Capitulo I. Las enzimas

Las puertas de la sabiduria nunca estan cerradas.

Benjamin Franklin







Capitulo I. Las enzimas

Las enzimas

Para utilizar enzimas en restauracion, es necesamtender qué son, cémo
funcionan, en qué condiciones, etc. Sin estos c¢oneatos, no comprenderemos
como actian y no sabremos manipularlas correct@mgntrestauracion de obras de
arte, muchos de los profesionales evitan emplegrtaisia falta de informacion,

conocimiento y experimentacion con enzimas. Mudwsllos tienen miedo por los
posibles efectos que pueden ocurrir después denple@ No obstante, tampoco
conocen hasta donde penetran los disolventes soplerficie de una obra y qué
efecto tienen sobre ésta y en su propia saludta gdargo plazo. Por estos motivos,
realizamos una busqueda de informacién relacionzma enzimas, en libros

especializados de enzimologia y de restauracion.

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza pedféiaue aceleran la velocidad
de reaccién hasta alcanzar un equilibrio. Congitugl tipo de proteinas mas
numeroso y especializado y, actiian como catalizad8r* de reacciones quimicas
especificas en los seres vivos o sistemas biolsgiktuchas de las enzimas no
trabajan solas, se organizan en secuencias, tarfar@adas rutas metabdlicas, y

muchas de ellas tienen la capacidad de regulastisidad enzimétic&?.

9 CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policr@nEd. Il prato, Padova, 2002, p.
15.

0 Los catalizadores son sustancias que aumentaideidad o proporcién de las reacciones quimicas
sin que ellas cambien en el proceso (ni el enzineneaccion).

"L CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policr@nEd. Il prato, Padova, 2002, p.
25.

2 LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M., Principios de Bioquimicai® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, p. 190.
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|.1 Estructura de las enzimas

Para comprender como funcionan las enzimas, esamteaber qué son y conocer
la importancia de su estructura.

Las enzimas son proteinas globulares

formadas por una o0 mas cadene
polipeptidica€”  plegadas, creando une
“hondonada” donde encaja el sustrato y tier
lugar la reacciéon. Esta zona de la enzima
denomina centro activo y so6lo unos pocc
aminoacidos estan implicados en él.

La proximidad de los aminoacidds' en el

centro activo estd determinada por I&°

. ., Figura 1. Enzima con un sustrato (azul
estructura terciaria, aunque también puedélf (azul)

. unido al centro activo (hondonada) con un
ocupar posiciones adyacentes en la estruc:tg@

Ino &cido clave del sitio activo (rojo).
primaria. En una enzima con estructuia

cuaternaria, los aminoacidos del centro activo poeéncontrarse incluso en
diferentes cadenas.

La configuracién tridimensional del centro actiwo®mplementaria a la del sustrato
y posee una distribucion complementaria de susasasgbre la superficie de union.
Es decir, si una region del sustrato tiene unaacaegativa, la zona correspondiente
del centro activo tendra una carga positiva y \ecsa.

En 1894, Emil Fischer, un quimico aleman, comparédpecificidad de la enzima
con una llave y su cerradufd’. Pero, estudios posteriores sugirieron que ekeent
activo es mas flexible que el ojo de una cerradizrainion entre la enzima y el

sustrato altera la conformacion de la enzima, ajuki el centro activo al sustrato. Se

"3 Fotografia del librdPrincipios de bioquimica.Muchos de los datos mencionados en este capitulo
estan extraidos de este libtdEHNINGER, NELSON, COX Principios de Bioquimica2® Edicion,

Ed. Omega, Barcelona, 1995, p. 191.

™ Los polipéptidos (péptidos grandes) estan formawsaminoécidos (méas de 10 amino &cidos por
péptido). Cuando los polipéptidos son lo suficiereate grandes y tienen estructuras tridimensionales
estables podemos hablar de proteinas.

> Un aminoécido esta formado por un amino (z\jHun grupo carboxilico (-COOH &cido)

® ALDABE, J., HUETO, A., JUNI, J., LOPEZ, PBjologia,Ed. Erein, 1998, p. 125.
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piensa que este cambio inducido puede crear ¢ers#0n en las moléculas reactivas

y facilitar de esta manera la reaccion.

[.2 Mecanismo de accion de las enzimas. Catalisiszématica.

[.2.1 Energia de activacion

En toda reaccion quimica se produce la transfodnade unas moléculas iniciales
denominadas sustratos (S) en las reacciones bia@fsinen unas sustancias finales
o productos (P). Esta transformacion necesitaaemdyoria de las reacciones, un
aporte inicial de energia que aumenta la energigtica de las moléculas y éstas,
reaccionan permitiendo que un mayor numero de, efexjuen con suficiente fuerza
para superar su repulsion mutua y debilitar lom@d quimicos que poseen. La
energia que deben poseer las moléculas para ifécigaccion se conoce con el

nombre de energia de activacion [Figurd 2]
1.2.2 El catalizador

Un catalizador disminuye la energia de activaci@esaria para una reaccion,
porque forma una asociacion pasajera con las nlagque reacciona®’®. Esta
asociacion aproxima a las moléculas que reaccignéavorece tanto la ruptura de
enlaces existentes, como la formacion de otrososig¥uando existe un catalizador
en la energia de activacion, esta reaccion puerbxsurapidamente sin o con poca
adicion de energia. El catalizador no sufre ningahiaracion permanente en el
proceso y puede volver a utilizarse.

Gracias a las enzimas, las células son capacesesderallar reacciones quimicas a
gran velocidad y a temperaturas relativamente bajas

" LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M., Principios de Bioquimicai® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, p. 194.

8 ALDABE J.- HUETO A. - JUNI J. - LOPEZ PBiologia,Ed. Erein, 1998, p. 125.

& CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policranEd. Il prato, Padova, 2002, p.
27.
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|.2.3 Reacciones enzimaticas

Estado de ransicién

[Energia de

En estas reacciones, la enzima (E) se une

Reaccion con catalisis
enzimatica

al sustrato (S) para formar el complejo

Energia

enzima-sustrato (ES). Después tiene

E-P lugar la transformacion del sustrato (S)

en producto (P), liberandose el producto

Estado inicial Tiempo Estado final

P uedando libre la enzima (E) para
Figura #%. Grafico de la diferencia de energia que( )y a Ep

i4 ]

necesita una reaccion no catalizada (line mas a@yyes una nueva union con el sustra?&.
la misma reaccién con catélisis enzimatica (lirea)f
ES) significa la union de la enzima y el sustr
(ES) sig imay el sustr4it) E +S> ESOEISEPOP +E
la enzima con el compuesto intermedio y, (EP) la
enzima con el producto. Los asteriscos signifiaz |
estados de transicion correspondientes a caflys  enzimas, como los demas
complejo ES, Ely EP. . ., .

catalizadores, aceleran la reaccion sin
alterar la posicién de equilibrio. En una reacajéimica’®? tenemos:

Sustrato,___,  Producto

Reaccion sin enzima
P 1\\
Sustrato Estado de transicién Productos

8 Grafico del libro LEHNINGER, NELSON, COXPrincipios de Bioquimica2® Edicién, Ed.
Omega, Barcelona, 1995.

81 En algunas ocasiones el producto inhibe la enziegajlando de esta forma la actividad enzimatica.
8 LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M.,Principios de Bioquimica,4° Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, p. 193.
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Reaccion con enzima

Enzima complementaria al sustrato

/ Imanes

Enzima complementaria al estado de transicién

|
J"JII fi ;
y e 4 /

Figura 3. Esquemas de la reaccién enzimétita

[.2.4 La constante de equilibrio

La constante de equilibrio K, se produce en lasadieaes enzimaticas y siempre
tiene un valor constante fijado por la relaciénrernas velocidades en uno u otro
sentido, independientemente de que el catalizastér @ no presente. La catélisis

hace disminuir considerablemente el tiempo neaegaria alcanzar el equilibrid’.

K= [P}/ [S] K = constante de equilibrio
[P] = concentracion de producto

[S] = concentracion de sustrato

8 Esquema similar al que encontramos en el libro NE¥GER, A., NELSON, D., COX, M.,
Principios de Bioquimicd® Edicién Ed. Omega Barcelona 2006, p198.

8 LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M., Principios de Bioquimica4® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, p. 195.
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1.3 Regulacion de la actividad enzimatica

[.3.1 Rutas metabdlicas

En los seres vivos, las maneras para regularilddadd enzimatica son diversas.
Existen rutas metabdlicas que estan formadas pgogrde enzimas que actian
conjuntamente en el metabolismo celular. Las emzitrabajan en serie, formando
vias enzimaticas, de forma que el producto de omsna constituye el sustrato de la
siguiente.

Todas las rutas metabdlicas pueden ser controfaatasnzimas reguladoras. Estas
varian su actividad dependiendo de ciertas sefialesmalmente la primera enzima
de la ruta es la reguladora. Esta se llama el pamtmmpromiso de la via.

La actividad de estas enzimas se modula por diesemoléculas sefal, que

generalmente son metabolitos de poco peso molezulafiactores.

Enzima 1 Enzima 2 Enzima 3

Sustrato 1 * Producto 1 * Producto 2 * Producto 3

Enzima 4 Enzima 5

_— —
Producto 3 Producto 4 Producto final

Las vias enzimaticas suponen ventajas para lasséR!

Por una parte, los grupos de enzimas que congtituyg via comiun pueden
segregarse dentro de la célula e incluso, si edi@adas en las membranas, pueden
estar alineadas en secuencia.

Otra ventaja es la escasa acumulacion de produntesnedios. Cada producto

tiende a ser usado en la siguiente reacciéon dialeanzimatica.

8 ALDABE, J., HUETO, A., JUNI, J., LOPEZ, PBjologia,Ed. Erein, 1998, p. 126.

46




Capitulo I. Las enzimas

[.3.2 Cofactores y coenzimas

1. Cofactores

Muchas enzimas necesitan para una correcta adivedaimatica la adicion de
cofactores, que son determinados iones mineralagn@sio, zinc, cobre, etc.).

En algunos casos, los enlaces entre los iones rathsales de ciertos aminoacidos
ayudan a mantener la estructura terciaria o aiéstaba estructura cuaternaria de la

proteind®®.

2. Coenzimas
Las moléculas organicas que actian como cofacserdenominan coenzimasstas
se unen de manera temporal 0 permanente a la eenimaa zona bastante proxima

al centro activo.

Cuando la enzima es activada por una coenzima,oBjuro se denomina

holoenzima, y cuando la inactiva, apoenzithi®"!

Algunas enzimas que contienen o requieren elemertoganicos como cofactores
Fe o Fe’ Peroxidasa

cu* Citromo oxidasa

Se Glutation peroxidasa

ce” a-amilasa

Tabla 1. Ejemplos de enzimas que requieren coestor

% |EHNINGER, A., NELSON, D., COX, M.Principios de Bioquimica4® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, pp. 191-192.

87 CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policranEd. Il prato, Padova, 2002, p.
25.
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1.3.3 Efecto de las concentraciones de enzima y sigstrato

La actividad enzimatica viene limitada por difeemnfactores como puede ser la

concentracion de enzimas, de sustrato y la dispolaitd de cofactores.

La velocidad de la reaccion esta relacionada @ineehte con la concentracion de la
enzima y esta velocidad es diferente para cadanenfLuando la concentracion de
la enzima es constante, la velocidad aumenta histazar un maximo ()& ¥ &
aunque la concentracion del sustrato siga aumemtahodas las moléculas de
enzima estan ocupadas por moléculas de sustrawsidcidad no puede aumentar
[Figura 4].

Existe un periodo inicial denominado estado praeshario que es cuando la
enzima se mezcla con el gran exceso de sustratoranté el cual, aumenta la
concentracién ES. Seguidamente aparece el estanoasirio donde ES permanece

constante en el tiempo.

Las células regulan la velocidad de las reaccienesnaticas mediante la regulacion
de las concentraciones de la enzima. Muchas enzdaradegradadas rdpidamente y
se sintetizan sOlo cuando se necesitan. Otrasegregan en forma inactiva y se

activan cuando se necesitan.

Velocidad maxima de reaccion

—_—
—

Velocidad de reaceion
Velocidad de reaceion

Concentracion deenzima — ———f» Concentracion de sustrato — jp

Figura 4. Efecto de la concentracién de enzimasyrato en la velocidad de reaccién enzimatica.

8 Vmax Velocidad méxima. ALDABE, J., HUETO, A., JUNI, LOPEZ, P. Biologia, Ed. Erein,
1998, p. 126.

8 LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M., Principios de Bioquimica4® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, p. 203.
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1.3.4 Efectos de la temperatura y del pH

1. Latemperatura

Cada enzima tiene una temperatura optinm -

de actuacion. Por debajo y por encima d W

esta temperatura, la enzima ralentiza |

velocidad de la reaccidn enzimatica.

Se observa que muchas de las enzime

[

duplican la velocidad de una reaccior

Velocidad de reaccion
(Miligramos por unidad de tiempo)

enzimatica cuando se aumenta [

1
temperatura de unos 10° C y \

aproximadamente y luego cae mu)

0 10 20 30 40 50 60
rapidamente por encima de los 40° ( Temperatura °C
[Figura 5] [90] Figura 5. Efecto de la temperatura en la

) . velocidad de reaccion enzimatica
El aumento en la velocidad de reaccion se

produce porque con temperaturas mas altas, exisésnmoléculas de sustrato con
suficiente energia para reaccionar; la disminudéra velocidad de la reaccion es
debida a la desnaturalizacién de la enzima (la niayte las proteinas globulares se

desnaturalizan por encima de 60 - 70°C).

2. ElpH

La actividad enzimatica también viene reguladagbqH de la solucion enzimatica.
El pH 6ptimo o intervalo de pH de cada enzima derelite y cuando varia, la
conformacion de la enzima se altera, produciéndmseambio en el estado de
ionizacion de grupos del sitio activo y llegandeoaser funcionaf™.

Esto es debido a que la conformacion de una peotdépende también, de las

atracciones y repulsiones entre los aminoacidogadas negativamente y los

% Grafico obtenido del libro ALDABE, J., HUETO, AJUNI, J., LOPEZ, P.Biologia, Ed. Erein,
1998, p. 128.

L LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M.Principios de Bioquimica4® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, p. 212.
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cargados positivamente. Ademas algunas cadenasléstele aminoacidos pueden
actuar como acidos o bases débiles que desarroifaniones criticas en el sitio

activo del enzima.

Velocidad de reaccion

Desnaturalizdcion Desnaturalizacién

>

pH optimo pH

Figura 6. Efecto del pH en la velocidad de reaceidrimatica

Las enzimas pueden tener dos tipos de curvas:

- La primera curva posible de la actividad enzioggs en pico. Esto significa que la
enzima necesita un control riguroso del pH del mexh el que se encuentra. El
100% de su actividad se encuentra en un pequeiovalt entorno a un pH

determinado.

-La segunda posibilidad es que la enzima mantengaaatividad superior al 75%

alrededor del pH 6ptimo.

Estas curvas experimentales suelen ser facilitpdasel fabricante o vienen en

documentos técnicos.

[.3.5 Inhibicién

Los inhibidores son sustancias que disminuyencliso anulan, la velocidad de las

reacciones catalizadas por enzimas.
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La inhibicién puede ser de distintos tipos [Figa}&?:

1. Reversible:
a) Competitiva
b) No competitiva
c) Acompetitiva
2. Irreversible

.. . Productos
Union enzima-sustrato

Sustrato T

P —
[P I

Inhibicion competitiva

q_l
b8
compatitive

Inhibicion ne compstitiva

Sustrato Sustrsto

—_—"

compsatitivo Compatitivo

Inhibicion acombetitrva

Figura 7. Tipos de inhibicion

%2 Figura inspirada en esquemas del libro LEHNINGERNELSON, D., COX, M.,Principios de
Bioguimica,4° Edicién, Ed. Omega, Barcelona, 2006, pp. 202-21
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.3.5.1 Inhibiciones reversibled®®Y 94

- Inhibicién competitiva

Algunos compuestos inhiben la actividad enzimatcapando temporalmente el
centro activo de la enzima. Esta forma de regufas® conoce como inhibicion
competitiva, ya que el inhibidor (compuesto parecal sustrato) y el sustrato
compiten por unirse al centro activo. La inhibiciGampetitiva es reversible. El
resultado de la competencia en cada momento demndmiantas moléculas de
sustrato y de inhibidor estén presentes.

Por ejemplo, en una via enzimatica:

A El B E2 C E3 D E4 E

el producto final (E) puede tener una estructuralar al producto B y competir por
el centro activo de la enzima Ez. Cuando E seaucoid® por la célula, el centro

activo de la enzima Ez estara disponible totalmpatea B.

- Inhibiciéon no competitiva

En la inhibicidbn no competitiva, el inhibidor que necesita parecerse al sustrato, se
une a la enzima en un sitio distinto al centrovactiLa union del inhibidor no
competitivo a la enzima, no bloquea la fijacion siettrato e inactiva la enzima, este
presente o no el sustrato. Al igual que la inhdrsiccompetitiva, la inhibicion no

competitiva es reversible.

93 CREMONESI, P.]'uso degli enzimi nella pulitura di opere poliene,Ed. Il prato, Padova, 2002,
p. 31.

° LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M.Principios de Bioquimicai® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, pp. 211-212.
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- Inhibiciébn acompetitiva o incompetitiva

En la inhibicion acompetitiva el inhibidor se fig un sitio diferente al del sitio
activo. Este inhibidor sélo se une a la enzima ¢&ndo ya se ha formado el

complejo ES enzima-sustrato. El inhibidor sélo se al complejo (ES)

1.3.5.2 Inhibicién irreversible

Algunas sustancias inhiben a las enzimas irreMersgnte, porque se unen
permanentemente con grupos funcionales al centreoag, porque desnaturalizan
completamente a las proteinas. Los inhibidoresdaso “inactivadores basados en
el mecanismo”, son compuestos poco reactivos quelrernicio dejan que la

reaccion enzimatica normal se realice, pero queeltransformados, se convierten

en compuestos muy reactivos que se combinan isiemente con la enzima.

