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Capitulo IV. | parte de resultados y discusion

METODO DE CONOCIMIENTO DE LA
DEGRADACION DEL PAPEL

Uno de los objetivos principales de esta investijaera la consolidacion de la
celulosa. Pero antes de poder abarcar este terpeofemdidad, se debia emplear
técnicas de reconocimiento del estado del papeh Bsto, se emplearon un test
enzimatico con glucosa oxidasa en Roma y se ddéisaotco método enzimatico en

Lyon, para poder llevar a buen término este praydetconsolidacion celuldsica.

| Método enzimatico en Roma

En el laboratorio de Quimica de la Universidad da Sapienza” en Roma, se tuvo
en primer lugar, que envejecer varios papeles iegosmente, medir su degradacion
con un electrodo de Clark®¥ y la enzima glucosa oxidas¥?. Los papeles

empleados “extra strong” fueron envejecidos deftremas diferentes:

1. Con una maquina de envejecimiento acelerado “vetetro” >3 durante 6
horas.

2. Con la Polilight® (UVA) y un catalizador (TKpdurante 6horas.

3. Con acido clorhidrico HCI 0.1 mol/L durante 30 ntivsi

Posteriormente, se utilizé un sistema enzimatiebejectrodo de Clark para conocer
si el papel habia sido degradado e intentar posteente consolidarlo con un
sistema experimental. El Unico inconveniente qeeetieste tipo de test con la
glucosa oxidasa y el electrodo de Clark es queesstttivo y se tarda un dia en

obtener los resultados.

431 E| electrodo de Clark lee la difusién gaseosaxdgemo gracias a un electrodo amperométrico
432 \/er el método en la parte de métodos.

433 \Veterémetro es la palabra italiana que desigeareara de envejecimiento. Hemos decidido no
poner el acento sobre la 6 (de veterometro) podgseamos escribirla en su idioma original.
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|.1 Resultados del test enzimatico de Glucosa Oxigsiay el electrodo
de Clark

Los siguientes graficos muestran los resultadognidids en la prueba con el

electrodo de Clark y la glucosa oxidasa en las tragede papel.

Resultados del Test enzimatico

| papel envgjecido con el
"veterometro" durante 6
horas

m papel tratado con TiO2
(50 mg en 100 mL de
agua) y Polilight durante €
h

Actividad
enzimatica (mol
o2mi 103
min 9 O papel no tratado

papd envgedidbcon g tratadb con pepd rotratacb
d"vetgometro”  TICR(B0mgen0mi
durarte6horas deag ) yPoliligt
duarte6h

tipos de papel

Graficol. Resultados del test enzimatico conegdtebdo de Clark. El aumento de la actividad
enzimatica es signo de mayor degradacién del papslratamientos de envejecimiento acelerado
han envejecido correctamente los papeles.

Se observa una clara degradacion de los papelegeeitios aceleradamente (rojo y
azul), si se compara con el papel de referencianquea sido tratado (en amarillo).
Existe una clara diferencia entre los papeles enidgs con el “veterometro” y el
TiO,. Queda claro que el dioxido de titanio es un wadbr de la degradacion del
papel. Ahora queda esperar los resultados desmldsathmiento para saber si el
papel es consolidado.

Este grafico demuestra la eficacia y sensibilidadsistema para conocer el estado
de degradacion de los materiales celulésicos. Serad la existencia de variacion de
la degradacion en los diferentes papeles segun ébdm de envejecimiento

acelerado empleado.
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Il Métodos enzimaticos empleados en el laboratoride Lyon

La primera parte de la investigacion realizada gonLestaba basada en la busqueda
de un método enzimatico para conocer la degrada@da celulosa. De esa manera
se podia saber si el envejecimiento acelerado queeaizaba a los papeles era
efectivo. Posteriormente, este sistema revelariaelsimétodo enzimatico de
consolidacion de celulosa funcionaba o no.

Como se ha mencionado con anterioridad en el dapituMateriales y Métodos, los
sistemas enzimaticos miden los grupos carboxilEe6OH) que se forman con los
afos en los materiales celulosicos. En Lyon se ote® sistema enzimatico para
conocer la degradacion del papel con la enzimaxmisa histidina (HRP-His) -en
vez de glucosa oxidasa- y la cAmara CCD de Fuiifitth Para ello, tuvimos que ir
experimentando poco a poco hasta llegar a unosltadss mas o menos

convincentes.

