo etanol entre papeles secantes.

Hipoclorito de sodio

Hiposulfito sodico 3% (1,5 g en 50 mj®l)
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Figura 79. Esquema del lavado entre papeles secante
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