1.3.6 Otros Tipos de regulacion enzimatica

La actividad enzimatica puede regularse de difeeentaneras. Se ha visto hasta el
momento, el efecto de los cofactores, la tempeaaatelr pH y la inhibicion. No

obstante, existen otro tipo de reguladores exps@stontinuacion:

1.3.6.1 Regulacion por modificacion covalente
La regulacion covalente se produce por la uniéralemte de un modulador a una
enzima. Esta modificacion covalente puede ser séMer cuando las enzimas
modifican su funcién, uniéndose covalentemente eatas moléculas. (Fosfato,
adenosina- monofosfato, ad.-difosfato, a gruposionet)

1.3.6.2 Por fijacion a proteinas control

La proteina control bloguea la funcion de la enzomando se une a ella.
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[.3.6.3 Por escision proteica (se diferencia de ldses otras porque es

irreversible)

La escision proteica suele formar una enzima acipaatiendo de un precursor
inactivo de la enzima, llamado zimdgeno. La esnisié esta molécula conlleva a la

activacion de la enzima.

1.3.6.4 Interacciones alostéricas

La interaccion alostéric® es un mecanismo con el cual, una enzima puede
activarse o inactivarse temporalmente. Estas icteraes solo ocurren cuando las
enzimas poseen al menos dos sitios de union. U@ slkecentro activo y el otro,
conocido como centro regulador, seria el sitio @éoed une el efector alostérico
[Figura 8].

Inhibicion
o
®
Centre regulador \
Efector alostérico s 3
L) Centro zctive
a
—_—
@
‘ Sustrato

Activacion

Figura 8. Inhibicién y activacion de una enzima

% LEHNINGER, A., NELSON, D., COX, M.Principios de Bioquimicai® Edicién, Ed. Omega,
Barcelona, 2006, pp. 225-228.
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Las interacciones alostéricas suelen localizars@uenios estratégicos de las vias
enzimaticas, en los primeros pasos 0 en puntoarddicacion entre varias vias. A
veces, el propio sustrato actua de efector activgdsu unidn a la enzima induce
cambios en la conformacion del centro activo qwerkecen la catalisis enzimatica.
Otras veces, el producto final de una secuencigedeciones actia como efector
alostérico inhibiendo la funcién de una de las mas. Este proceso se denomina
inhibicion por retroalimentacion o inhibicion feedek, y supone un ahorro
energeético, pues el exceso de producto final inbibpropia sintesis en los primeros

pasos.

.4 Nomenclatura

Existen diferentes sistemas de clasificar las eagimmumérica, funcional y

sistematica. A continuacion se ven los tres tipofodmas:

[.4.1 Numérica

A cada enzima se le asignan 4 numeros separadquuptos y precedidos por EC:
EC 1.1.1.49.

El primer nimero designa la clase, el segundohalase, el tercero la subsubclase y
el cuarto el orden en la lista.

1.4.2 Clases segun su funcién

Las enzimas se pueden organizar clasificandoladnsed) sustrato sobre el que
actian y ademas se les puede afadir un sufijo —AZA.lo tanto en la tabla

siguiente se exponen las enzimas clasificadas daduncién que desempeiian.
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1-Omirreductasas: estas enzimas producen reacciones de transferencia de &
(electrones):

Feacciones de oxidacion-reduccion:
A, +B _____, A-+BH;

2- Transferasas: estas proteinas transfieren grupos (transaminasas)
A-X+B ____ L, A+-X-B

3- Hidrolasas: consiguen reacciones de hidrolisis (en restauracion d= obras de arte se
emplean sobre todo este tipo de enzimas)
A-B+H,0 — A-OH+BH

4- Liasas: provocan reacciones de adicion de grupos de dobles enlaces por
gliminacion de otros grupos. Son capaces de afiadir o quitar algin grupo a un
sustrato.

A=B+X-Y X-A-B-Y

—_—

5- Isomerasa: transferencia de grupos dentro de una misma molécula dando lugar a
isomerasas. Convierten un isomero en otro.
A - B

6- Ligasas (sinteasas): formacion de enlaces C-C; C-5; C-0; C-N
Estas enzimas catalizan la formulacion de un nuevo enlace por medio de hidrolisis de
ATP

A+B » A-B

Tabla 2. Clasificacién de enzimas segun su funcién

|.4.3 Sistematica

Las enzimas pueden ser nombradas de forma sisteysnas decir que su nombre
sera formado por el nombre del sustrato sobreetmbajan, el tipo de reaccién que
realizan y ASA. Este nombre puede ser fijo segirdacion que desempefan.

Nombre del sustrato + tipo de reaccion de los eazithnASA

Algunos ejemplos:

1.

Deshidrogenasa:
Son oxido-reductasas en las que el aceptor deaiestes distinto del O
Oxidasas:
Son enzimas REDOX en los que el aceptor es €EQglucosa oxidasa.)
Oxigenasa:

Cataliza la adicion de £al sustrato.
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1.5 Tipos de enzimas utilizadas en la restauracidf”

[.5.1 Las hidrolasas

Existen gran variedad de enzimas que podrian spteadas en restauracion. No
obstante, casi siempre se emplean tres: las pastdas lipasas y las amilasas. Estas
enzimas hidrolasas, catalizan la rotura de macrécotds. Es decir, la accion
especifica de estas enzimas es degradar molécatabzando la hidrélisis de
uniones de éteres (-C-O-C-), esteres (-CO-0O-) ynaatidos (-CO-NH-), y pueden
representar una alternativa al uso de acidos jisajgara la eliminacion de sustancias

poliméricas envejecidas.

A continuacién, se resume qué tipo de enzimas spleam normalmente en

restauracion y cuales son realmente sus funciones.

Enzimas Hidrolizan Tipo de uniones que degradan
Proteoliticas Proteinas aminoacidos (-CO-NH-)
Lipoliticas materias grasas esteres (-CO-0-)

Glicoliticas Polisacaridos eteres (-C-O-C-)

Tabla 3. Enzimas mas empleadas en restauracidbrde de arte.

1.5.2 Las proteasas o peptidasas (enzimas proteatds)

Estas enzimas rompen o hidrolizan las uniones giep en los polipéptidos,
creando fragmentos mas pequefios e hidrosolublegog@ptidos y raramente

aminoacidos. Las clasificamos de la siguiente naaner

e Las endopeptidasas y exopeptidasas

% Mucha de la informacion expuesta en este capitisigido extraida del libro de CREMONESI, P.,
L'uso degli enzimi nella pulitura di opere policrentd. Il prato, Padova, 2002.
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Las endo-peptidasas hidrolizan uniones peptidicasleinterior de las cadenas
proteinicas [figura 9], mientras que las segundasienzan desde una extremidad
de la cadena y se clasifican en carboxipeptidasaaren de la extremidad acida o

aminopeptidasas si parten de la extremidad bgsigara 107°".

OH

Figura 9. Endopeptidas

Aminopeptidasas Carboxipeptidasas

Endo-peptidasas

Extremio dcido

L Exopeptidasas
FiguralO. Exopeptidasas y endopeptidasas

« Las proteasas mas empleadas en restauracith
Las proteasas poseen una extrema especificidaddeRueeconocer en la
macromolécula, uniones peptidicas particulareseemimchas del mismo tipo. En

restauracion se emplean diferentes tipos:

a. Latripsina (EC.3.4.21.4)

7 Esta informacién y figuras han sido extraidasliteb de CREMONESI, P.L'uso degli enzimi
nella pulitura di opere policromésd. Il prato, Padova, 2002.

% BANIK, G., CREMONESI, P., LA CHAPELLE, A., MONTALBNO, L., Nuove metodologie nel
restauro del materiale cartace&d. Il Prato, Padova, 2003, p.43-44
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Las tripsinas hidrolizan proteinas en el extremdaxlico de sus
residuos de lisinas y argininas, excepto cuandesalluo siguiente es
una prolina.
Las tripsinas son endopeptidasas y el pH adecuade & y 8-8,4. Si
se afiade Gaevitamos la autolisiS.

b. La papaina (EC.3.4.22.2)
Hidrolizan su sustrato en fragmentos peptidicos prouefios. Estas
enzimas necesitan cisteina para activarse y redizadrolisis. El pH
optimo es neutro, pH 7,2, pero tolera variacionasee4 y 9,5. La
temperatura también oscila entre 5 °C y 66 °C.

c. Colagenasa (EC.3.4.24.3)
Como su nombre indica, hidroliza colageno. La cetaga empleada
en restauracion proviene dabstridium histoliticum Requiere para
activarse un i6n metdlico bivalente, el’C&El pH®? adecuado es
entre 6,5y 8,8.

Por lo tanto, las proteasas son enzimas de la 8ldsepodemos encontrar a parte de

las mencionadas anteriormente, las siguientes as#tH proteoliticas:

- La aminopeptidasa (EC 3.4.1)

- La carboxipeptidasa (EC 3.4.2)

- La dipéptido hidrolasa (EC 3.4.3)
- La péptido hidrolasa (EC 3.4.3)

9 BANIK, G., CREMONESI, P., LA CHAPELLE, A., MONTALBAIO, L., Nuove metodologie nel
restauro del materiale cartace&d. Il Prato, Padova, 2003, p. 43.

1% Estas tres enzimas proteoliticas tienen un pHoe@ubasico, sin embargo existen enzimas como la
pepsina que necesitan un pH &cido 5-6 para condadgtividad enzimatica 6ptima.

191En el libro de CREMONESI, PL’uso degli enzimi nella pulitura di oprer policrayEd. Il prato,
Padova, 2002 p. 34, existe una tabla resumen sqgrilecipales hidrolasas.
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[.5.3 Las lipasas

Estas enzimas lipoliticas, tienen como funcion@pial catalizar la hidrdlisis de los
triglicéridos, liberando gliceroles. Es decir qué, hidrolizar las uniones de los
esteres de los triglicéridos, provocan que los yctms creados puedan ser
eliminados en un medio acuoso al ser mas solulfigerd 11]. Los productos
creados son monoglicéridos, diglicéridos o glicesoEstas enzimas suelen requerir
un pH neutro o alcalino de 7-7,5 a 9.

La lipasa mas empleada en el mundo de la restaurasi la lipasa proveniente de

slt92l'y cremonesi'®! entre otros, emplean esta lipasa

[104]

candida cylindraceawolber

para la limpieza de lienzos o la eliminacion deakRad® B-72

— AN

IRV VYV VI

o IAAAAAAA
I

Lipasa

Figura 11. Hidrélisis de las uniones esteres de los
triglicéridos con las lipasas

Las lipasas y esterasas, hidrolizan ésteres cdidmsxiy son de la clase 3.1.1.
Encontramos en libros de restauracion los sigusetites'**:

* Laslipasas (EC 3.1.1.3) que hidrolizan ésteregjlagrol.

* Las esterasas (EC 3.1.1.1) que rompen los éstaesxdicos

» Las esterasas (EC 3.1.1.2) que fragmentan unianéstdres fenolicos.

192\WOLBERS, R.Cleaning painted surfaceEd. Archetype Publications, London, 2000.

193 CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policra@nEd. Il prato, Padova, 2002.

194 BELLUCCI, R., CREMONESI P., PIGNAGNOLI, G., “A plisinary note on the use of enzymes
in conservation: the removal of aged acrylic resatings whith lipaseStudies in conservation Vol.
44,1999, pp. 278-281.

195 CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policr@nEd. Il prato, Padova, 2002, p.
34,
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|.5.4 Las amilasas

Las amilasas, enzimas glucoliticas, hidrolizandokces éter (glucosidicos) de las
cadenas de los polisacaridos de las sustanciasacead, degradandolas a
oligosacaridos, disacaridos y monosacaridos, que reés solubles en medios
acuosos [Figura 12}°Y 19l De esta manera conseguiremos eliminar el almiton

forma mas sencilla.

Cadena de almidon Enzima o-amilasa
CH20H CH=20H ' CH2OH

CHz0H 1 CHz20H

H |l7 a H H ] H
oH H + o H
HO OH HO OH

H OH H OH
Glucosa Glucosa

Figura 12. Hidrdlisis del almidén con la amilasa

Al igual que las proteasas, las amilasas puedemwlizidr las uniones glucosidicas
internas de los polisacaridos (endo-amilasas) y das se encuentran en las
extremidades de las cadenas (exo-amilasas). Siesdterminales mas faciles de
degradar para las amilasas que las interiores.

También, se encuentran unas enzimas muy espedificeas glucoamilasas. Estas
proteinas pueden degradar las uniones glucosidieals cadenas lineares que
poseen uniones 1,4 glucosidicas y las uniones Iealaificaciones laterales con

uniones 1,6 glucosidica.

Estas enzimas que hidrolizan enlaces glucosidiocngds la clase 3.2.1 y podemos

encontrar diferentes tipos de amilasas:

1% CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policrayEd. Il prato, Padova, 2002,
pp. 36-37.

9 BANIK, G., CREMONESI, P., LA CHAPELLE, A., MONTALBNO, L., Nuove metodologie nel
restauro del materiale cartacegd. Il Prato, Padova, 2003, pp. 39-40.
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- Lasa-amilasas (EC 3.2.1.1),

- lasp-amilasa (EC 3.2.1.2),

- Las glucoamilasa (EC 3.2.1.3),

- Las 1,6-glucosidasas (EC 3.2.1.9, EC3.2.1.10, RA.®)

Las amilasas necesitan normalmente una tempeLBa-39 °C, una concentracion
de 0,5 % peso/voluméif® y un pH neutro de 6,5 a 7,5. No obstante, encomtsa
diferencias dependiendo del origen de la enzimaefeoplo la amilasa derivada de
A. oryzaenecesita un pH de 5 a 7 mientras que la extraida debada su pH varia
de 4,7 a 5,8.

Por otro lado, es importante saber que las amilasassitan en general iones de
calcio para tener una actividad enzimatica correcta

Las amilasas derivadas d& subtilis (necesitan 150 ppm €2 y las deB.

licheniformis(precisan 5 ppm G requieren ademas iones de sodio.

1.6 Origen de las enzimas

Todas las enzimas pueden ser sintetizadas o poadupor:
- Animales
- Plantas
- Microbios

A continuacion vamos a resumir el origen de lasneag empleadas en restauracion.

1.6.1 Enzimas proteoliticas

Las proteasas pueden ser sintetizadas de difermatesras y tener una procedencia:

198 Este porcentaje aparece en el articulo de GUPTR, ‘Recent development in the treatment of
water damaged document€onservation of manuscripts and documents: problants prospects.
Proceedings of the National Seminar held at Bhdtata Bhawan, Varanasi, December 14 to 16,
1990/ Agrawal, O.P., Ed. INTACH, Lucknow, India, 1991. 69-73.
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1. De origen animal: la tripsina, pepsina, pancreatioéagenasa y pronasa. Se
consiguen a partir de los tejidos de diferenteamiggnos como el estbmago o
el pancreas. Las enzimas derivadas del estomadensiemer un pH acido
por lo que se desaconseja su uso.

2. De origen vegetal: La papaina. Se obtiene de lay@apde ahi su nombre,
aunque también se pueden extraer de otros frutos pifia o el higo.

3. De origen microbiano: Las proteasas de la bacteaicllus o del hongo
Aspergillus Estas proteasas se sintetizan por medio de estos

microorganismos, pero también de las levaduras.

[.6.2 Enzimas lipoliticas

Se obtienen de tres formas diferentes, como eb rdstlas enzimak®. En las

enzimas lipoliticas encontramos:

- Lipasas

1. De origen animal, la lipasa extraida de tejidospdeicreas.
De origen vegetal, la lipasa derivada de germenigle, avena, etc.
3. De origen microbiano, sintetizadas por medio déagagspecies de hongos,

como elAspergillus Penicilliumy levaduras y, de bacterias comdaecillus.

- Esterasas

1. De origen animal: esterasas hepaticas
De origen vegetal: esterasas de germen de trigernega
3. De origen microbiano: esterasas microbianas y @@sgde varias especies de

bacterias y hongos.

199 CREMOSI, P.L'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policr@mEd. Il prato, Padova, 2002,
p. 33.

63




Tesis Doctoral 2011. Capitulo |

1.6.3 Enzimas glicoliticas, amilasa&S?.

1. De origen animal:
La amilasa salival o ptialina se obtiene de lavaali
La amilasa pancreética se extrae de tejidos derpas
No se debe emplear las enzimas producidas enceghagb porque necesitan
mucha acidez para activarse y pueden provocar @gierotoenzimas se
activen.
De origen vegetal: existen amilasas que podemasegoir de los tubérculos.
3. De origen microbiana:
La a-amilasa yp-amilasa se obtienen de diferentes microorganisgnos
hongos; de diversas bacterias sobre todo Bi#dillus y de hongos, en

particular elAspergillus.

|.7 Manipulacion de enzimas

1.7.1 Cuando deben aplicarse

La intervencion enzimatica puede resultar un métode seguro o de menor riesgo
para la integridad de la obra respecto a otros aoéteonvencionales. No obstante,
antes de aplicar las enzimas, se debe verificamques posible disolver el material
deseado de otra manera, realizando diversas pr{ébssritas mas adelante- tabla
3).

Para utilizar las enzimas sin ningdn temor, se detweocer de antemano la
naturaleza quimica del estrato a eliminar y deekisatos subyacentes. Para ello es
conveniente hacer un estudio estratigrafico paeaigwar si el estrato que deseamos

suprimir, posee o no la misma naturaleza que watestriginal subyacente, y si este

1OBANIK, G., CREMONESI, P., LA CHAPELLE, A., MONTALBNO, L., Nuove metodologie nel
restauro del materiale cartacet Prato, Padova, 2003, pp. 39-40.
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ultimo estéa protegido por otro estrato (como umizamque le pudiese preservar de la

actividad enzimaética.