[I.1 Primer método experimental de medida del enveicimiento del

papel con enzimas glucosa oxidasas (GOD).

Los primeros intentos para conseguir un método édida del envejecimiento del
papel con enzimas, estaban basados en la aplicdeid® enzima glucosa oxidasa
(GOD) y sacar posteriormente una fotografia condayde la camara CCD.
Tedricamente cuanto mas negra sale la fotografés gnupos carboxilicos estan
presentes en el papel, lo que significa que estadedradada la celulosa.

434 os detalles sobre utilizacién y funcionamientdaledmara CCD estan descritos con anterioridad.
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I1.1.1 Primera fotografia con la cAmara CCD y con na concentracion de
GOD de 1mg/ml.

1-Papel Joseph envejecido con UV
2-Papel de 80g/frenvejecido natural
3-Papel de 110g/menvejecido con
UVA
4-Papel de 80g/Mmenvejecido con
UVA
5-Papel de 80g/Mm envejecido con
UVA Y TIiO,

Figura 1. Fotografia de un minuto donde se obdarva
diferencia de degradacion.

degradacion del papel

intensdad de la
sefal

[ @ degradacion del papel|

Joseph UV  enejecido enejecido
natural de con UV de
80g.m2 80g.m2

tipos de papel

Gréfico 2. Gréfico del primer test

El grafico de los tres papeles menos degradadge,otbservar que la degradacion
efectuada al papel de 80 g/es insuficiente para medirlo con la camara CCD.

En la fotografia se ven ciertas diferencias coreedladero estado del papel. El papel
envejecido de forma natural estaba en un estadiegi®dacion bastante superior al
resto de papeles, sin embargo en la fotografiacepamenos degradado. Por otra

parte el papel de 80gfneasi no aparece. Puede que la solucién enzimsgideya
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inhibido por alguna razén o que sea un error aola lde la manipulacién de la

técnica.

[1.1.2 Variacion de la concentraciéon de GOD (1 mg/then el test

enzimatico

1- Papel Joseph envejecido ¢on
UV 45 g/nf
2-Papel envejecido natural de (80
g/n?
3-Papel envejecido con UV de 110
g/n?
4-Papel envejecido con UV de 80
g/n?
5-Papel envejecido con UV y T30
de 80 g/m
Figura 2. Cinco membrana_s de pap_el ytres tipos ep1 Papel Joseph sin degradar
papel que no han sido envejecidos

b2 Papel de 80 gffsin degradar

b3 Papel de 110 gfsin degradal

b1 bz

degradacion del papel

intensidad de la
sefial

k Josghsndegedr  pJosghl  8gnisindegader envgedicbretud de envgeddb conlv
agn? e8n?
tipos de papel

Gréfico 3. Graficos de los resultados del test
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degradacion del papel

3,50E+10+

3,00E+10

2,50E+10-

intesidad de 1a > 00F+107

senal

1,50E+10+

1,00E+10+

O, 00E+00+
110g.m2 sin enejecido con emejecido con
degradar UV de 110g.m2 UV y TiO2 de
80g.m2

tipos de papel

Gréfico 4. Graficos de los resultados del test

Esta vez los resultados parecen estar mas acavded estado del papel. A pesar de
esto, se continuara investigando para mejorar €istema y conseguir que sea
totalmente efectivo. Para ello, se variara la cotreeion de glucosa oxidasa, como

se ve en las siguientes fotografias de un minuexgesicion en la camara CCD:

11.1.3 Variacion de la concentracién de GOD (de 0,thg/ml.)

papier joseph papier 80g.m2 naturel papier 110g.m2 Uy
p.1 110g U P2 80g Uy pa TiOZ

papier 80g.m2 U papier 80g.m2 UW4T 02 . .

papier joseph papier 80g.m2

. . p.d 110g p.5 80g

Figuras 3 y 4. Exposicion de 1minuto en la cama®C
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degradacion del papel

intensidad de la 200000071" 1|
sefd 15000001

f O Seriel

’ e Josgrhsin JosghW/ 8pnisndeyeder engedcbretudde envgedcbaon
Cegackr agne cesyn?

tipos de papel

Gréfico 5. Grafico del test enzimatico

Los resultados obtenidos no son del todo satisiastoPor alguna razén que se
desconoce, sobre algunos papeles, la enzima GOfleme efecto y sobre otros
papeles reacciona demasiado.