Diferentes pruebas de solubilidad del material

1- Test de solubilidad de Felfé, Wolberso Cremonesipara determinar un valor

de polaridad en el cual el material es eventualengoluble con disolventes Neutros.
2- Prueba de solubilidad con polaridad mayor (adtetilico)
3- Prueba de solubilidad con agua (disolvente polar

4- Prueba de solubilidad con disolverivgsolares aproticos (acetona).

Tabla 3. Test de solubilidad que se deben reaiatas de la aplicacién enzimatica

Si el estado de conservacion de la obra es muy, mato multiples craquelados y
desconchados, se puede realizar una fijacion cdim ele evitar el acceso de las
enzimas a capas subyacenttd,

Por otro lado, en el caso de que la superfici®dpea no admitiese ser mojada, por
diferentes causas, las enzimas pueden ser aplicadageles o en microgotas
disueltas en algun disolvente. Y si por el contrald que sucede es que la capa

pictorica es hidrofuga, el empleo de enzimas dezeeeon un surfactante no ionico.

La utilizacion de un gel evita la migraciéon rapidia la enzima, pero el tiempo de
exposicion del gel al sustrato que debemos supyirpor tanto a la obra, debe ser el
menor posible. Para ello, siempre debemos realizarsas pruebas antes de aplicar

la enzima sobre toda las superficie.

1 FELLER, R., STOLOW, N., JONES ERicture Varnishes and Their Solventg. Natiolnal
Gallery of Art, Washintong D.C., 1985.

112 GARABELLI, G., “Unita di metodologia e applicazierdi prodotti biologici nelle operazioni di
restauro di sculture policromeQPD restauroN. 10, 1998, p. 47, 112-120, 132-133
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1.7.2 Criterios para escoger una enzima

El siguiente esquema, nos indica los pds85que debemos seguir para elegir un

tipo de enzima especifica [Tabla 4].

Para una aplicacidn especifica se necesita consider

1- La naturaleza del material a eliminar (almidén teimas, materia grasa)
2- La naturaleza de los materiales que constituyebia (para no alterarlos
l
determinan la clase de enzima

(amilasa, proteasa, esterasa o lipasa)

D

3- Las condiciones (pH, temperatura, tiempo y moddlide aplicacion) qu
sean compatibles con las caracteristicas de la obra
1
determinan el tipo especifico de la enzima
4- Coste

Tabla 4. Criterios para seleccionar una enzimaadmsen informacion de Paolo Cremofesi

Como podemos ver en el esquema, la naturalezaiskeht a eliminar asi como los

materiales que constituyen la obra de arte, detammiel tipo de hidrolasa que

debemos escoger. Es necesario e importante reastar diagnostico preliminar

antes de la limpieza, aunque a la hora de la veq@admotivos econdmicos, los

restauradores no lo efectuen.

Una vez escogida la clase de hidrolasa, se eliggp@lcomercial de la enzima

compatible con las caracteristicas de la obra. @egpendera las condiciones Optimas

para la actividad enzimatica de la proteina eseogid

113 Estos datos han sido recopilados del libro re@tizaor CREMONESI P.|'uso del solventi
organici nella pulitura di opere policromd prato. Saonara, seconda edizione, 2004

114 CREMOSI, Paolol.'uso degli enzimi nella pulitura di oprer policrayEd. Il prato, Padova, 2002
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[.7.3 Parametros a tener en cuenta a la hora de egger una enzima
1. Temperatura

A la hora de utilizar las enzimas en operacioneesguracion, debemos conocer su
temperatura especifica. En general, los catalalgos informacion precisa de la

temperatura Optima para cada tipo de enzima eityart

Los catalizadores biol6gicos que operan en eliortgle sistemas vivos, tienen una
temperatura 6ptima de trabajo entorno a los 37€l0Pero existen excepciones

como enzimas producidas por microorganismos quessgregados al exterior del

organismo mismo Yy que tienen una temperatura opterizb °C.

2. Actividad especifica

La actividad especifica es la cantidad de solidmsaria para hidrolizar una cantidad
predeterminada de un cierto sustrato en un ciemgpb y a una cierta temperatura.
A la hora de escoger una enzima, es necesaria ¢dede mayor actividad, ya que
esto significa que es necesario una menor cantigagnzima para hidrolizar un
sustrato, y por tanto, sera menor la cantidad démenque deberemos eliminar
después del tratamiento.

La actividad especifica estd expresada en unidadud&ato transformado por
miligramo de preparacion enzimatica, en condicie@sandar de temperatura y a un
cierto valor de pH.

Cuanto mas alto es el valor, mayor es la capaadtalitica de una cierta cantidad
de enzima. Algunos productos comerciales, com@éséd y la pepsina, tienen una
actividad especifica muy elevada (hasta 1500-20@6ad por mg) mientras que
otros (sobre todo ciertas proteasas microbiotigasgn valores muy inferiores (0,1-1
unidad por mg). En las preparaciones de baja detives muy importante acercarse

lo maximo posible a las condiciones optimas deajafpH y temperatura).
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3. El pH éptimo

Como hemos visto anteriormente, el pH es un faotportante ya que si éste no es
el 6ptimo, entonces la actividad enzimatica pueddardgerior a la adecuada. El pH
viene especificado por los fabricantes en el propiate o en la bibliografia
especializada.

4. El coste

Cuanta mayor es la pureza, la especificidad yti@idad de la enzima, mayor es el
coste. Aunque, los ultimos adelantos en ingenigei@tica, han permitido que se
pueda adquirir una amplia variaciéon de lipasasréstdido de origen microbiana) a
bajo coste.

[.7.4 Interpretacion de la informacion de la enzima

Se puede encontrar en los catalogos de producifosiaps o en las paginas web,

toda la informacion relacionada con cada enzima.

Cuando deseamos escoger una enzima en particathnmos ver sus caracteristicas
en la pagina donde la queremos comprar. Por egeraplla siguiente fotografia de

la pagina SIGMA-ALDRICH"®! vemos los detalles de la celulasa.

C9422 |1 Cellulase from Trichoderma viride 2

Sigma crude powder, 3-10 units/img solid
4
Be the first fo write a review
Price and Availability

Your Price
EUR Available to Ship Quantity Actions
Fechano

Product
Humber

C9422-5KU 75.3 details... ¥ B
5 disponible elalls ‘gl
C9422-10KU  136.2 31.05.2010 details... ¥ pe|

CAS Number: 9012-54-8

Synonym: E 1.4—[1.3:1,4ii-D—Glucan 4-glucano-hydrolase

EC Number: 232-734-4)
MDL number: 1C MFCDO0081510

Figura 13. Fotografia de la pagina SIGMA-ALDRICHda informacidn de la celulasa

E"“mec"mmi“i"“‘ 3214 (BRENDAZ | IUBMBE )
Number:

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetaiRthng=es&N4=C9422|SIGMA&N5=SEAR
CH_CONCAT_PNO|BRAND_KEY&F=SPEC
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1- Nombre de la enzima

2- Fuente biologica (origen animal, vegetal o micrabja

3- Cadigo del producto (en el catalogo)

4- Forma fisica y pureza del producto comercializado.

5- Precio de esta enzima. Cuanto mas dificiles samodgseguir mas caras son.

6- Sinonimos del nombre de la enzima.

7- Nomenclatura EC especifica para cada tipo de enziRmaechando sobre
BRENDA o UBMB encontramos mas informacion sobra esizima.

8- Numero CAS: es el cddigo para la clasificacion rimaeional de las
sustancias quimicas/ bioquimicas segun €hémical Abstract Registry
Numbet. Sirve para identificar y buscar cada producto k@hliografia
especializada.

9- Numero EC: Es el numero EINECS (European InventofyEXxisting
Comercial Chemicals) o numero ELINCS (European La$t Notified
Chemical Substances).

10-Numero MDL. Es un ndmero de identificacion de cesaccion.

M indica la reaccion, FCD es la base de datos goepila la reaccion. Los
ocho digitos son el numero del producto.

11-Actividad especifica

Una vez escogida y comprada la enzima, tenemo®rbdtes donde viene la
enzima, toda la informacion relativa para el busa yrendimiento de esta enzima.
A continuacion vamos a mostrar la fotografia de bhate, donde podemos ver

diferentes datos [Figural4].
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<+— Nombre de la enzima

<+— Nomenclatura de la enzima. Indica la cl
a Vifidﬁ<—‘— Procedenci

e Forma-hsmcdel producto e indicaciones sobre su pu

lnutewpmo" - - .
‘ ,, Actividad especifica de la enzii
' r incubabe’

C h pHy temperatura optimos

EC No 23%¢— Numero ECnumero europeo de productos auimicos comerci

sm SO“d <+——Cantidad de producien miligramo

‘ itS/mg SO" \ Actividad especifica

1""""’Nilt! or ot er u .
of Advertencias
B o e ‘\l\
- Origen

Figura 15. Segunda parte de la etiqueta de undwmol® enzima celula
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|.7.5 Calculo de la concentracion de la enzima

Para calcular de antemano la concentracion neagsara cada enzima se realizara

la siguiente operacidh'®:

ms= gramos del enzima
V = milimetros de enzima en solucién
Cy= concentracion del enzima en unidades por ml epll&ion

A< actividad del solido expresada en mg

Por ejemplo:
Ms=Gy (5 unidades/ml) x V(100 ml)x (1 g solido) = 0,00045 g solido
A(1100 unidades/mg solido) (1000 mg solido)

Cuando la enzima viene en forma de solucién

Vu=V X Cv X Vge
Age

Vu= volumen enul

V= mililitros de una solucién de enzima
C,=concentracién unidades de actividad partido rinibid
Age es el numero de unidades de actividad enzimatica

Vge es el volumen de enzimas concentrado

118 EHNINGER, A., NELSON, D., COX, M. Principios de Bioquimica4® Edicién, Ed. Omega
Barcelona, 2006, pp.204-208.
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Vu=_(10 ml solucion) x (15 unidades/ml solucién) 3% (nl volumen stock)
(500,00 unidades)

=0,0105 ml x_(100@u volumen stock)=10,5ul

1 ml volumen stock

1.7.6 Preparacion de la solucién o gel enzimatico

Una vez observadas las caracteristicas de la enghm@edemos a prepararla en una
solucion o en un gel donde la enzima estara dauelt

La actividad enzimatica Optima esta asociada aalicolar forma espacial de la
enzima. Esto obliga a prepararla siempre en uneartédiacuoso, ya sea en solucion

o en gel.

1- Tampon

Es recomendable preparar la solucién enzimaticac@dimente en el tampdn mas
adecuado para cada enzima. No obstante, es posdalelarla en primer momento
con agua destilada exenta de iones metalicos pesgeopuedan inhibir la enzima.

Si las enzimas han sido mezcladas con agua destgacth necesario afiadir después,
el tampon para que el medio acuoso tenga un pHiadeg/ constante. Estos buffers
son necesarios para regular el pH cuando la sol@iaimatica esta en contacto con
otras sustancias (6leo o resinas naturales) cqHudiferente al necesario para que
la actividad enzimatica sea la correcta. Esta v@made pH puede disminuir o

inactivar la actividad enzimatica.

Los tampones mas empleados en restauracion seiglosntes:

72




Capitulo I. Las enzimas

Tampones que se utilizan con las enzimas

Ambiente bésico y neutro Ambiente &cido

- Tampén Tris o Trizma - Tampdn acético y acetato de sdthid >4
Permiten obtener valores de pH entre 7,2 y 9, s6lo Tampon fosférico, compuesto de &cido
se varia la cantidad relativa de los dagsférico y sus sales sodicas , pH 5-5,5
componentes utilizados:

La base Tris y su sal (cloro hidrato) Tris HCI.

Tabla 6. Tampones empleados con enzimas
2- Cofactores

La adicion de cofactores (iones metalicos), puestengcesaria para la correcta
actividad catalitica de algunas enzimas. Estosctmfs, como se ha visto con
anterioridad, estabilizan la estructura de la eazinsin ellos, la hidrélisis no se

efectla correctamente.

Por ejemplo, se sabe que algunas lipasas requépasencia de iones de calcio Ca
* (como el cloruro de calcio) y que algunas amilasseesitan iones de cloro en la

solucién.

3- Geles enzimaticos

Existe la posibilidad de aplicar las enzimas en. gedta opcion suele estar
relacionada con la obra y sustrato que se despanali A veces, es necesario
aplicar la enzima en gel (porque la obra es sensibagua), en un bafio o de forma
puntual.

Los geles o agentes gelificantes, son aptos patdaueh funcionamiento de la
actividad enzimatica. Es aconsejable escoger Idssgeon alta viscosidad en
concentraciones relativamente bajas (viscosida¢io@8 cps en concentraciones del
2-4 % peso/volumen), para reducir la cantidad deenah sélido o residuos solidos

que puedan permanecer después de la limpieza.

1170,1ml de acido acético (“glacial” 99,4-99,8% {LHDOH de 1,05g/ml), 1,449 de acetato de sodio
NaGHs0, 0 2,38¢g de acetato de sodio trihidratado M&0,.3H,O)en un litro de solucion
118 Splucion tamp6n recomendada para el enzima aaralasm pH de 5,75
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Las cantidades de gel deben ser pequefias porquévalad enzimatica disminuye
con el tiempo y porque debemos evitar posiblesfprationes de microorganismos
en el gel.

El gel reduce la movilidad de la enzima, por lo Gueiscosidad no debe ser elevada.
No obstante, el tiempo de actuacion no es muy étevaependiendo de la enzima,
este tiempo puede ser de 1 a 10 minutos o de 5Snair8@ios. Siempre es necesario
realizar unas pruebas previas para conocer el tiemds adecuado para la limpieza
de la obra.

Es recomendable cuando se limpia un estrato sabbamuniz, utilizar un pH alcalino
para evitar la degradacion del barniz y como carmsaa la degradacion de la capa
pictoérica.

Los geles con un valor de pH ligeramente alcalvitagdn que el estrado de barniz

sea agujereado llegando a atacar el color.

Agentes gelificantes idoneos para utilizar con mas

- Eter de celulosa como la Metilcelulosa (nombres eroiales: Benecel,
Culminal, Glutofix, Methocel A, Tylose MB)

- Hidroxipropilcelulosa (nombre comercial: Klucel G)
Agar-agaf?”!

Estos gelificantes son neutros y compatibles cdagdas condiciones de pH

Atencidn a la carboximetilcelulosa de sodio (gallede no ser estable en condiciones &cidas.

Tabla 7. Diferentes tipos de geles utilizados stergacion

119 Existen muchos més geles que se utilizan con eszprero estos de la tabla son compatibles con
los tratamientos de restauracion y conservaciGobdas de arte.

120 se conoce la utilizacién de agar-agar en alguratarhientos con enzimas: VALENTIN, N. et al.
“Analyses of deteriorated Spanish glass windowsaming methods using gel systeni&iennial
meeting (11th), Edinburgh, 1-6 September 1E9®M. Committee for Conservation, Paris, 1996, pp.
851-856.
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4- Las enzimas

La adicion de las enzimas al gel puede ser en falenpolvo o mezcladas en una
solucion vy, siempre bajo una agitacion suave pattaredesnaturalizarlas. Si
observamos que la agitacion es fuerte y se proéspeima, desecharemos esa
muestra por haber desnaturalizado parte de lamaszi

La concentracion de las soluciones enziméatica \&aain el tipo de enzima y se
calcula antes de la mezcla segun las férmulas gueo$ visto con anterioridad.
Puede variar entre 100-200 mg (con alta actividgetefica) y 1 g (para las de baja
actividad especifica) de enzima en 100 ml de adaabién podemos preparar
concentraciones de 0,5-1 g. de enzima en 100 mpélde

La solucion enzimatica se realizara a temperatoraiente y, se suele recomendar
que la mezcla se haga con materiales que no carteignes metalicos (con
cucharas de plastico o barritas de cristal), paranhibir a la enzima. No obstante,
no todas las enzimas se inhiben con iones metakksis se puede averiguar en la
base de datos de enzimas BRENEA.

Durante el calentamiento al bafio maria de la samu@nzimatica, el recipiente
permanecera cerrado para que no se evapore etladaaolucion y varie en exceso
la concentracion de la enzima.

La temperatura Optima de la solucion varia depaddiale la enzima. Un exceso de
temperatura podria desnaturalizar la enzima irs#vi@mente. Por tanto, para
conseguir una temperatura constante y controlatihizatemos una placa con
termostato de precision.

En algunos geles, como los esteres de celulosdepu®ducirse una precipitacion

gue desaparece al enfriar ligeramente el gel ynguaecta a la actividad enzimatica.

5- Adiciéon de un tensoactivo

Es recomendable afiadir un tensoactivo no idniagebkenzimatico para mejorar el

contacto superficial con el sustrato y acelerarekccion enzimatica. La actividad

121 www.brenda-enzymes.orgdonde encontramos todo sobre enzimas (inhibidgressedencia,
temperatura y pH éptimos, etc.).
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enzimatica se ve ralentizada porque la enzima cgeaitra en un medio acuoso Yy el
sustrato estéa solido o es hidréfobo como las cezasas, 6leos y por tanto, es dificil
mojarlas.

El exceso de tensoactivo puede provocar efectabidanes en contacto con las
enzimas. La proporcion de tensoactivo afiadidosaliacion puede ser del 0,1 % en
volumen/volumen para un tensoactivo liquido comd@weéen 20, o peso/volumen
para un soélido como el Brij 35 respecto al volurdehgel. La proporcion debe ser

estudiada y experimentada dependiendo de los casos.

6- Conservacion del gel

El gel enzimatico se conserva en el frigorificona temperatura de 2 a 8 °C hasta
gue se necesite emplearlo durante maximo de quiiase Cuando sea necesario su
empleo, el contenedor debera alcanzar la temparambiente y debera estar
cerrado para que las enzimas no absorban la humemdéiente. Paola Sartori
aconseja mantenerlas entre 15 y 20 min fuera dgbrffico™®?, y en la
documentacion de algunos preparados enzimaticodicen que debes esperar

minimo, media hora.

1.7.7 Aplicacion

A la hora de aplicar la solucion enzimatica, esesado observar si las condiciones
de trabajo son las mas adecuadas.

Algunos productos enzimaticos trabajan a tempexauorbiente y no necesitan que
la superficie de la obra pictérica esté templadia.egbargo, si esto fuera necesario,
con una simple lampara incandescente de 50 W, mdatea una distancia de

seguridad, se puede calentar superficialmenteparicie hasta 35-40 °C y, por otro

lado, mantener caliente la solucién enzimatica atlobmaria. Nunca deberemos

122 SARTORI, P., “Gli enzimi nella pulitura dei dipiitiProgetto restaurpAnno 2, N. 2, 1996, pp.
35-37.
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sobrepasar los 45-50 °C, porque muchas enzimas teomo-sensibles y se
desnaturalizan irreversiblemente con temperatueas@as.

Las soluciones enzimaticas pueden ser aplicadgaetas, por impaco, en bafos,
con pinceles o con un algodon sobre la zona a trata

Los geles enzimaticos se extiende con impacos opoweles sobre una pequeia
superficie, realizando movimientos con el pincelegando la solucion que actie.
Antes de aplicar la solucién o el gel en toda lpesficie de la obra, sera necesario
realizar diferentes pruebas para averiguar cualasotiempos mas adecuados para la
limpieza enzimatica. Generalmente debemos obseada minuto, como progresa la
limpieza, llegando a dejar la solucion enzimatiea €l0 minutos.

Con el empleo de geles debemos evitar los tiempa@plicacion largos y, que el gel
llegue a secarse sobre la superficie de la obta. ftgede solucionarse cubriendo el

gel con Melinex y controlar el tratamiento gra@asa transparencia del Melinex.

1- Las enzimas en secuencia o en coctel enziméatico.

En algunos tratamientos es necesario emplear |la@mas en secuencia,
aprovechando al maximo la “selectividad” de cadairea y no produciendo
reacciones secundarias indeseables. A la horalidardps enzimas en secuencia, las
proteoliticas seran aplicadas en ultimo lugar, ya éstas pueden ralentizar la accién
de otras enzimas.

En los soportes inorganicos que son inertes adi@raenzimatica de las hidrolasas,
se puede emplear el coctel enzimatico para elimindo el material organico
presente encima del soporte.

Sin embargo, en soportes organicos como el telds yablas policromadas, es mejor

no emplear los cocteles enzimaticos porque elaiesdificil de predecir.
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|.7.8 Eliminacion

Una preparacion enzimatica contiene un medio acyasateriales sélidos que no
son volatiles ni hidrosolubles, por lo que el unpicoceso que garantiza la completa

eliminacion de residuos so6lidos es un lavado acuoso

1- Proceso a llevar a cabo para la eliminacion das enzimas

En primer lugar se retira la solucién enzimatica oa algodon seco y luego se lava
la obra (si es de papel o textil). Paolo Cremomesomienda la adicion de un
tensoactivo a la solucién acuosa en los primereadi@s y nos enumera los
siguientes productos:

-Hiel bovina al 0,2 % peso/ volumen en agua

-Tween 20 al 1-2 % volumen/volumen en agua

-Saliva artificial (utilizacion recomendada)

Los lavados posteriores a la hidrélisis enzimasoa, importantes porque arrastran y
suprimen los fragmentos lipofilos, de las macromalEs originales que han sido

hidrolizadas por las enzimas. Estos fragmentos aro tedrosolubles y pueden

quedarse adheridos a la superficie, en vez delisgnados cuando se retira el gel.

La accion del tensoactivo, aparte de emulsionamtee para solubilizar materiales

lipdfilos y conseguir la supresion de éstos. Edtvmdos con tensoactivo deben
repetirse varias veces.

En segundo lugar, debemos eliminar los residuogeteoactivo con un algodén

empapado con agua destilada y dejamos secar la Pasadas 4 6 5 horas, se
efectian varios lavados de la zona tratada corlvdises ligeros: (hidrocarburos

como esencia de petrdleo, White Spirit, etc.) doobgetivo de saturar 6ptimamente

la superficie e inhibir la posible accién enzimatiesidual.

En caso de querer repetir el proceso enzimaticapliaacion de los disolventes sera
efectuada por ultimo, ya que éstos tienen una adokiibidora en contacto con las

enzimas.
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2- Diferentes maneras de desnaturalizar o inhibir na enzimal*?®!

Para desactivar una enzima, lo Unico que hay querhes destruir la estructura
proteica tridimensional de la enzima, es decir,ndegalizarla. Para ello hay
diferentes métodos quimicos, térmicos o fisicos:

- Mezclar disolventes (etanol, acetona, etc.) daxy bases fuertes con agua.

- Soluciones acuosas muy concentradas de Urea.

- Algunos detergentes.

- Variaciones de pH (extremo).

- Cambio de la temperatura (exceso de calor).

- Radiaciones.

- Anadir iones de metales pesados (hierro, cobercumo, plomo...) que

causan la precipitacion de la enzima.

- Modificar algunos grupos funcionales que inactileaaccion catalitica de la

enzima.

- Acciones mecanicas como las altas presiones

- Producir espuma al agitar vigorosamente una enzim

|.7.9 Precauciones de uso

1- Potencial perjudicial para el restaurador

Segun la normativa CEE, en la escala de peligroiemree “irritante-nocivo-toxico-

altamente toxico” las enzimas como mucho puedgalla ser irritantes en forma de
polvo. Por eso es conveniente no inhalarlas y natenar un contacto cutdneo
prolongado. Ademas, las otras soluciones o susimrguie son utilizadas con las
enzimas tampoco suelen ser demasiado peligrosagugasuelen ser sustancias

acuosas (tampones, geles, tensoactivos...).

123 BANIK, G., CREMONESI, P., LA CHAPELLE, A., MONTALBANO, L, Nuove metodologie nel restauro
del materiale cartaceded. Il prato, Padova, 2003.
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Es necesario protegerse con guantes, mascara\deypghfas para evitar cualquier
tipo de contacto a la hora de abrir el frasco deetazimas. Esta operacion es la mas
arriesgada en el uso de enzimas porque pueden gamovwitaciones cutaneas y

alergias.

2- Potencial perjudicial para la pintura

Muchos restauradores e incluso investigadores graerii la hipotesis que la
eliminacién de las enzimas una vez empleadas, gsdifigil. Ademas, también se
piensa que las enzimas desactivadas pueden aetivanscurrido un tiempo debido
a cambios de algunos factores de pH y temperatura.

La posibilidad de que una enzima se reactive es$ icagosible porque al
desnaturalizarlas, pierden su estructura especiieeesaria para su actividad
enzimatica, y esto es irreversible. No solo el dande pH, temperatura, presencia
de sales, presencia de metales inhibidores enidoseptos de la pintura y pérdida
del medio acuoso puede desnaturalizar la enzimamasl las enzimas una vez
desnaturalizadas empiezan a alterarse irreverséniencomo sucede con todas las
sustancias proteicas perdiendo asi su estructarma ngcesaria para su actividad
enzimética).

En un articulo Wolbers, Meyer Andrews et al., destra® que en solo la primera
limpieza acuosa, la eliminacion es del 99 % desla@mas. Por lo que, en caso de
gue no elimindsemos ese 1 % restante, la pérdidan@glio acuoso, su

desnaturalizacién, inhibicion y degradaciéon redada actividad enzimética a cero.

[.7.10 Almacenamiento

Anteriormente se ha dicho que las enzimas debecosservadas en el frigorifico a
una temperatura de 2 a 8 °C, sin embargo algunakadenecesitan ser guardadas en
el congelador a — 20 °C para su correcta consémwvadomo por ejemplo la

peroxidasa.

80




Capitulo I. Las enzimas

Las enzimas en forma liofilizada (polvo) suelenadde 9-12 meses si se conserva
apropiadamente.

Una vez preparada la solucion enzimética de bajacertdracion, se altera
rapidamente y debe ser conservada en frio cuande nsa. De este modo, durara de
dos a tres semanas con una progresiva disminueida actividad enzimatica hasta
ser inservible. Por este motivo es recomendableraparar grandes cantidades, a
menos que se vaya a utilizar todo en poco tiemps.doncentraciones menores a 5
mg/ml se deben preparar cada dos o tres diasn@iargo, cuando son almacenadas
en solido o en concentraciones liquidas muy elesjatia actividad enziméatica

disminuye de 1-2% por afio.
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1.8 Utilizacibn de enzimas en procesos de consen@t Yy

restauracion de obras de arte.

El primero que emple6é una enzima (la tripsina) pdimainar adhesivos proteicos,
fue Sheridal® en los afios sesenta, pero quiza los pioneros etiligacion de
enzimas en procesos de conservacion y restaurat@dmbras de arte fueron
Wendelbo & Fosse en 1978, Estos publicaron un articulo de sus resultades pa
separar documentos con una enzima. Compararonéesiaa a la utilizacion de un
“escalpelo” (pero mucho mas efectiva).

Actualmente, existen numerosos tratamientos commaszy diferentes tipos de
enzimas aplicables a obras de arte dependiendsudrhto a eliminar. Ademas en
cuantiosas ocasiones, sin la utilizacién de enzimmaghas operaciones no serian
factibles. Normalmente las enzimas son empleadalémgriezas e intervenciones
estructurales: eliminacion de repintes oleososidues de cola de pasta de un
reentelado, viejos adhesivos de base proteicaasaletc. Y estos tratamientos son

aplicados sobre diferentes soportes como el ptgxil, madera, ceramica, etc.

Las diferentes aplicaciones enzimaticas resumidasm@nuacion, han sido extraidas
de diferentes libros y articulos editados en difesg revistas del mundo de la
restauracion. Hemos seleccionado las limpiezasetmimas mas empleadas pero

existen muchos méas tratamientos enzimaticos.

[.8.1. Listado de enzimas aplicadas en limpiezas

La a-amilasase usa para la eliminacion de pasta de trigo, lagenasa para la
supresion de pegamentos y adhesivos animalesiéosteje lana y seda vy, la lipasa

para quitar manchas de grasa y aceites en toddgblas. No obstine, estas tres

124 SHERIDAN, J., “Enzymes, as they relate to the eovetor of paintings”exposition of painting
conservationEd. Brooklyn Museum, Nueva York, 1962.

12 WENDELBO, O., FOSSE, B., “Protein “Surgey” A Resty Procedure Applied on Paper”,
Restaurator presg/ol. 1, 1970, Denmark, pp. 245-248.
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enzimas no son las unicas empleadas en restauraoit@ten diferentes tipos de
enzimas utilizadas para la supresion de depéséadichento, almidones, depdsitos
celulésicos y proteinaceos, pegamentos organicols cde dificil disolucion,

sustancias organicas antiguas en tejidos, manaafan migrado al reverso, etc.
Por ejemplo, las enzimas pancreaticas se utilipague tienen un pH mas o menos
neutro y no afectan a la mayoria de fibras y tinktescatalasa del higado, puede
romper las moléculas de peroxido de hidrégeno deretites medios (agua y
oxigeno) a una velocidad de 40000 moléculas parrgky siendo la concentracion

normal de la solucién de enzimas aproximadamen@Qie0.1 %.

A continuaciéon mostramos una lista de enzimas aqgdis en diferentes soportes y los

sustratos que eliminan:

Enzimas composiciéon Sustrato Producto
Diastasa Mezcla de Almidon Dextrinas
amilasa yB-amilasa
a-amilasa Amilasa a-D-glucosa
Amilopectina
B-amilasa Amilasa a-D-glucosa
Amilopectina
Celulasa Celulosa B-D-glucosa
celobiosa
Proteinas Fragmentos de proteinas
Proteasa Excepto colageno + aminoacidos
(e. colageno)
Tripsina Proteinas Fragmentos de proteinas
+ aminoacidos
Colagenasa Colageno Fragmentos de proteginas
+ aminoacidos
Gelatinasa Colageno Fragmentos de proteinas
hidrolizado + aminoacidos
Lipasa Grasas Glicerina + acidos grasos
Oleasa Aceites Glicerina + acidos grasos
Mezcla : amilasa,
Pancreating tripsina, lipasa, | Mezcla de manchas Mezcla de fragmentos
proteasa y
ribonucleasa

Tabla 8. Tabla que recopila las enzimas que seaapén restauracion, sobre qué soportes se aplica y
el producto que se produce.
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Y la siguiente tabla resume disolventes y solu@pgee pueden ser apropiadas para
la eliminacion de algunas manchas en textiles tist® (sujetos a pruebas de sus
efectos en fibras, tintes, acabados, etc.) y ers soportes.

Mancha disolventes o reactivos

Cola animal,

gelatina Soluciones de detergente; enzimas proteinasa i(gpeda)

Tinte basico
Solucion anidnica de detergente; disolucion dedxido de

Sangre antigua amonio; enzimas proteinasas como la tripsina; agent
secuestrantes

Chocolate Detergente no idnico en Solucién, délude hidroxido de

amonio, disolvente de “limpieza seca”, enzima lgpas

Huevo Detergente en solucién; enzimas proteinasa compsina

Manchas de grasa|dDetergente en solucion (posible mezcla de detezgent
grasientas aniénicos y no aniénicos); disolucién de hidroxe#amonio;
disolvente de “limpieza seca”; enzimas lipasa/@eas

Almidon N-metil 2 pirrolidona; enzimas amilasa

Tabla 9. Tipo de manchas que encontramos sobobfas de arte y las diferentes soluciones que se
emplean para su supresion.

[.8.2 Amilasas

Estas proteinas glucoliticas son capaces de hadrdliiversos materiales amilaceos
sean o0 no, de antiguas restauraciones.

Muchos de estos productos como la pasta de almi@@oma arabiga y otras gomas
vegetales, mantienen a través del tiempo una brerasibilidad, por lo que no
necesitan una hidrélisis para su eliminacion. S$imbargo, algunos de ellos fueron
mezclados con otros productos porque se creia gjggaban sus caracteristicas y lo
gue ha provocado realmente es que su eliminacianddeil y se requiera la
aplicacion de estas enzimas.

Las amilasas no suelen ser utilizadas directamsoitee las superficies pintadas.
Suelen emplearse sobre todo para eliminar intereees de consolidacion de una

pintura y para separar residuos de barnizado (del@middn o colas de pasta).
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Su aplicacion suele realizarse sobre el reversainde pintura, para eliminar los
residuos de un reentelado y, esta accion es sggugaie las amilasas no tienen
ningun efecto hidrolitico sobre la celulosa y portd no hidrolizan ni el papel, ni el
textil, ni la madera.

No es recomendable aplicar las amilasas sobre aksdzadas con pintura de
acuarela, guache o ciertas temperas grasas. Bgiasas degradan el aglutinante de
estas técnicas, que principalmente es la goma garabi otro tipo de gomas
polisacéridas.

Ademas este aglutinante es sensible al agua o uhonaeuoso, por lo que la
utilizacién de enzimas es incompatible en estosscas

A continuacién vamos a resumir diferentes aplicaesoenzimaticas encontradas en

diversas revistas y libros especializados de restain.

1.8.2.1 Amilasas en manuscritos

Segal y Coopel*?® aportaron la utilizacién del-amilasa para la retirada de pasta
adhesiva de almidén en manuscritos. La accion dazanac-amilasa es romper las
largas cadenas de amilosa y amilopectina (polisndeo glucosa) del almidon en
pequefias moléculas de dextrina. La degradacioalaedlon por via enzimatica es

suficiente como para permitir retirarlo facilmente.

Para medir las condiciones de reaccion, Segal y€ouatilizaron una preparacion

refinada de alfa amilasa, libre de otras enzimagdey sustancias extrafas.
Recomiendan comprar enzimas puras para no terss macciones inesperadas v,
prepararon la enzima segun las siguientes condision

- A una temperatura de 37 -39 °C,

- Con un pH de 6,95

- Con una concentracion de 0,1 %

126 SEGA, J., COOPER, D., “ The use of enzymes toasgleadhesives’Paper Conservator n°2
1977, pp.47-50
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Antes de su aplicacion examinaron el estado fidelgapel. Al darse cuenta que la
condicion del papel era buena y el agua no temet@kobre la tinta de la hoja, el
papel se sumergio en una solucién enzimatica pegerdiese el adhesivo.

Las reparaciones anteriores del papel se retimvorayuda de espatulas y pinzas en
la propia agua. La hoja del manuscrito permanenidaesolucion enzimatica el
tiempo necesario para que el adhesivo se degradaggletamente. Este tiempo de
reaccion varié entre los 10 minutos y una horaeddjgndo de los casos.

En algunos casos, en papeles fragiles y deterisya#ocolocaron sobre tejidos no
tejidos y se introdujeron en la solucion enzimatitenscurridos unos minutos, el
papel fue extraido, aclarado y secado. La elimémalel adhesivo degradado
enzimaticamente en el bafio, se realiz6 en secdaerRomente, fue necesario
efectuar dos lavados en agua fria (el agua dehbe feist ya que si no la enzima se
coagula y es dificil de eliminar) y otro en aguana temperatura de 50 °C.

El papel fue después desacidificado en un bafiondesalucion de bicarbonato de

magnesio.

1.8.2.2 Cartones preparatorios de tapices.

Ariane De La Chapelle relata en un artictifd! las dificultades que entrafia la
restauraciéon de unos cartones (de tapices) congsupst muchas hojas encoladas.
Estos tienen diversos problemas como la pérdidawstento mecanico de las telas,
la incompatibilidad mecanica de los papeles deeretuentre la tela y la obray, el

envejecimiento de la cola.

* Protocolo descrito por la autora

- Realizacion de copias de los originales parataebas sobre ellas.
- Utilizacién de la concentracién minima y sufideede enzima que vendra dada tras

diferentes pruebas.