Como se puede observar, el papel sin degradar@grm2 aparece muy degradado.

II.1.4 Diferente exposicién de rayos UVA para el erejecimiento

acelerado de nuestros papeles

La siguiente prueba consiste en testar la evaludé la degradacién en 12
fragmentos de papel envejecidos progresivamente ragos ultravioletas. Cada
papel habia recibido 30min mas de radiacion ulbteta. Después de ver la
fotografia de la cAmara CCD, se observara la tbldatos que se obtienen con este

sistema y se vera como cuantificamos los resultados
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papier Joseph papier 80g.m2 papier 110g.m2

Figura 5. Fotografia de 5min de exposicion en taaréa CCD de papeles degradados con
UV y 3 membranas sin degradar

+ Cuantificacion de los resultados

Los siguientes resultados son la cuantificaciotadmagen fotografica de la camara
CCD. De esta manera nos permite ver con mas othlédactividad enzimatica sobre

cada membrana de papel.

NO. AU Arez (mm2)AU-BG Ratic % of Gr  AU/mm2  (A-B)/mmzZ Min. Max. S.D.

1 2.102e+007 55.16 2.093e+007 ------- 13.59 380061379334.12 4688.00  16122.00 2345.85
2 3385259.00 55.16 3295505.00 ------- 2.14 61367.829740.47 625.00 4326.00 823.78
3 4196031.00 55.16 4106277.00 ------- 2.67 76065.084438.03 814.00 8440.00 1220.97
4 1.505e+007 55.16 1.496e+007 ------- 9.72 2728582371241.31 2406.00  16130.00 4256.77|
5 1.163e+007 55.16 1.154e+007 ------- 7.50 210899209182.43 2624.00 10417.00 1871.85
6 3183288.00 55.16 3093534.00 ------- 2.01 57706.86079.16 667.00 5421.00 965.06
7 1.176e+007 55.16 1.167e+007 ------- 7.58 213185211508.74 2464.00  12826.00 2283.62
8 1.407e+007 55.16 1.398e+007 ------- 9.08 2550B1253454.28 3323.00 13211.00 2213.11
9 1.402e+007 55.16 1.393e+007 ------- 9.05 254206 22579.29 3723.00 14658.00 1710.27|
10 1159182.00 55.16 1069428.00 ------- 0.69 21083.419386.45 261.00 7456.00  698.45
11 5970091.00 55.16 5880337.00 ------- 3.82 108225106597.95 1235.00 6225.00  1183.08
12 9564454.00 55.16 9474700.00 ------- 6.15 173BB3171756.08 2406.00 14108.00 2029.82
13 6925711.00 55.16 6835957.00 ------- 4.44 1253818123921.30 1655.00  8990.00  1306.49
14 284457.00 55.16 194703.00 - 0.13 5156.60 529365  86.00 241.00 28.53
15 3.307e+007 55.16 3.298e+007 ------- 21.42 5927597800.12 16092.00 16135.00 3.75

16 89754.00 55.16 - e e 1627.05 ------ 18.00 83.00 9.86B

Tablal. Datos para la cuantificacion de las imageaeadas con la camara CCD
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menbranas
3,50E+10
3,00E+10 T
2,50+10 /
2,00E+10 +% /
g X / S—
1,00E+10 \ /\ / \ /
5,00E+09 \ / \ /
0O,00E+00 \\\/\ T \\v/\ T T w\w‘w‘w‘\zw
® A &&f{ &
variacion de degradacion entre merrbranas pp—
B0
ooo
0120
B 150
o180
e 5 =
O 240
m 270
300
0330
0360
B papel joseph
B papel 80mg.n2
B papel 110mg.n2

Gréficos 6 y 7. Gréficos de la variacion de la degcion

I1.1.5 Nuevo proceso de lavados en el test enzingdipara la medida de
degradacion de la celulosa.