127 DE LA CHAPELLE, A., « Utilizzo degli enzimi nel stauro delle opere grafiche policrome »,
Materiali tradizionali ed innovativi nella pulituraei dipinti e delle opere policrome mobili: atteld
convegno, Piazzola su Brenta (PD), 25-26 ottobi@22(Ed. Il Prato , Padova, 2003, p.51-53
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- La hidrolisis del almidon de la cola debe reabesa temperatura ambiente.

- La difusion del enzima a través de los papelek etapa que limita un poco la
actuacion del enzima. Es aconsejable emplear tetisosm (min. al 1%) porque
aumenta la difusion del enzima en la cola y ayadanantener la actividad

enzimatica en un medio alcohdlico (de esta mareeradiice el empleo de agua).

1.8.2.3 Tratamiento de un mapa de América del siglXVII

En 1991-1992 se llevé a cabo la restauracion denapa mural de América muy
raro, publicado en 1698 por el cartégrafo franciehdlas De Fer.

A lo largo de los bordes del mapa estaban pegadasde papel que recubrian en la
parte superior, el titulo original y en la partéenor, datos geograficos del mapa.
Estas tiras se eliminaban facilmente humedeciéndpkro el texto original quedaba
pegado al reverso de algunas tiras. Un afio desMa¥sa Bedynskt?® consiguié
separar estos dos fragmentos y emplazar el texteuelugar de origen técnica
enzimatica.

El analisis de la cola empleada para pegar las dieapapel al mapa, indicaron que
existia la presencia de almidén. Por lo que séddiigamilasa tipo II-A de la especie

Bacillus mezclada en metilcelulosa.

* Preparacion del gel:

La concentracion de la enzima utilizada por la @utiue de 1 mg/10 ml en
metilcelulosa. Este gel contenia:

- 0,005 mol/mde agua desionizada,

- Cloruro de calcio (0,735 g/L de cloruro dihididoa

- 0,05 mol/ni de tampén Trizma (0,735 g/L a pH 7)

128 BEDYNSKI, M., “The use of enzymes in the conseiomtreatment of a seventeenth-century wall
map of America”, Journal of the International Institute for Consetiom Vol. 20, Ed.Canadian
Group, Canada , 1995, pp. 11-18.
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Una vez preparado el gel, se uso papel japon@ny ddhesivo Lascaux en 5ml de
agua (insoluble en agua una vez seco) antes dmwotd solucion enzimatica.
Posteriormente, emplearon la solucion enzimética paparar el papel en las zonas
deseadas y actuaron de la siguiente manera:

- Depositaron con un pincel el gel y el tiempo dtuacion calculado entre 10
minutos y 1 hora, fue tan sélo de 5 minutos, deldida porosidad del papel. Este
tiempo depende de la velocidad de penetracion siell@ion enzimética

- La temperatura fue mantenida a 37 °C para tamebuena actividad enzimatica.

- Para la separacion de los textos utilizaron @patela de teflon.

Por dltimo, emplearon tampones de algoddn con dgs@nizada para eliminar la
solucion enzimatica y usaron etanol para desaativaquier residuo enzimatico.

1.8.2.4 Eliminacién de pasta de almidon en manusdds de papel con la
compresa Albertina (impaco de amilasas listo paratilizar)

El desarrollo de un gel enzimatico listo para zaiti fue desarrollado tras la
restauracion de la obra de arte grafica de la cidiecAlbertina de Viend&?®, que

habia sido montada sobre albumes con pasta dddmmodificada. Esta pasta
contenia alumbre (KAI(S£, . 12H0) empleado a partir del siglo XIX para alargar
la conservacion de la pasta de almidon. Pero, @ajecer este tipo de pasta, se
fragiliza y es dificilmente hinchable. Ademas, moa tensiones, formacion de
pliegues y deformaciones. Ademas, la coleccion rillee estaba compuesta por

xilografias japonesas con tintas muy sensiblegw@.a

1- Procedimiento a seguir para un correcto resultado & la actividad
enzimatica

Este tratamiento utilizado en adhesivos de pastalm@&lédn rigidos y dificiles de
eliminar, no requiere un post-tratamiento de lavadaplanado y es perfecto en

129 BANIK G., CREMONESI P., DE LA CHAPELLE, A., MONTABANO, L., Nuove metodologie
nel restauro del materiale cataceled. Il prato, Padova, 2003, pp. 117-124
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papeles finos, ya que no existe pérdida de fidkdemas es un método econdmico

por el poco trabajo que requiere.

2- Protocolo de actuacion:

Para este procedimiento es necesario limitar la zomatar para no contaminar otras
zonas.

El impaco enzimético consta de tres partes:

1-Un material sintético con un gel de enzimas
2-Un papel intermedio entre la obra y el materad enzimas

3-Un papel absorbente para retener el agua

En primer lugar, el papel intermedio es colocadbresda zona a tratar y debe
extenderse 2mm de cada lado del adhesivo. Estd papes permeable a los
componentes gelificantes por lo que previene laaaign del gel al original. Sobre
este papel es depositado el impaco con enzimagyagpee la misma dimension que
el adhesivo a eliminar.

El tercer estrato es el papel absorbente (0 uatestapilar) que retiene el agua y

tiene las mismas dimensiones que el impaco.

w
1

Pasos a sequir:

1- Se humedece los componentes del impaco enzimaticoun pincel. La
humidificacién del trozo de tejido no tejido de ’cnecesita 0,08 ml. y el
material de retencion de agua de la misma dimensggesita 0,8 ml.
aproximadamente.

2- Se coloca el material impermeable (Melinex) 4 cns m@nde de cada lado
que el impaco sobre el que se aplica, para preeedesecamiento durante el
tiempo de aplicacion.

3- Después se deposita un peso de 10-15°g.cm
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4- Transcurridos 5-10min se verifica que existe sefite humedad en contacto

con el impaco para que penetre en él.

El tiempo necesario para la separacion dependea daeirhedad penetrada, de la
permeabilidad del papel y del espesor y rigidezalglidon. Un exceso de agua
tendra como resultado la formacién de cercos deellath y demasiada poca la
ineficacia de la enzima.

Después del tratamiento es aconsejable la elindinade los residuos formados. Por

otro lado la desnaturalizacion del enzima no esss@ con este tratamiento.

1.8.2.5 Tejidos coptos

Jeremy Ude* publicé un articulo sobre la limpieza de unogitsiide los siglos
'y IV d.C. Estos tejidos coptos presentabanagsie cola que permanecian en
ellos tras su separacion de unos paneles. Pardarsoaeion decidieron emplear la
enzimao—amilasa (sigma tipo X-A obtenida Aspergillus oryzae

1- Proceso

En primer lugar, se dibujé las medidas del tejidaue papel melinex antes del bafio,
para contrastar sus dimensiones antes y despuéstdehiento y cerciorarse que el
tejido no habia sufrido ningun tipo de encogimientaleformaciéon después del
proceso.

La preparacion de la solucién enzimatica fue laisigte:

- Se afadi6 en un litro de agua desionizada 2,4 §abPO, (0,2 M), se ajusto el
pH a 6,9 y se calentd hasta 37 °C. Para consegeiregta temperatura fuera
constante, se introdujo agua en una bafiera a $&&coloco sobre el agua, una caja

de polipropileno con el agua de la solucion dentro.

130 UDEN, J., “The conservation of fragments of Copéiktile” SSCR journalvol. 8, N. 3, Edinburg,
1997, p. 16-19.
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- Posteriormente, se agrego 2,5 g de enziraamilasa en polvo (esta solucion tiene
una actividad enzimatica de 50-100000 unidadesitpoy.

2- Tratamiento:

Los tejidos coptos se metieron en la solucion eatiga caliente durante 10 min.
Transcurrido ese tiempo, consiguieron eliminardegdésitos blancos con una brocha
suave en 30 min.

A continuacién midieron el pH de los tejidos y lagorieron con una tela de nylon.
Después, depositaron controladamente sobre ell,texdh ayuda de esponjas
naturales, una solucion al 1 % del detergente OW#@lsPaste. Después, aclararon
los tejidos con agua desionizada. Una vez secdjceeon que efectivamente, los
tejidos no habian encogido en absoluto.

El tratamiento fue un éxito. Las piezas quedar@vesi y flexibles; la decoloracion y
el aspecto de las fibras habian mejorado; los degdsdancos habian desaparecido y

el pH aumentado.

1.8.2.6 Identificacibn de componentes amilaceos yrqgieicos por via
enzimatica

Para identificar los materiales amilaceos, normatmee emplea el yodo que da una
coloracion azul en presencia de almidon. El probleprmincipal de este test
microquimico es que en muestras muy pequefas,|deacmn es insuficiente para
determinar si el producto testado es almidén.

Ariane de La Chapelle et &Y desarrollaron un método simple y facil de reajizar

para detectar la presencia minima de cola.

131 DE LA CHAPELLE, A., CHOISY, P., GALLO, F., LEGOYD., “Emploi d'amylases et de
protéases pour la restauration d'arts graphiquéAdteriali tradizionali ed innovativi nella pulitar
dei dipinti e delle opere policrome mobili: atti Iderimo congresso internazionale colore e
conservazione, Piazzola su Brenta (PD), 25-26 o&#t@®02,Ed. Il Prato, Padova, 2003.
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- Protocolo de actuacién

En un primer tubo se depositd la muestra de cbimd® yodado 0,5 g de,ly 1g de

Kl en 100 ml de KHO. En otro, se introdujo la misma cantidad de agtbeg yodo
yodado y la enzima alfa-amilasa (durante una hdesja enzima modifica la
coloracién en presencia de amilosa hasta la completoloracion de la solucion
inicial.

Para colas de piel se utiliza la colagenasa, y@aas colas proteinicas la pronasa E.
Este método lo menciona Balii' para verificar la correcta actividad de una
solucion enzimética en una limpieza. Para elloegesario preparar una tira de papel
y sumergirla en una solucion de almidén de patat@s? %. Posteriormente sobre el
almidon se deposita una solucion de un reactivodero al 0,01 %, lo que provoca
la aparicion de un color azul intenso. Para avarigi el gel de enzimas trabaja
correctamente es necesario aplicar el gel con sasilaobre la superficie del papel
manchado y esperar a que el color desaparezcasigsifica que el gel enziméatico

trabaja correctamente.

1.8.2.7 Geles enziméaticos de amilasas

1- En limpiezas de textil

Los adhesivos de antiguas restauraciones de tejigelen tener muy mal envejecer:
Se oxidan, crean tensiones, las manchas de losiadfemigran y en algunos

tratamientos pegaban otros materiales (como tgjmtss papeles.

Leslie Smitf** entre otros, propone tratamientos con geles etizinsépara separar

los papeles de las telas.

132BANIK, G., “Removal of Starch paste adhesives eelihigs fron paper vased objects by means of
Enzyme poultices”Materiali tradizionali ed innovativi nella pulituradei dipinti e delle opere
policrome mobili: atti del primo congresso interi@zale colore e conservazione, Piazzola su Brenta
(PD), 25-26 ottobre 200ZEd. Il Prato, Padova, 2003, pp.33-38.

133 SMITH, L., “Use of enzymes in textile cleaningreprints of papers presented at the fifteenth
annual meeting of the American Institute for Comagon of Historic and Artistic Works. Vancouver,
British Columbia, Canada, May 20-24, 198&d. The American Institute for Conservation ostdric
and Artistic Works, Washington DC, 1987, pp. 124-13
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- Tratamiento

En primer lugar se limita el area a tratar, pardicap posteriormente el gel
enzimatico sobre el material que deseamos elinoirs@parar.

Las enzimas se afaden al gel de metilcelulosa ema agsionizada con una
concentracion del 2 %, con el tampon de sodio fafosle potasio a un pH 7, y 0,01
% de Igepal CA 630 como agente emulsionante pardemer la descomposicion de
particulas. La temperatura debe ser la adecuadlapyl puede ajustarse a un punto
dictaminado por la estabilidad del material.

A continuacion, se calienta el gel con la enzimas m menos a una temperatura de
38 °C. Esta temperatura debe permanecer constaetgras se trabaja (el objeto
puede ser depositado sobre una lamina de vidrierspBx que soporta temperaturas
superiores a la del agua templada).

El gel se aplica encima de la zona delimitada yaseeliminando gradualmente los
estratos (cada vez mas finos).

Por ultimo, se lava el objeto primero con aguapdea prevenir la coagulaciéon de la
enzima, y posteriormente con agua a 50 °C. Losluesienzimaticos pueden ser
desnaturalizados con alcohol.

Segun el examen microscopico, estos tratamientoisnaticos no son perjudiciales

para el textil ya que no existe ninguna degradag@spués del tratamiento.

2- En papel

Existe la posibilidad de utilizar las enzimas ehmgra una aplicacién local (como
hemos visto con anterioridad).

Multiples estudios en papeles sensibles al aguaidstnan que es posible eliminar
residuos de adhesivos dificilmente solubles, céesgenzimaticos.

A continuacion detallamos un ejemplo de una prejp@made amilasa y proteasa con
metil-celulosa, ya que este gel es un vehiculouskedaad muy bueno y un transporte

de suciedad muy util.
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En primer lugar, mezclamos 100 ml de solucion tam@60 ml de agua destilada y
20 g de metilcelulosa.

-Una solucion tampédn utilizada para la amilasal este fosfato disédico de
hidrogeno 17,3 g en un litro de agua destilada.

-Para la proteasa, son 12,2 g de orto fosfato s@iadihidrogeno en un litro
de agua destilada para preparar la solucién tampon.
Por ultimo se afiade la enzima deseada y el gelmatzo se conserva en el
frigorifico cuando no se utiliza.
En algunos papeles donde se observa la corrosida tileta ferro-galica y deben
tratarse en un medio acuoso, se emplean por uteagedes de amilasa, parcialmente
acuosos conteniendo el disolvente metoxi-etandéeglicol metil éter), y por otra
parte, geles de 6xido de polietileno (polietileagl) con aditivos de amilasa y de

metoxi-etanol.
3- Lasaliva

Segun Lesli Smit*¥, la saliva posee una variedad de amilasas que acidre el
almidon y algodon, siendo ideal para romper lasipBgs manchas. La saliva no esta
concentrada (97,5 % es agua) y tiene un pH deP@j®. segun estudios realizados de
O’Hoski demuestran que el agente de la saliva gtigaaen las limpiezas no es la
enzima amilasa sino la proteina mucina, con acedmlsionante y una gran
propiedad tensoactiva.

La saliva se puede fabricar sintéticamente y sdeamgomo gel para la limpieza de
obras de arte. Se puede realizar “ saliva sintétfcd disolviendo 150 mg de
mucina y 150mg de sal de triamonio de acido citeodl00 ml de agua desionizada

a 37 °C. El pH de la solucién debe ser de 7.

13 SMITH, L., “Use of enzymes in textile cleaningreprints of papers presented at the fifteenth
annual meeting of the American Institute for Comaton of Historic and Artistic Works. Vancouver,
British Columbia, Canada, May 20-24, 198&d. The American Institute for Conservation ostdric
and Artistic Works, Washington DC, 1987, pp. 124-13

135 BELLUCCI, R., CREMONESI, P., PIGNAGNOLI, G., “A pliminary note on the use of enzymes
in conservation: the removal of aged acrylic resiatings whith lipase”Studies un conservation
Vol. 44 , 1999, pp. 278-281.

94




Capitulo I. Las enzimas

|.8.3 Proteasas

Las proteasas se han empleado mucho para elimotas § gelatinas animales,
albuminas, caseina, huevo, etc. porque son capaeeslegradar los enlaces
peptidicos. Algunas de estas enzimas consiguealiziar simples almidones, ésteres
y oligopéptidos, sin embargo otras son especifiols para polipéptidos.

Estas enzimas también se utilizan en intervencionés estructurales, donde se
busca la consolidacion, patinado y eliminacion das

No se recomienda el uso de las proteasas en comliaetto con sustancias como la
tempera al huevo y el dorado, porque obviamentendauraleza proteica del
aglutinante, lo hace vulnerable frente a la achidmolitica de las proteasas.

En soportes murales, las proteasas no pueden iharsustratos a base de caseina,
porque la caseina es aplicada como caseinato @d@uai son aniones y las enzimas
son inhibidas. No obstante, la solucién enzimatmasigue reblandecer este tipo de

sustrato que posteriormente se puede extraer ncecaainte.

A continuacidn exponemos varios ejemplos encongrado revistas y libros

especializados en restauracion.

1.8.3.1 Proteasas (proteasa bacteriana, papaina yepsina) en el
tratamiento de pinturas de Gleo sobre tela

Paolo Cremonesi deja siempre bien claro que ardestitizar enzimas, hay que
asegurarse que el estrato a eliminar no es solubf@ocesos mucho mas sencillos.
Antes de emplear las enzimas es necesario conbcetalle todos los elementos
constitutivos de la obra.

En un articulo de “progetto restaurd®®, dos olios sobre tela del siglo XVII —
XVIII, poseian albimina sobre la superficie. Esta &plicada seguramente en algin

proceso de conservacion antiguo. Para su elindinaileron probados tres enzimas

13 BUTAZZONI, N., CASOLI, A., CREMONESI, P., ROSSI, ,PPreparazione e utilizzo di gel
enzimatici, reagenti per la pulitura di opere pwline”, Progetto restaurpAnno 7, N. 16, 2000, pp.
11-19.
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proteoliticas: una proteasa microbiana en gel taagpo a pH 8,4, la papaina
(enzima proteolitica parecida a la pepsina) enageponado a pH 7,4 y la pepsina en

gel tamponado a pH 5,5.

El proceso de limpieza de la albumina fue el sigheie

1. Prelavado de la superficie con saliva artificiarg eliminar los
materiales depositados superficialmente. Estosguuhibir la actividad
enzimatica de las enzimas sobre la patina proteica.

2. Precalentamiento de la superficie a 35 °C con amgéra situada a una
cierta distancia. Asi la enzima actia mas rapidsmepa que la
temperatura superficial es la adecuada para laideadi enzimatica.

3. Aplicacion de la Papaina (fue escogida por su teeng actuacion y por
su pH neutro)

4. Limpieza con un algododn seco, y posteriormentewotensoactivo para
eliminar los residuos que hubieran podido quedatotde enzima como

de elementos de desecho del material.

En este articulo fue demostrado que las enzimaslasajue eliminaban la albumina

y no otros materiales utilizados en la limpieza.

En otro articuldBelluci y Cremonesi**”), exponen la limpieza de un oleo sobre tela
del siglo XVII, la “Deposizion& Este cuadro estaba recubierto por una capa de
suciedad muy consistente, repartida homogénearsehte toda la superficie de la
pintura, e impedia la lectura de la imagen inferi®ara la eliminacion de la suciedad
se utilizé un gel de proteasas, y seguidamentdiregaron mecanicamente con un
bisturi algunas manchas de pequefias dimensionesiidadas por la superficie.
Después de la limpieza, se observo la existencimndestrato de barniz heterogéneo

y antiguo sobre la superficie.

137 BELLUCCI, R., CREMONESI, P.“L' uso degli enzimi nella conservazione e nel aasb dei
dipinti”, Ed. Kermes: arte e tecnica del restaurml. 7, n. 21, Firenze, 1994, pp. 45-64
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1.8.3.2 La tripsina para separar papiros de capaselyeso

La enzima tripsina se utiliza cuando los adhesdesestauraciones antiguas son de
naturaleza proteica. La tripsina hidroliza péptjdamidas, esteres y uniones de los
grupos carboxilos de la arginina y lisina (amindés). Debido a que los pegamentos
a base de colageno contienen lisina, la tripsir@paz de desintegrar el pegamento.
Margot Wright**® utiliz6 esta enzima para separar papiros de adggeso. Aunque
ella puntualiz6 que era necesario afadir hidréxddosodio 1 N (4% wl/v) para
mantener estable el pH. La tripsina consigue ungomectividad cuando la solucién
tiene un pH 7 y esta a una temperatura de 25 °Capinaciones concretas, es
posible aplicar la solucién enzimatica con una baggara eliminar tiras de papel. Se
deja actuar la solucion durante unos minutos ye8ean los fragmentos con pinzas.

Por dltimo, la enzima se inactiva con alcohol.

1.8.3.3 Proceso de restauracion de una coleccion demos!**®!

En un estudio realizado en Espafia fue empleadapkina en una coleccion de
cromos para la supresion de restos de cola queddraites de eliminar sin afectar a
los pigmentos.

Después de efectuar diversas pruebas [Tabla bjarbbe a la conclusion que el
empleo de la tripsina era el mas adecuado paratébikdad y eliminacion de

manchas de los cromos.

ESTABILIDAD DE TINTAS ELIMINACION DE MANCHAS
AGUA 202 ++ -
AGUA 452 + -
TRIPSINA ++ ++
AGUAY ETANOL - -

Tabla 10. Tabla del articulo de Paloma Sanchezristian Priebe, publicado por internet.

138 WRIGHT, M., “A method of extracting papyri fromtannage” Studies in conservatioivol. 28,
n. 3, 1983, pp. 122-126.

139 proceso recogido del articulo publicado por irgern
http://perso.wanadoo.es/sanchez.priebe/articaio.ht
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Protocolo de actuacion

1- Preparacién del bafio con la solucién enzimatica

» Para la preparaciéon de la solucidon enzimatica,nggle® una concentracion de
tripsina de 2 mg/l (5000 U/l) en agua de Bejis (Ei&n). Esta agua contiene
altas concentraciones de carbonatos y carece e clo

» EIl pH correcto de la solucion enzimatica tiene gee7. Por lo tanto este pH se
controlé con la ayuda de un tampon adicional deréodo el tratamiento para no
sufrir una disminucion de la actividad enzimatica.

* La temperatura 6ptima para la actividad enzimélizaante el tratamiento es de
25 °C.

2- Lavado
La duracion del lavado varié entre 5 y 15 minutba. capa pictérica de las
cromatografias suelen ser inestables en lavadésngamos. Sin embargo, este corto
tiempo de inmersion no afecta a la policromia dectomos.
Se debe controlar visualmente la desintegracidéadietsivo y de las manchas de los
cromos hasta que se reduzcan casi por completo.
En capas gruesas de adhesivo es necesario repejiefacion hasta conseguir su

disgregacion.

3- Aclarado
Después del tratamiento es necesario eliminardst®s de cola y enzimas. Con un
lavado de agua destilada se elimina el 99 % denasnas, y el 1 % restante se
desnaturaliza irreversiblemente. De todos modossegundo lavado eliminaria

practicamente todas las enzimas y restos de csitantes.

4- Secado
El cartoncillo sustentante de los cromos tenia #h ge 5.5 (acido) y fue

desacidificado como el resto de los cromos conoceto calcico.
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Los soportes, una vez despegados y limpios, fuglisados en una prensa mecanica

y los cromos con una ligera presion entre secantaislas de madera.

5- Recomposicion del conjunto
Las fotos de detalle, la cartografia y las hualladas manchas de cola ayudaron a
recomponer el estado original del conjunto trakderomos y cartoncillos.
El adhesivo empleado fue la metilcelulosa y PVAIra proporcion de 100:5.

1.8.3.4 Textiles islamistas de la coleccion Bouvi€f®

En la coleccion Bouvier de Francia, poseian ungilde que estaban pegados con
cola animal sobre cartones, lo que acidificabaagifizaba los textiles. Ademas, por
una parte algunos fragmentos de chales finos yildgagestaban rasgados y
agujereados, y por otro parte, en algunas zonhalsia colocado otro textil entre el

textil islamista y el soporte de carton.

- Tratamiento:

El tratamiento fue realizado localmente con colagas antes del lavado general:

En primer lugar se adecu6 el lugar de trabajoprepard el material necesario:

-Se embebié dos papeles secantes con tampon fdptdt@) y la enzima. Estos

papeles se pegaron entre si con unos puntos deSmlaoloco un textil de seda
artificial sobre el papel secante para separarpegtel del tejido original durante el

tratamiento. De esta manera no se adhieren filmaginales al papel secante. La
solucion enzimatica debe permanecer constanterae8ieC.

Una vez preparado todo el sistema enzimatico, keamn sobre los tejidos, los
papeles secantes con el tejido separador sintgticada 10-15 minutos se dio la
vuelta a los papeles hasta que las colas se disoivi Se pueden ir cambiando los

MORASTER, B., RINUY, A., « Elimination de "restauratis" antérieures sur des textiles islamiques
de la collection Bouvier: analyse et traitementa, conservation des textiles anciens: journées
d'études de la SFIIC, Angers, 20-22 octobre 18a4, SFIIC, Champs-sur-Marne, 1994, pp. 277-282.
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papeles para renovar las enzimas, mantener unaetamg constante y evitar la
disminucién de la actividad enzimética.

Posteriormente, se realizaron varios lavados. Enegprlugar, un lavado local (en un
medio tamponado) a una temperatura fria para elimaenzima y luego otro con
agua desmineralizada templada. Después, se efagtudavado general con

Tinovétine (detergente no i6nico) al 0,05 % en ageamineralizada y CMC

(carboximetilcelulosa) al 0,005 %. Y por ultimo, lagaron los tejidos cuatro veces

con agua desmineralizada.

1.8.3.5 Colagenasas en la restauracion de escultsrgolicromadas de
madera

En un articulo de OPD Restadtd", Giorgio Garabelli describe cuatro ejemplos en
los que aplica enzimas. Las intervenciones constabai siempre de dos fases. La
primera era siempre de consolidacion, ya que lécoohia de las estatuas se
encontraba siempre en mal estado. La segunda eshnimacion de repintes y

estratos no deseados mediante enzimas.

En el primer ejemplo, la escultura tratada pose&mblicromias que fueron en un
primer momento consolidadas con colageno. El estlatia superficie era un repinte
con un aglutinante de cola animal y la capa pictodriginal que se encontraba en
muy mal estado, no contenia colageno. Por esteropdéi enzima colagenasa actué

solamente sobre el repinte y el consolidante agibica

En la segunda escultura, estudios estratigrafiagjarah ver que existian tres
estratos: uno original, un repinte y una capajdeifin formada por una cola proteica
fiborosa. Para eliminar los dos estratos no deseas®sprepararon soluciones
enzimaticas con:

- Un gel acuoso al 75 % para un tratamiento pradog

- Papetas de celulosa para una duracién entrel60 yninutos,

141 GARABELLI, G., “Unita di metodologia e applicazione di prodottilb@ici nelle operazioni di
restauro di sculture policromeQPD restaurg N. 10, 1998, pp. 112-120, 132-133
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- Impacos de papel japonés (granol7) para procapaos.

Para poder suprimir homogéneamente los estrasplacentraciones de la enzima
dependian de cada zdh¥'.

En el tercer caso, existian una capa pictéricairaiigy un repinte compuesto de

cenizas, carbdén vegetal y un aglutinante dificilidientificar. Esto provocaba que

para la eliminacion del estrato superficial eraesacio la utilizacion de solventes

muy agresivos. Por otro lado, la pelicula picténdginal era a la caseina por lo que
la colagenasa no le afectaba y por ese motivodigeon emplearla.

La primera fase del trabajo consistia en la impaegm de la superficie del repinte

con cola de pescado (colageno). En un primer mavsnaplicd una concentracion
de enzima muy elevada (1,5 mg/10 cc de agua dimfjlg la operacion se repitid

hasta la pérdida de la actividad enziméatica. Estbarmotivado por la dificultad que

existia para separar el estrato original del esttah la cola de pescado superficial.
Posteriormente, la concentracion se redujo a 0@Q0ncc para mantener constante
la proporcion de enzima/sustrato, y se aument@tigidad enzimatica elevando la

temperatura a 37-41 °C.

En el dltimo caso, utilizaron otra vez colagenasalsre sustratos proteicos. Estas
enzimas se aplicaron sobre la pelicula pictéried gorado sin alterarlas, ya que la
composicion de silicatos de hierro y aluminio dell ibhibia la actividad enziméatica.

No obstante, la solucion acuosa de la solucionneditzia puede degradar el dorado

Si no se actla con cautela.

142 Ccada zona podia poseer un grosor diferente, pmiasée inhibidores o cofactores, etc.
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1.8.3.6 VERON® P (proteasas) en la restauracion dena escultura de
terracota policromada

Reiteramos que las enzimas pueden hidrolizar difesemateriales. Es importante
conocer la naturaleza del soporte de la obra @eyads materiales que constituyen
tanto la capa pictorica como los materiales queatess eliminar para no degradar
lo que no deseamos durante un tratamiento enzimatic

La aplicacion de geles enzimaticos soluciona algwproblemas como el exceso de
humedad y hace factible el uso de enzimas en chfécites de tratar.

El lacado y ceramica no parecen ser soportes semsibagua. Sin embargo, existen
obras como una escultura de terracota policromadargté Roberto Bonofit¥! | la
cual presentaba una gran pulverulencia entre larpotia, preparacion y soporte y
ademas, poseia una capa de suciedad de negro degulao, etc., que podia inhibir
la solucién enzimética.

El tratamiento consistio en un primer momento,aeodnsolidacion de la policromia
con cola animal mezclada con fungicida. Bonomifiggrila homogeneidad de la
capa de consolidante con rayos ultravioletas. Rosteente rebajo las escamas de la
policromia, con una espatula termo-regulable (T 2-80 °C) y aplicé una solucion
enzimatica de VERON® P (SciBf* (con un pH 7 a una T 2 de +/- 40 °C), durante
un minuto. Después elimind con tampones humedosxadso de cola y suciedad
(que contenfan ademas enzimas) e inhibié las esziroa tricloroetarf™. Por

altimo, verifico la eliminacion superficial de lala mediante una lampara de UV.

143 BONOMI, R., “Utilizzo degli enzimi per il restaurdi una scultura in terracotta policrom@pPD
restaurg N. 6, 1994, pp. 101-107, 162.

144 Desconocemos el tipo de enzima que es. No obstanf®nemos que es una proteasa. Hemos
encontrado por internet http://www.abenzymes.comefitphp?section=202&page=2291 que los
productos de VERON llevan proteasas, sin embargtaiERON ® P no aparece qué tipo de
enzimas es.

145 El uso de este disolvente puede ser reemplazadotms soluciones menos toxicas como por
ejemplo, el etanol en agua. Ademas, sabiendo gQoédi enzima es, se puede buscar un inhibidor
especifico.
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1.8.3.7 Proteasas en muebles

La proteasa en limpiezas de muebles sirve parapieesion de materiales proteicos
como por ejemplo residuos de adhesivos en supEsfigntadas.

Algunos estudios demuestran que el uso de colagen@soteasa) disminuye el
tiempo de eliminacién de colas fabricadas a paeircolagend™*®, consiguiendo
suprimir completamente la cola, en solo media hbBste catalizador aumenta su
actividad enzimatica al aumentar el calor y humedad

Por otro lado, en el articulo deIBOULOT y BOUCHER,recomiendan la aplicacion de
la enzima en un gel de metilcelulosa. Porque aumgsilte mas lento que otros
medios (como la mezcla de etanol y agua), se coasgpntrolar la humedad
excesiva del soporte y una humidificacion mas Ieadh.

Los autores preparan el gel mezclando 2 g de rektitcsa en 100 ml de agua, dejan
reposar durante horas removiendo regularmente icelelosa para no crear
grumos en la solucién viscosa. Y, una vez prepaerldgel, se afiade la enzima

colagenasa (1 g/l) directamente en el gel.

1.8.4 Lipasas

Estas enzimas hidrolizan triglicéridos y se emplsabre todo, en limpiezas de la
capa pictorica para suprimir 6leos secativos (lbambleo-resinosos, repintes...) Las
lipasas tienen como ventaja, la estabilidad eneswds organicos. Por lo tanto son
una herramienta muy efectiva en la limpieza deupast Ademas, algunas de ellas
actian como esterasas, siendo capaces de elingirees ¢ resinas sintéticas, como
esteres acrilicos y vinilicos. No obstante, estagngas son inhibidas en algunos
repintes oleosos que contienen pigmentos, comarel ytierra, azurita, malaquita,

minio, etc. Estos contienen metales pesados (FeHBp Cu) que actGan como

inhibidores en contacto con la enzima.

146 TRIBOULOT, MC., BOUCHER, N., «Déplaquage par folgse enzymatique des colles
animales ».La problématique des techniques et des adhésifgallage dans la conservation-
restauration: journées d'études APROA - BRK, BieseR1-22 novembre 2001Ed. Association
professionnelle de conservateurs-restaurateurawdeg d'art (APROA)Bruselas, 2003, pp. 31-45.
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Se recomienda evitar el uso de las lipasas direst@rsobre el estrato del color de
una pintura al 6leo y en vidrios coloreados. Eluighnte del estrato puede ser
degradado por la accion enzimatica de las lipgSamsembargo, es posible su uso
cuando la capa pictorica esta barnizada. En lasogicdtoloreados, la utilizacion de
lipasas puede causar alteraciones del color, paqtiein sobre el aglutinante que
suele estar compuesto por componentes proteftifébs

Por ultimo, las lipasas se emplean en el munda devlnderia industrial para lavar
tejidos, desengrasar el cuero, etc.

A continuacion exponemos varios ejemplos enconfra@m la bibliografia

especializada sobre el empleo de lipasas en rastanrde obras de arte.

1.8.4.1 Separacion de una obra en papel pegada ampapel

Otro ejemplo a tener en cuenta es el estudio esipor Agnés Gaullt®. En él
describe como llegbé a separar un papel pint&o Champ de tir” pegado a otro
papel. Para ello cred copias sobre las cualesiéstddno eliminar los puntos de
pegamento constituidos por aceite y blanco de pldbespués de varias pruebas,
llegd a la conclusion de que la mejor manera daraepos dos papeles sin dafarlos
era con la utilizacién sucesiva de una soluciérosawcon 0,2 g de lipasas y 0,1 g de
trizma. Y seguidamente, aplicé un gel con las mgg@ncentraciones de lipasas y
de trizma durante 35 min. La solucion y el gel evéico debian tener un pH de 7,8

y una temperatura de 32 °C.

Para disminuir el tiempo de actuacién de los tigéicero acilhidrolasas (lipasas), se
puede escoger una enzima que tenga una actividgor mae la estudiada. Ya que

estudio§*® sobre la cinética de las enzimas demuestran aquehizopus mucor

17 Informacién obtenida del articulo de Nieves Valeetiml. Analyses of deteriorated Spanish glass
windows: cleaning methods using gel systems

198 GAUDU, A., « Etude et conservation-restoration toeis esquisses peintes & I'huile sur papier
imprégné ...»|nstitut national du patrimoine. Mémoire de fintdiées,Ed. INP-IFROA, Paris, 2002.
M9NINI, L et al, “Lipase catalysed hydrolysis of shehain substrates in solution and emulsion: a
kinetic sutdy”,Biochimica y Biofisica Actan®1534, 2001 p.34-44 (www.bba-direct.com)
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mieheiy humicola lanuginosdéienen una actividad mayor sobre las largas cadéea

triacilglicerolos pero nunca han sido utilizadaseemundo de la restauracion.

1.8.4.2 Eliminacién de peliculas acrilicas

Roberto Bellucci, Paolo Cremonesi y Ginebra Pigotidi*® utilizaron de forma
experimental lipasas para hidrélizar los sustratograsos, de las peliculas acrilicas
de Paraloid® B — 72 envejecidas.

El experimento consisti6 en preparar las lipasasvamientes de laCandida
cylindracea(500 mg) disolviendo en 100 ml de gel preparadoagua desionizada
(100 ml) y tamponado a un pH 8 <con 265 mg de TRIS
[tris(hidroximetil)Jaminometano] y 444 mg de la Dbas@RIS [tris
(hidroximetil)aminometano hidrocolorido] y 2 g destilcelulosa calentada hasta los
39 °C al bafio maria. La superficie de la capa pozté&ge templo a 30 °C usando una
lampara de 40 W.