Los resultados obtenidos hasta ese momento no abastrcon exactitud el
envejecimiento real de los papeles. A partir deresmento variamos el protocolo
de actuacion antes de las medidas de este métadeeges después. Los papeles
fueron lavados después (o0 antes) de ponerlos etaatoncon las enzimas.
Empleamos papeles envejecidos en Roma para conmesstro test enzimatico con
el de Roma.
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11.1.5.1 Nuevo proceso (lavado después de la enzima

» Aplicacion:

Deposicion de 50 de GOD (Glucosa Oxidasa) sobre cada fragmentpage!
durante 1 hora. La concentracion de la enzima G@€R diferente segun nuestras
necesidades variando de 5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,2 mdiadta 0,04 mg/ml.

* Lavado:
Después del contacto con la enzima y antes de diicide con la camara CCD, las
membranas de papel se sumergen dos veces durami@utss, en una solucion de

tampodn Fosfato.

* Resultados de la camara CCD
Resultados para una deposicion de enzima con untziwacion de 0,04mg/ml. Los

resultados son los siguientes:

Fapeles de Roma

sim envejecer Eh de L Tioz +Uu HCl 04K

F . .

Figura 6. Fotografia CCD de 1minuto de exposicion.

degradacion de los papeles

|

intensidad de la

sin envejecer 6huv T2 HA
tipos de papeles

Gréfico 8. Grafico con los resultados del test
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Segun se observa, el resultado del acido clorlidricdeberia ser asi. Por lo tanto,
este sistema debe ser mejorado hasta obtenertemaisfectivo. No obstante, se

repitié el mismo sistema tiempo después para coastarlo con otros.

* Repeticion de los analisis tiempo después

Tiempo después a la aplicacién de la enzima glucasdasa, como sistema de
conocimiento de la degradacion del papel, se gepdan el mismo protocolo que el
anterior descrito: Se aplicé la enzima GOD y sdiza@n dos lavados durante 15

minutos, con el tampén fosfato 0,1M pH 7.

+ Resultados:

papel sin enwvejecer ey Tio2 +

®

Figura 7. Fotografia con los papeles con GOD y ldeiexposicion

degradacion del papel

Intensidad de la sefial

sinenvejecer 6hv Tio2 +WV HCI

tipos de papeles

Grafico 9. Gréfico de los resultados

Se observa que los resultados son los mismos expapa el papel sin envejecer,
gue aparece muy oscuro, es decir, muy deteriofasim puede ser debido a una

contaminacion ambiental del laboratorio de enzimi@oEn pruebas posteriores se

327




Tesis Doctoral 2011. Capitulo IV

comparan papeles guardados al vacio y otros alibieey su resultado con el test

enzimatico.

11.1.5.2 Comparativa del mismo proceso pero sin {&do previo.

Algo sucedia para que los resultados fueran tameos. Por esa razén, se decidio

no realizar el lavado y comparar los resultadosedos dos sistemas.

sin envejecer Eh L Tioz +UW HCl

Figura 8. Papeles sin lavar antes de depositanigy0vl de GOD. Foto de un
minuto de exposicion en la camara CCD

degradacion del papel

14000001

12000001
0N
% 1000000
'g 8000001 O sin envejecer
g eo0o0 BW
) o TR
g 400000 B O
= 200000

0

sin envejecer w T2 HCl
tipos de papeles

Gréfico 10. Grafico de los resultados

Los resultados en ambos casos (con lavado y saaldég\son practicamente similares
y parecidos a los resultados obtenidos en Roma.ob&tante, este sistema no
funciond en los papeles envejecidos con el aciddhidrico. Suponemos que el pH
del papel puede reducir la actividad enzimaticseainferior a pH 4, es decir inferior

al pH optimo para la actividad enzimética de lacgha oxidasa.
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11.1.5.3 Lavados antes y después de la deposiciéa k& enzima:

En pruebas posteriores se realizo la comparatitra s papeles lavados y sin lavar
durante 20 minutos con en el tampdén Fosfato 0,1 Wf y NaCl 1 M, y
posteriormente sélo con tampén fosfato 0,1 M darétt min. De esta manera se

averiguaba cual de los métodos era mejor pardesgtte

- Resultados con una concentracion de 0,2 mg/ml zienenGOD:

Papeles de Roma

sin tratar BR UV Ti o2+ HCI

£
¥ X
k papeles sin lavar
>
papeles lavados con tampones
%
-

Y

Figura 9. Fotografias CCD de 1 minuto de exposigiOr2 mg/ml de GOD

medida de la degradacion del papel

intensdad de la
senal -
O papeles sin laanar

m papeles lanados

sin 6h Uv TIO2 HA
enejecer
tipos de papeles

Gréfico 11. Gréfico de los resultados de los papleleados y sin lavar. Se observa que sigue sin ser
exacto el método enzimatico para conocer la degié@alael papel.
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II.2 Método con la enzima peroxidasa HRP

El método de medida fallaba para los papeles eride artificialmente con acido
clorhidrico (HCI). Por este motivo, se sustituydelazima glucosa oxidasa por la
peroxidasa. El protocolo para esta enzima fue eramtite el mismo que con la

enzima GOD, siendo los papeles lavados antes yidssje aplicar la enzima.

- Primeros resultados del test con peroxidasa

sSin enwvejecer Eh U TiQZ U

O ® @

Figura 11. Papeles lavados con tampones antegdsité la enzima peroxidasa.
La fotografia es de un minuto de exposicion.

HCL

degradacion del papel

W sin envejecer
ROV
B TIO2
oHd

intensidad sefial 4000001

sin envejecer w T2 HCl
tipos de papeles

Gréfico 12. Graficos de los primeros resultadoset con peroxidasa
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o Observaciones

Los resultados obtenidos con la glucosa oxidasapefoxidasa son similares a los
logrados en Roma excepto en los papeles envejecmosicido clorhidrico. Los
graficos revelan que los lavados son necesarioa patener unos resultados
adecuados, pero éstos son insuficientes para agnsgge el test funcione con
papeles degradados quimicamente y con un pH mujo.aéistos resultados
provocaron que se planteara otra vez, la variaeidnel protocolo del método

enzimaético.

I1.2.1 Variacion en el protocolo del método enziméto con peroxidasa.

Fase de activacion.

Debido a la poca exactitud de los resultados phrzagel envejecido con acido
clorhidrico, se decidi6 emplear una mezcla de saogta que sirvieran de puente
entre el papel y la enzima peroxidasa. Este puseta denominado fase de

activacion.
El protocolo a seguir es el siguiente:
- Lavados:

Los lavados son exactamente los mismos que engu®eateriores, es decir, lavado
de 20 minutos con en el tampon Fosfato 0,1M pH7aZINLM, y posteriormente
s6lo con tampon fosfato 0,1M durante 20 min.

- Activacion:

Esta fase consiste en depositar sobre cada fragrdemapel 50L de una solucién

de EDC 50nM y de NH&>*! 50nM durante media hora, funcionando de puente ent

435 EpC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N ethylcarbodiimidedrochloride) NHS (N-
hydroxysuccinimide)
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la enzima y los grupos de acido carboxilico que ida formados tras la oxidacion

del papel.
- Lavado:

Después de la activacion, las membranas se lawdramte 10 minutos con agua
destilada.

- Inmovilizaciéon de la enzima:

Posteriormente, se deposita sobre cada membrapapeé 5QL de peroxidasa con
una concentracion de 0,04 mg/ml. Este proceso &uwwrza hora. El tampdn empleado

para la solucion enzimatica es el tampdn carbahati pH 9.
- Lavados:

Los lavados de los fragmentos de papel seran efdasudos veces el tampdn fosfato
0,1 M pH 7 durante 15 minutos cada lavado.

- Medidas:

Antes de depositar las membranas dentro de lanegja de la camara, se depositara

50 uL de una soluci6H>®! con luminol previamente preparada.

- Resultados:

sin enwvejecer

@ 9 © O

Figura 12. Papeles lavados y activados antes algitzacion de peroxidasa.
Fotografia de 1minutro en la cdmara CCD.

3¢ 5olucion compuesta por 1 mL de tampén VBLEe HO,, 40uL de Luminol y 20uLde p-
iodofenol 10 nM.
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degradacion del papel

intensidad de la O sin ervejecer
sefial =

w

B TiO2

H HC

sin w T2 HC
envejecer
tipos de papel

Graéfico 13. Gréfico de los resultados del tespdflel sin envejecer aparece como el mas degradado y
el resto de resultados son mas o menos coherentes.