Las lipasas actian sobre las uniones de esterdllickegradando peliculas oleosas
envejecidas. Esta utilizacion es menos toxica wyneaudo, una alternativa menos

agresiva que los disolventes organicos polareszglae alcalinas.

1.8.4.3 Lipasa para el tratamiento de pinturas sobe tabla

Belluci y Cremonesi dan otro ejemplo sobre limpseea el mismo articulo que antes
(1511 | a obra tratada es un temple sobre tabla ded 3y, “La Visitazione con San

Giuseppe, San Zaccaria e quattro angelgue habia sufrido las vicisitudes
histéricas, la recomposicion del siglo XVIII y ilaundacion de Florencia de 1966.
Debido a todo esto, la imagen aparecia desfiguraet@rogénea, con pasmados,

repintes en varias zonas, atravesada por grietds amdera y levantamientos del

10BELLUCCI, R., CREMONESI, P., PIGNAGNOLI, G., “A pliminary note on the use of enzymes
in conservation: the removal of aged acrylic resiatings whith lipase”Studies un conservation
Vol. 44,1999, pp. 278-281

151 BELLUCCI, R., CREMONESI, P., “L' uso degli enzimelta conservazione e nel restauro dei
dipinti”, Ed. Kermes: arte e tecnica del restaurml. 7, n. 21, Firenze, 1994, pp. 45-64.
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color. Todo esto provocaba una vision del conjinastante alterada y los colores no
mostraban ya su luminosidad, saturacién y nitidews analisis revelaban que la
patina marrén contenia sustancias proteicas cdafmarceras y resinas, resinas
naturales y sintéticas, goma laca, Paraloid o Vin®or lo tanto, en esta ocasion
fueron empleadas lipasas en gel en varias aplitasjoya que la naturaleza
compositiva del material a tratar, no permitia setaima conseguir un resultado
satisfactorio.

Tanto en el primer caso con proteasas como engehde con lipasas, el gel fue
eliminado con un hisopo seco y después humedo.URiaro se limpié la zona

tratada con esencia de petréleo.

1.8.4.4 Geles de Wolbers para la limpieza de lienzo

Wolbers tiene diversos estudios realizados solw@aimas. En su librGleaning
painted surface$§®? expone varios ejemplos de tratamientos sobre liedro de
ellos, era la eliminacion de una capa de 6leo guengontraba sobre una capa de
resina natural.

Segun Wolbers, la presencia de una capa seca itle @weima de una antigua resina
natural, revelaba la eliminacion del aceite origdla pintura en algin momento de
su pasado. Por lo tanto, se decidid eliminar etatstde aceite afiadido con
posterioridad. La pintura fue consolidada con PVAAA, 20 % en tolueno. Para
manipular el aceite de la superficie de la pintsirapreocuparse por el estrato de
resina inferior, se cred un sistema enzimaticofdetde. La férmula para el gel de la
lipasa que se utilizo es:

- 100 ml agua (desionizada)

- 0.66 g de Tris-HCI (Trizma pre-set tampon, pH) 8.4

- 1.6 g de Hidroxi propilmetil-celulosa (4000 cps)

- 0.1 ml de Triton X-100

1%2\WOLBERS, R.Cleaning painted surfaceEd. Archetype Publications Ltd, London, 2000.
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- 1 g de lipasa (tipo sigma Vitandida cylindracea700-1500 unidades/mg 30 % de

lactosa)en polvo seco liofilizado.

El gel de lipasa se aplico sobre la superficieadpihtura, mediante una brocha de
cerdas sintéticas (00). Después el aceite y elrrabtpie habian sido solubilizados
se retiraron por medio de un disolvente. De estaenaa la zona tratada fue después

aclarada con saliva sintética, secada con airéayaaa con alcohol mineral.

1.8.4.5 Estudios contradictorios al gel de lipasaedWolbers

Segun el estudio realizado por Susannah Khdx la enzima lipasa utilizada en los
geles de Wolbers no puede catalizar la reaccibgueoes completamente inhibida
por el detergente Triton X-100. Ademas el alto pél ld mezclad'®¥ ralentiza
también la actividad enzimatica de la lipasa htdtpunto que es inapreciable en el
corto tiempo que se aplica sobre la pintura. Estede afirma que no es la accion
enziméatica la que limpia un barniz envejecido sihefecto de otros factores.

No obstante, la utilizacion del detergente no-ioniciton X-100, no inhibe todas las
enzimas y desconocemos si inhibe completamentéplasas. Estudios realizados
por Piet Van Daler*®™ para separar unos dibujos de unas tablas pegamios c
almidon, prueban que la adicion del Triton X-10@na solucion de amilasas Dex-Lo
S con CaCl (estabilizador de la enzima en soluciones acugsaspca un aumento
de actividad enzimatica, acelerando de esta maslepioceso de disolucién del

almidon.

133 KNOX, S.,“An assessment of catalytic activity in Wolberga$e gel using an enzyme assay”,
Conservation news. 58, London, 1995, pp. 47-48.

%4 E| pH de la mezcla es de 8. Este pH no ralentizexeeso como afirma la autora del articulo.

135 VAN DALEN, P; STOKMANS, J. “Research into the uskfess of enzyme treatments in
separating prints from their backings”.
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Otros investigadord$®®, pusieron en marcha un protocolo de investigasidne la
limpieza enzimética con lipasas. Fue realizado paexiguar si la utilizacion de
lipasa realmente eliminaba estratos de 6leo ecidejg, sobre un plato de cristal.

El gel con la enzima estaba compuesto por:
1- 300 mg de hidroximetilpropilcelulosa en 20 ml deiag
2- Luego el gel se mezcléo con 10 ml 0,1 M de tampdsm tr
(ajustando el pH a 8,4 con HCl o a pH 7,7)
3- 0,02 ml de Triton X-100.
La concentracion de la enzima lipasa VIl (E.C. B3.deCandida cylindracea
Sigma L-1754) era de 10 mg/l (=8600 u/ml)

El resultado no fue satisfactorio y los autoregvairon que la lipasa no eliminaba el
Oleo envejecido en las condiciones dadas y quenezdé eran los componentes del

tampdn los que limpiaban.

1.8.4.6 La lipasa para la eliminacién de sustratoen muebles

En los tratamientos de muebles, utilizan la lipsslare todo para eliminar peliculas
oleosas, esteres de grasas, aceites (lipidos)ediatson capaces de romper las
uniones de capas oleosas por hidrdlisis, pero thudad puede verse entorpecida o
dificultada, por el limitado acceso a los enlacgereen una capa de aceite mezclada
con otros materiales. Ademas, la presencia de ml@®rsolidos, pigmentos o
componentes de la resina dentro de la capa deeagriede inhibir la accion
enzimatica.

Los barnices de resina no se ven afectados ponZena en los tratamientos de
limpieza, pero pueden ser dafiados si se utiliza sahacion enzimética con pH
excesivamente alcalino. La lipasa trabajara soltaenterfase entre la solucion de

limpieza y el sustrato, la cual es relativamentqupéa en el caso de superficies

1% WESER, U., WUNDERLICH, C.,“ Removal of aged oihfis by lipase: a placebo phenomenon”,
Zeitschrift fir Kunsttechnologie und Konservieru#grich, 1996, pp. 147-152
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decorativas. En muchos casos, la hidrolisis pardalla proteina o lipido, es

insuficiente para facilitar la retirada de un az@id deseado o material proteico.

1.8.5 Reductasas y peroxidasas para la eliminaciéme las manchas
de foxing.

Un estudio realizado por Patrick Choisy y ArianeLdeChapelle, demostré que era
posible eliminar las manchas de foxing utilizandaimas en un medio acuoso, con
un pH controlado, y a temperatura ambiente sin eanpmétodos quimicos y
conociendo las moléculas cromoforas presentes @orda

Para ello existen dos maneras diferentes de procede

En la primera se utilizan reductasas especificascatia grupo cromoéforo. El
problema que existe para esta operacion es el endi@launa cadena de enzimas,
dependiente de la diversidad de los grupos croragfor

En el segundo método, se usan peroxidasas funguasoxidan las moléculas
aromaticas, conjugadas o poliaromaticas. La verttajasto, es que soélo se afade
una enzima. Sin embargo este sistema no es tagifespeomo las enzimas en
cadena.

La prueba realizada para el blanqueamiento de dozam Manganeso peroxidasas
consistié en sumergir los papeles deseados enalnei® de tampon tartrato pH
55, 50 nM, HO, 4 mM, MnSO4, 4 mM con concentraciones variables de
manganeso peroxidasa.

Los resultados obtenidos fueron de un 33 % de bkmen 4 horas de inmersion. La
actividad enzimatica fue de 6 800 Unidades de idetivde manganeso peroxidasa.
No obstante, existen varios inconvenientes com@Helde la solucion que es
ligeramente acido y el tiempo de inmersion queretopgado. A pesar de esto, el

tratamiento es menos agresivo que los blanqueadanescos.
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De todos modos, aun queda mucho trabajo para gamamd inocuidad de este
proceso, a pesar de que ya a partir del aino 18820aocido el empleo de enzimas
para blanquear el papel, segtin aparece en unlaftfélide ese mismo afio.

1.8.6 Lisozimas para desinfectar unas vidrieras @afolas

Nieves Valentin, Andrés Sanchez e Isabel Herf&8zpublicaron la utilizacién de
un gel enzimético para desinfectar y limpiar ldstates de unas vidrieras.

Para desinfectar las vidrieras @acillus Subtilis,fue aplicada una mezcla de
lisozimas al 0,1 % en un gel de agarosa con uneeodracion menor al 1,5 %. El gel
enzimatico se aplicé con una brocha y se mantuvantel 24 horas.

El gel de agarosa con el biocida actia por contatambién por filtracion. Este gel
se elimina facilmente una vez seco y ademas seepneedrrir a la enzima agarasa
para eliminar los posibles restos del gel sobkaedeio. En concentraciones de 1% de
gel los residuos que se encuentran son insigniBsan

Para limpiar la suciedad de cristales no coloreasios problemas fisicos ni
estructurales, se utilizd metilcelulosa (2 %) A$ip (0,1 %), y agarosa (1 %) / lipasa
(0,1 %) durante cuatro horas. La eliminacién deréssduos de la limpieza consistid

en el uso de un hisopo hiumedo con agua destiladgpsterior secado.

15" KEYES, KEIKO, MIZUSHIMA, “Alternatives to conventnal methods of reducing discoloration
in works of art on paper’Rostprints from the AIC tenth annual meeting, Milkee, Wisconsin, 26-
30 May, 1982Ed. American Institute for Conservation, Washimyt1984, pp. 100-104.

18 \VALENTIN, N., et al.,“Analyses of deteriorated Spanish glass windowsarming methods using
gel systems” Triennial meeting (11th), Edinburgh, 1-6 Septemk8©6, ICOM Committee for
Conservation, Paris, 1996, pp. 851-856.
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Il Practica con enzimas

El uso de enzimas en restauracion no es un sistamaempleado debido al
desconocimiento de su empleo y accion. Muchos sleskstauradores piensan que las
enzimas son incontrolables, dificiles de manejadegconocen el alcance de su
actividad. Por este motivo prefieren usar disolesmjue son perjudiciales para su
salud. No obstante, la accion y penetracion deissivinte en una capa pictérica no
son muy controladas y se desconoce si con los@ieden ser perjudiciales para la
obra y para el restaurador.

En esta tesis, se intenta estudiar una alternatasinocua que el uso de disolventes,
con el empleo de enzimas. Por lo tanto, despudsaanentarse profundamente con
todas las publicaciones mas destacadas de laidathabe decidio realizar practicas
con las que hasta ahora se vienen aplicando.

Esta practica intenta reproducir la aplicacién deireas en cualquier taller de
restauracion que no posee los meétodos cientificamaquinas especiales para
conocer el tipo de las enzimas que han compradocdeacteristicas de su uso -
temperatura, pH de la solucién, cofactores neawsgrara la correcta actividad
enzimatica, etc.- De esta manera se recrea comoicoar algunas dudas relativas a
las enzimas y saber descartar a tiempo estas mastantes de aplicarlas sobre una
obra de arte real.

Para esta practica se compré amilasas, lipasassyetzimas denominadas
comercialmente, mix de enzimas. Todas ellas veaféemuna solucién soportante
especifica para cada enzima y una solucion de degaderal de enzimas.

La solucién soportante es un gel, posiblemente lHoetilosa y viene con una
pelicula aislante de parafina que impide el atdouoteriano. No obstante, se observa

unas manchas mas oscuras de dudosa naturaleza.
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Por otra parte, no sabemos si las amilasas possemwfactore§®® necesarios para
su correcta actividad enzimatica;, esto se compéoltan su aplicacion sobre
materiales amilaceos.
Las soluciones son el mismo liquido para todastasmas y posiblemente contenga
algun tipo de sustancia que desnaturaliza las erszim
Una vez mezclada la enzima con el gel, tiene unacthn aproximada de 15 dias si
se conserva a una temperatura de entre 4 °C y.20 °C
Entre las sustancias que pueden ser hidrolizadasagda enzima:

- Las lipasas eliminan sustancias grasas comodess,cresinas sintéticas
como esteres acrilicos y vinilicos y, aceites $eusit

- Las amilasas hidrolizan sustancias amilaceas dasi@olas de almidon,
colas de pasta, gomas vegetales, harinas y alnsdone

- Y por ultimo, el mix de enzimas es apto paraupresion de sustancias
proteicas como las caseinas, colas y gelatinasatesimalbuminas y huevo. Con esta
ltima descripcién imaginamos que existen proteasasbstante, al no especificarlo
debemos realizar diferentes pruebas sobre divemsaigriales para deducir la
composicion de este mix de enzimas. Por este motlescartamos su uso. Si

deseasemos eliminar estratos proteicos, es majgureo proteasas.

II.1 Metodologia de la prueba

La metodologia que se llevara a cabo en esta presbaen primer lugar la
preparacion de las muestras con diferentes técpica®icas y diferentes manchas
y, posteriormente se envejeceran aceleradamentmamaquina especial para tal
fin. Por dltimo, se aplicaran las enzimas y se ntasa las diferentes reacciones.

Con esta prueba, se busca la practica del empletdifelentes tipos de enzimas
comerciales y conocer el poder hidrolitico de |lagiraas comerciales y si el

preparado que se vende para su empleo es el adecuad

%9 |as a-amilasas son enzimas que necesitan los cofactize€d* para su correcta actividad
enzimatica. Estos cofactores ayudan a mantenesttactura terciaria o a estabilizar la estructura
cuaternaria de la proteina.
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[1.1.1 Preparacion de las muestra

En primer lugar, se prepararon unos papeles deal@amArches, fabricados c
fibras 100% algodén, de grano fino y n un gramaje de 300 gffrcon tres técnice
pictoéricas diferentes, que son unas de las maseawigs por los artistas sol
soportes de papel:

- Acuarela

- Témpera

- Acrilico.
Sobre estas muestras y sobre otros papeles quenien tpintura, se aplicen
diferentes materiales para mancharlas. Se utihoéaate (chocolate con leche de
marca Lind), ceracauarelable negra (de la marccualux), un rotulador permaner
negro (permanent marker de la marca edding ® 5@y, blanca, Plextol® B50!
cola de harina, huevo, un boligrafo negro, un lapiz HBealizamos mezclas |
diferentes materiales como huevo, harina y choeotatla vez, o pintar con
boligrafo y por encima huevo [figura6, 17, 18 y 19].
Posteriormente se envejecieron las muestrn las manchas durante una sem
(165 horas) en la maquina de fotodegradacién SOL Ronle de Metrote*®”, que
se encuentra en el laboratorio de restauracionadeatultad de Bellas Artes

Leioa.

) R ) c)ler

Figura 16 Papeles blancos manchados a) chocolate, engrudo de harina, huevo y cola bla)
chocolate mas huevo més harina y cola de conefera) rotulador, plextol B500 y boligre

10 Todos los datos referentes a esta maquina, viesgecificados en el capitulo de Materials
Métodos .
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a) ] - s : - b
Figura 17. Acuarela manchada con a) cola blanejditharina y chocolate, y b) plextol B500,
rotulador, cera y chocolate con harina

a) b) ] bl
Figura 18. Tempera ensuciada con harina, cola &éldnevo, lapiz, plextol B500, rotulador,
chocolate y boligrafo mas huevo, b) chocolateg,galextol, cola blanca, harina, lapiz, rotulador,

boligrafo y huevo mas chocolate, c) harina, cadamtd y huevo.

a) b I
Figura 19. Acrilico con a) cola blanca, harina,adlate y huevo, b) cola blanca, harina, chocolate y
huevo.
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11.1.2 Aplicacién de enzimas

En primer lugar, se deja durante media hora queptoductos cojan temperatura
ambiente y posteriormente mezclamos las enzimadasogeles correspondientes
[figura 20 y 21]. Se deben mezclar con suavidac par desnaturalizarlas y evitar
gue las enzimas pierdan su actividad enzimatica.

El documento adjunto de cada enzima, indica quieaice falta calentar la superficie
de la obra pictérica. No obstante, se debe recogder cada enzima tiene una
temperatura Optima de actuacion y que calentardigente la superficie pictérica,
mejorara la actividad enzimatica porque se acer&sa ansu temperatura Optima de
actuacion. Para tal efecto, se utilizara una medazlque calienta un poco el papel y
el bote donde hemos dispuesto las mezclas enzanakxiste también la posibilidad
de calentar una pelicula pictérica con una lamparandescente a una distancia de
seguridad.

Para esta practica soélo utilizamos un cuarto daféidad de cada producto.

MiIX ENZIM
Conscrvare il

kn:""m n lugar fresco (entre 4 CY k-
l’ﬁ. nido neto
% de caducidad

Figura 20. Soluciones soportantes y enzimas.
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Figura 21. Mezcla de la solucién soportante corlasmas

Una vez realizada la mezcolanza, aplicamos sold@ iwencha un tipo diferente de

enzima con un pincel suave o con un hisopo. LacEéleale cada enzima depende
del tipo de sustancia que deseabamos eliminar gajerte de la obra. Este es un
factor importante a la hora de elegir un tipo deirea si no deseamos dafar la capa
pictoérica.