Misteriosamente, el papel sin envejecer aparecia endejecido que el resto de
papeles degradados aceleradamente. Este fenomemmposible, por lo que hizo

pensar que este test mide otro tipo de sustangiast@ de los grupos carboxilicos.
Por este motivo, se decidié comparar los dos egtedoxidasa y glucosa oxidasa, y

saber cual daba mejores resultados.

11.2.2 Comparacion del test de peroxidasa y el teste glucosa oxidasa:

En la proxima medida se repite el mismo procesolesdp y descrito anteriormente
con la enzima peroxidasa y se contrastan los esdtde estos test con los de la

glucosa oxidasa.

Sin enwveajecer [HEP TiOZ2+U%

HCI
-~
medida con Peroxidasa 1min

sin envejecer (I oz HEl

® O <

Figura 13. Papeles medidos con GOD y peroxidasanidaoto de exposicion en la camara
CCD.
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- Resultados para la peroxidasa:

degradacion del papel

Intensidad de la B referencia
s=nal ouwv
o Tio2 +WV
oHd
) referencia w TiOo2 +UV HA
tipos de papel
Gréfico 14. Grafico de los resultados
- Resultados obtenidos con la Glucosa Oxidasa:
degradacion del papel
2500000+
2000000+
intersidad de la. ~20%0%0] B referencia
sefial - =B,V
1 B TiC2+W
5000001 B Ha
O,
referencia w TiC2+WV HA
tipos de papel
Graficolb. Gréafico de los resultados con la enZB@D
Observaciones

Tanto para el método con la peroxidasa como pamétddo de la glucosa oxidasa,
los resultados difieren bastante de la realidada Bhprimero, se cree que el mal
funcionamiento reside en la posible existencia ldehddos en todos los papeles
menos el tratado con acido clorhidrico. En el albic¢Degradazione fotochimica

della cellulosa della carta”, podemos leer queelalosa y otras sustancias presentes
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en el papel poseen muchos grupos alcoholes quespust oxidados en grupos
aldehidos, cetonas y acidos. Estos al poco d@seaéios pueden reaccionar con los
grupos alcohdlicos que han sido oxidados para foesteres. Y este método no

busca esteres sino grupos carboxilicos.

Para el método de la glucosa oxidasa, los resdtsolo parecidos a los obtenidos en

pruebas anteriores, excepto para los papeles ga#jeeer, que habian cambiado.

[1.2.3 Renovacion del papel de referencia

A la vista de lo sucedido con el papel sin envaejdecRoma, se decidié analizar un
nuevo papel de Francia sin envejecer, que eraassialitratado en Roma. Se describe

a continuacion el protocolo para las siguienteglpas.

- Protocolo de la nueva prueba:

1- Lavado de 20 minutos con tampon (Tp) fosfato ywiode sodio (NaCl), y
un segundo lavado con solo tampon fosfato.

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

3- Lavado con agua destilada

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

5- Dos lavados de 15 min. con Tp Fosfato

6- Medida con la camara CCD

- Resultados:

Sin ernvejecer Nuewo

U Tioz HCI
sin enwvejecer de Roma

¢ =6

Figura 14. Fotografia de un minuto de
exposicién. Aplicacion de GOD.
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degradacion del papel

O sin envejecer Roma
intensidad del W sin envejecer Francia

OTiA2 + W

| HC

tipos de papel

Grafico 16. Grafico de los resultados donde se ewamplos papeles sin envejecer de Romay de
Francia. Visiblemente, el papel de Roma apareceenugjecido en este test aunque la realidad sea lo
contrario.

Viendo el resultado del estado del papel, cabepdstbilidades: el test enzimatico
no funciona correctamente con papeles expuestostaminantes y por lo tanto con
papeles con sustancias quimicas o el test no @stoite fiable. Por esta razén, se
repite la prueba con el papel sin envejecer quepdam ha sido expuesto a

contaminantes:

- Repeticion del mismo test
El protocolo empleado para esta medida es el megracel anterior.

Sin enwvejecer A Ui HIC

o

Figura 15. Fotografia de un minuto de exposicio®4mg/ml
peroxidasa.
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degradacion del papel

intensidad sefial 300000+

O Seriel

sin ervejecer 6h WV Tic2 HA
tipos de papel

Gréfico 17. Gréfico con los resultados. El resudtpdra el papel sin envejecer es correcto. Sin
embargo, para el papel envejecido con HCI, el tadales incorrecto.

Observaciones

Las pruebas realizadas muestran como el papehsgejeeer de Roma, y conservado
en el laboratorio de enzimologia de Lyon, ha sofud cambio quimico. A pesar de

haber sido conservados los papeles entre papeinaurse supone que las sustancias
quimicas del laboratorio han podido influir en estgultado.

Las ultimas pruebas muestran que no hemos reslgitoblema con los papeles con

un pH acido.
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11.3 Nuevo protocolo de medida de la degradacion eda enzima
HRP-HIS.

[1.3.1 Protocolo de actuacion

Este método ha sido ya explicado en el capitulondeodos. De todos modos, se
vuelve a enumerar los pasos a seguir, antes deeshte resultado con la camara
CCD.

1. Introduccion de cada fragmento de papel en tubandayo con 500
puL de NiCh, durante 30 min. Esta sustancia sirve de puenie ée

enzimay los grupos carboxilicos del papel.
2. Se lava los papeles con un 1 ml de tampodn VBS tigdhmin.

3. Se aplica 500uL de la enzima HRP-His/10000 en tampén VBS,

durante 30 min.
4. Se realizan dos lavados de 20min. con 1mL de tarvB$

5. Se procede a realizar la medicién con la camara .C&ibre cada
membrana depositaremos 4D de una solucion compuesta por por 1mL
de tampon VBS, gL de HO,, 40 pL de Luminol y 20uL de p-
iodofenol 10 nM.

[1.3.2 Cambio de formato de los fragmentos de papel

En pruebas anteriores, se obtuvo en los fragmeatgdas fotografias de la camara
CCD un oscurecimiento en toda la periferia de lapetes. Por este motivo se
decidié sustituir el formato circular por otro m@aegular y disminuir la zona de

oscurecimiento de las membranas de papel de lagrédtas de la camara CCD.

338




Capitulo IV.I parte de resultados y discus

Incluimos en las pruebas un papel de mas de 50yaénsejecido deorma natural
para contrarrestar los resultados con los de msespapeles envejecid

artificialmente.

Resultados:

p.ref. 20g.m2 ernwejecido F20rmin LW 20g.m:2 papel de S0afos

8 1

L s F

. 16. Fotografia de 10 segundos en la ca
CCD

Observaciones

Aparentemente al observar la fotografia de la can@ED, da la impresion que
papel envejecido con rayos ultra vtas, esta menos degradado que el pap:
referencia. Pero, tras realizar la cuantificaciGm@érica de la actividad enzimatis

los resultados son los siguien

Ne | AU Area AU-BG % of AU/mm2 (A-B)/mmz Min. Max. S.D
(mm2) Grp

1 808446.01 25.01 561842.00 18.9( 32320.6 22461.7 613.0( 1082. o 82.6(

2 942639.01 25.01 696035.01 23.41 37685.5: 27826.6. 668.0( 1516.0( 179.5:

3 1962192.0 25.01 1715588.0 57.7C 78446.0: 68587.0! 1115.( 3162.0( 347.2¢

Tabla 2. Resultados cuantificables

La cuantificacion omérica de la actividad enzimatica pone en evideros

verdaderos resultados de la prueba. Tras esteoUfti@iodo enzimatico para cono
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la degradacién de los papeles, se pueden comeszpruebas para la consolidacion

con cierta garantia de que los resultados sorolwsatos.

El siguiente grafico nos muestra de forma mas Bancevidente los resultados de la
cuantificacion numérica de la actividad enzimaticgor lo tanto el estado de
degradacion de cada fragmento de papel.

envejediiento del papel

intensidad de la 1000000+

senal
800000 W papeles sin tratar
600000 enzimaticamente

80g.m2 enejecido papel 50

tipos de papel

Gréfico 18. Resultados de la cuantificacion nunaéyiestado del papel. Los resultados son
coherentes y concuerdan con la realidad.
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