El tiempo de aplicacion varia entre 1 y 10 minuiempre debemos experimentar
los tiempos de aplicacion antes de impregnar tedauperficie con la solucion

enzimatica.

[1.1.3 Elecciéon de cada enzima

Los criterios para seleccionar una enzima viengnlaglos en primer lugar, por la

naturaleza del material que deseamos eliminar dé@imiproteinas, materia grasa) y
en segundo lugar, por la naturaleza de los matsrge constituyen la obra (para no
alterarlos). Estos dos factores determinan la cthseenzima (amilasa, proteasa,
esterasa o lipasa) que debemos escoger. Luegodgt@raninar el tipo especifico de

la enzima necesaria, tenemos que tener en cuentataiciones de trabajo de ésta
(pH, temperatura, tiempo y modalidad de aplicaciqng deben ser compatibles con
las caracteristicas de la obra. Por ultimo, elecal# cada proteina determinara
definitivamente su eleccion.

En esta practica, conociamos la naturaleza de #hmas y las técnicas pictoricas
empleadas.
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La eleccion de cada enzima dependera como hemosianado con anterioridad,
del sustrato a eliminar. Por ejemplo, las lipagpge hidrolizan grasas y resinas
sintéticas, servirdn para eliminar las manchashbeatate, cera, cola blanca y la
mezcla de chocolate y huevo; las amilasas que It@dno el almidén, seran
depositadas sobre la pasta de harina y la mezathatmlate con huevo y harina; y
el mix de enzimas lo extenderemos sobre muchos tipananchas, para conocer el
alcance de su poder de limpieza. Las dispondrembge sel huevo, chocolate,
Plextol® B500, cola blanca, rotulador permanentdigbafo con huevo, chocolate
con huevo, chocolate con huevo y con engrudo deadddesconocemos el tipo de
enzimas presentes en el mix de enzimas. No obstnemos que en esta mezcla
existen proteasas, lipasas y quiza restos de enm@mas.

Suponemos que en algunas manchas compuestas poentbs materiales sera

necesaria la aplicacion de diferentes enzimas, desisués de otras.

La seleccion de una enzima viene condicionada @dédnica pictorica y por el
soporte artistico de una obra. Sabemos que exigisgo de dafar la pintura de las
técnicas pictoricas sensibles al agua (el guaclaeaguarela) al aplicar sobre ellas
geles de base acuosa. A parte, las amilasas paésldar a la goma arabiga cuando
deseemos eliminar el engrudo de harina, pueste@sgas enzimas hidrolizan gomas
vegetales. Ademas, desconocemos la composiciotaedacmix de enzimas, y por
tanto, no sabemos si esta mezcla de enzimas piettaraa la goma arabiga de la
acuarela y del guacH¥Y o a la resina sintétidd®? de las pinturas acrilicas, en el
caso de que el mix enzimatico posea amilasas gdfpalLas lipasas suelen ser
empleadas para eliminar resinas sintéticas conswessacrilicos y vinilicos, por lo
gue debemos tener sumo cuidado en no dejar deroagatpo las lipasas o el mix
de enzimas sobre la superficie de las pinturaiGsipara no ser afectadas.

A pesar de todo esto, queremos observar qué leesack capa pictérica en contacto

con los geles enzimaticos comprados.

181 MALTESE, C.,Las técnicas artisticagsd. Manuales arte Catedra, 122 edicién, Madri®320p.
317-322. La acuarela estd compuesta por goma arédmgna vegetal, resina de acacia) y el guache es
un temple de goma arabiga y una carga.

182 HAYES, C.,Guia completa de pintura y dibujo. Técnicas y Mates, Ed. H. Blume, Madrid,

1980, p. 68. La pintura acrilica esta compuestgjpnentos contenidos en una resina sintética.
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[1.2 Resultados

Los resultados de las aplicaciones enzimaticasesksr papeles preparados seran
divididos por tipos de manchas y la limpieza deacathncha, sobre los diferentes

soportes y capas pictéricas.

[1.2.1 Manchas de chocolate

A continuacion vamos a exponer los resultados adderpara eliminar las manchas
de chocolate sobre los papeles anteriormente tiescRara ello se emplearan en

primer lugar lipasas y se comparara su eficaciaget@roducto de mix enzimas.

[1.2.1.1 Limpieza de chocolate sobre un papel blanc

Se comienza por analizar el tipo de mancha pa@gesdta enzima correcta. En este
caso, al no tener técnica pictérica se debe amaizposible dafio de las fibras del
papel.

Se averigué que el chocolate no estd compuestonenta por grasas. Por este
motivo se aplicé en un primer momento las lipagdsego se comparé su eficacia
con el mix enzimas que seguramente pueda elimtres sustancid&®® [Figura 22].
Por otra parte, al desconocer la composicion exdgltanix enzimas, se debia tener
cuidado a la hora de aplicarlo. Esta mezcla puedarl celulasas en su composicién

y dafiar las fibras celulésicas.

16314 composicion del chocolate es amplia. En las magide internet http://www.botanical-

online.com/chocolate.htm, http://www.food-info festqa/ga-fp48.htm... nos dan una amplia
descripcién de las sustancias presentes en el lelc&u composicion es cacao, leche, azlcar,
emulsionantes o fraccionadores de grasa (lecitimaoesterato de sorbitan...), reguladores de la
acidez (carbonato calcico, carbonato potasico,oacittico...), estabilizantes: (carregenina, goraa d
algarrobo, celulosa, etc.), aromatizantes (vaikspesantes (harina de maiz, harina de trigo, de
algarrobo, de arroz, etc, ), antiglutinantes (tasilicato calcico, etc.), edulcorantes (manitokjstol,
aspartano, sacarina, etc.), etc.
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Figura 22 Papel en blanco con mancha de chocolate a)spidr, b)con limpiezas de lipasas, lipas
y mix enzimas y s6lo con el mix enzimas.

Se observé que la limpieza es efectiva tanto pasalipasas como para el n
enzimas. Se puede ver claramente que la mezclasgeéparados enzimaticos d
mas limpio el papelSu combinacion hidroliza mas componentes presestee!
chocolate y no dafia las fibras de celulosa a sinigla

11.2.1.2 Chocolate sobre acrilicc

1. Acrilico rosay verde

En este caso, aplicamos solo el gel enziméticipdsds. Debiamos comprolsi la
pelicula pictérica acrilica podia ser dafiada pserlilzasas, ya que éstas hidroli
esteres acrilicos. La limpieza de chocolate medianzimas se realizé varias ve

hasta consegula limpieza deseada [Figura].
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a). b.
c)ld) el

Figura 23. Acrilico a) de color rosa manchado decolate b) limpiado con lipasas, ¢) de color verde
manchado de chocolate, d) durante la limpiezaipaisads y €) después del tratamiento

La limpieza con lipasas sobre el acrilico es efacyi no queda rastro de chocolate a
simple vista. No obstante, necesitariamos un ngope Optico para ver el alcance
de la limpieza, saber si quedan restos en lossiitars de las fibras y si las lipasas

han afectado a la pintura acrilica.

2. Acrilico azul y amarillo

Para la muestra en azul sélo se emplearon lip@asasepminar el chocolate [Figuras
9]. Se comprobo con la muestra anterior que el emngé lipasas es suficiente para
la supresion de la mancha. No se creyd necesasdiraél mix de enzimas. Esto
puede acarrear la introduccién de otro tipo demneagique puedan dafar la superficie

pictérica.
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a)
Figura 24. Detalle de una pintura acrilica azwratgs de la limpieza con lipasas y b) después de la
limpieza.

La limpieza es evidente. No se necesitaba limmarel mix enzimas. No obstante,

cabia la posibilidad que el mix enzimas tuvieradgs en su composicion.

3. Acrilico amarillo

La proxima limpieza seré realizada so6lo con el mizimas. Se comprobara su
eficacia y si la capa pictérica acrilica queda dafi&igura 25 a.

Aparentemente, el mix enzimas limpia y no dafiaal@acpictérica [Figura 25 b, c y
d]. Sin embargo, preferimos en el caso de la prdwrilica, el empleo de lipasas. De

esta manera sabemos exactamente el tipo de enguma&stamos introduciendo.

c) d)
Figura 25. Acrilico amarillo a) con mancha de chaigg b) con una primera limpieza con el mix de
enzimas, c) con la diferencia entre una segundaidira con el mix de enzimas y otra parte sin
limpiar y, d) con el resultado final sin limpiartse la palabra chocolate.
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11.2.1.3 Chocolate sobre acuarela verc

En estabcasion se comparé el efecto de las lipasas catelanix enzimas sobre ul
acuarela. Debiamos averiguar cual de estas entimmgisba mejor y no degradal

la superficie de la capa pictérica. El efecto liador fue el siguiente [Figura].

c) d)
Figura 26 Acuarela verde a) antes del tratamiento, b) daranimpieza con el mix enzimas, c) ¢
la limpieza con lipasas y el mix de enzimas yje&pués de la limpie:ienzimatice

La limpieza resulta efectiva tanto para la hidiglison lipasas como con el mix
enzimas. No obstante, el area limpiada por lasdip@&std mas oscura que el del
enzimas. Sin embargo, con el mix de enzimas senabspie en algun pto, la
acuarela se habia diluido al eliminar el chocolat®ntras que con las lipasas €
no sucede.

Cabe la posibilidad que la zona de las lipasasmétoscura porque la cantidad
chocolate a eliminar era muy superior a la partenibe enzimas
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[1.2.1.4 Chocolate en guache negro y azul

1. Chocolate sobre guache negro

Volvimos a comparar la eficacia de las enzimas.uPdiado aplicamos el gel con el
mix enzimas y por otro las lipasas [Figura 27].

Lipasas Mix de enzimas

Figura 27. Tempera negra con a) mancha de choaites de la limpiezas, b) aplicacion del gel con
enzimas (mix enzimas) y c) dos tipos de limpiezaslipasas y el mix de enzimas.

En esta ocasion, el resultado fue diferente qudacanuarela. La superficie pictorica
se vuelve brillante con la aplicacién de los geglés zona limpiada por las lipasas se
ve mas afectada que con el mix. Seguramente estdetgdo a la insistencia de la
limpieza. Por este motivo es mejor realizar la iemp bajo un microscopio y saber
hasta donde debes actuar y no sobrepasar losdipara no degradar la superficie
pictérica.
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2. Chocolate sobre guache azul

Esta vez afladimos una mezcla de lipasas con mimhagsza parte de la comparacion

gue llevamos a lo largo de esta practica.

c)
Figura 28. Témpera azul con chocolate y huevorgrapiar b) limpiada con lipasas y mix enzimas y
c) tratada con mezcla de lipasa y mix a la izqaiatel la imagen.

Se observa que la limpieza menos perjudicial paraaba pictérica es la de las
lipasas. Tanto la limpieza con el mix enzimas, camo la mezcla de lipasas con el
mix, elimina parte de la estrato de guache. Esta empleamos un escalpelo para

eliminar el chocolate y un hisopo para arrastrauldedad.

[1.2.2 Engrudo de harina

La eliminacién de engrudos de harina, suele coimserten una ardua tarea

dependiendo de la época de fabricacion y de su asigipn.
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Para esta prueba se tuvo que envejecer papel corchas de harina qt
conseguimos mezclando aglon harina y se envejecié con rayos ultravioletdae
camara SOL2.

Evidentemente la dificultad de eliminacién de estagrudos, no es la misma que
gue tienen mas de un siglo. No obstante, el piimap eliminacion con las enzim
amilasas es el mismo.

Se vuelve a reiterar que las amilasas necesitags ide calcio para su corre
actividad enzimatica. Sin embargo, se desconoee ki fabricacion del gel han si
introducidos. Teéricamente, los geles vienen ligs ser empleados con todos
compuestos para su correcta funcion hidrol

El gel de amilasas sera depositado delicadamepstmarel sustrato de engrudo
harina que se quiere eliminar. Pasado unos dostosinse comprobara si la paste
elimina con facilidad, sino, se dejatuar las amilasas hasta 10 minutos, observ
cada minuto la evolucion del tratamiento. Su sufnesera efectuada con hisoy
secos para eliminar el gel con el engrudo. Unafinakizada la limpieza, se aplica

la solucién inhibidora de enzim

11.2.2.1 Limpieza de la harina en papel blanc

Sobre el papel blanco depositamos un sustratauiar de pasta de harina [Figura
al. En el momento de su eliminacion, debemos tenétado con las fibras ¢
algodon del papel porque después de un contactiongado con el gel, <
resistencia es menor.

a) b) 3 RO
Figura 29 Papel blanco a) con engrudo de harina b) detallpapel desiés de la
amilasas

¥ W K
limpieza cc
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La eliminacion de la pasta de harina no pudo serpteta. Se dejo una pequefa
pelicula porque no se poseia un microscopio parhasta donde se debia actuar sin

danar el papel [Figura 29 b].

[1.2.2.2 Engrudo de harina sobre acrilico azul y ararillo

Se aplicé un estrato de engrudo de harina solpelieula pictérica acrilica de color
azul y amarillo. La harina una vez seca y envegediella forma anteriormente dicha,
se desprende con facilidad con instrumentos measinfin embargo, permanecen
restos dificiles de eliminar y que pueden dafaafsa pictorica [figura 30 ay b, 31
a]. Por este motivo aplicamos sobre los restos atendy el gel enzimatico de
amilasas. La eliminacion del engrudo de harinaesebicrilico azul y amarillo fue
efectuada de la misma manera que para el papéhecob

Su supresion fue completa y las enzimas no padeigar la pelicula acrilica [Figura
30 cy31h].

c)
Figura 30. Acrilico azul a) con harina, b) duragitéeratamiento con amilasas y c) después de la
limpieza
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b

Figura 31. Acrilico amarillo a) con harina b)despdél tratamiento con amilasas.

a)

11.2.2.3 Harina sobre acuarela verde

La pasta de harina queda muy adherida a la suigedfit papel con acuarela [Figura

32 a]. Su eliminacién es complicada. El gel secaptiirectamente sobre la pasta de
harina y no sobre la superficie pictérica que esibde a los geles acuosos y a las
amilasas. Se sabe que no se debe emplear las asnilas técnicas pictoricas que
contengan gomas vegetales como la goma ardbigaeriiargo, se queria saber
hasta qué punto estas enzimas degradan esta técnica

Una vez eliminado el estrato mas grueso, se debaramon sumo cuidado para no

llevarse el pigmento [Figura 32 b]. Se recomiendase de microscopio y observar

hasta donde actuamos con la limpieza.
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b)

Figura 32 Acuarela a) con harina b) durante la limpieza @amilasa

11.2.2.4 Engrudo sobre guache negt

La pasta de haritambién queda muy adherida sobre la pel pictérica del guach
[Figura 33a]. Su eliminacion se ve dificultada por la sersiad de la técnica al g
acuoso y a las enzimas. Sin microscopio, ni un atoneel papel con una lupa,
limpieza provoca @rdida en la capa pictérica por su disolucién ynilacion al

retirarlos restos de harina [Figura c].

Figura 33 Tempera negra a) con harina, b) durante el tiatgmcon amilasas y c) después

tratamiento
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[1.2.3 Manchas de huev

El huevo esta constituido por proteinas (en la clgrdipidos (en la yema). £
eliminacion suele ser muy dificil, al permanecegrfemente adherido a cualqu
superficie (ya sea porosa o I

Para la limpieza de huevo sobre los papeles, seaapl mix de enzimas que
supone tendran proteasas o peptidasas para hédrtdiz péptidos de las proteir
del huevo y lipasas para eliminar lipidos. En eutoento adjunto al producto de
mix enzimas pone que esta mezcla enzimatica elimirstancias prcicas como

albuminas y huevo.

[1.2.3.1 Limpieza de huevo en un papel blanc

En la siguiente muestra, se manchd su superfiare hee'o, chocolate y harin
[Figura 34 a 'y b.

De esta manera comprobabamos la eficacia del nzirn@s con estas tres sustan
mezcladas a la vez.

El resultado es muy satisfactorio. Las manchassidmeliminadas y el papel no
sido dafiado pero si ligeramentiido por el chocolate [Figura 33.

Se cree que en este caso (el papel sin peliculkdripa), seria necesat
experimentar con lavados de enzimas para que panetn mas profundad en |
intersticios de las fibras y aumentar de esta naasiecampo de actuacic

‘~. \‘ § ! . b ‘ Py,
Figura 34 Papel blanco a) con mancha de huevo, chocolladégiya b) detalle de la mancha y
después del tratamiento con el mix enzimas.
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[1.2.3.2 Huevo sobre acrilico amarillo y azL

El huevo se adhiere muy bien sobre las peliculeBcas por lo que su iminacion
por medio de métodos mecanicos es muy arriesgagéntur: podria quedar dafau
[Figura 35 a y 3&)]. Por este motivo se recurrio a la aplicacionndigl enzimas

Después de la aplicacion enzimatica, se puedaretiediante pinceles e hiss,
los restos de huevo, quedando la superficie dentairp completamente limpia

libre de cualquier mancha [Figura b y 36 b].

b)
Figura 35 Acrilico amarillo a) con huevo seco b) despuékadienpieza con el mix enzims

-

b)

Figura 36. Acitiico azul a) con huevo seco b) después de la lmapien el mix enzime
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[1.2.3.3 Huevo sobre guache negro y amarill

Tanto el guache como la acuarela son sensibles mdétodos acuosos de limpie
El tratamiento con el gel enzimatico puede elimiparte de la policromia de ul
pintura si no se protege y/o no se limita la zorsatar. Los ejemplos siguient
muestran la eliminacibde manchas de huevo [Figura 37 a a]. En el guach
negro se decidio parar la limpieza para evitqpérdida de pacromia [Figura 3 b].
En el guache amarillo se pudo eliminar practicameatlo el huevo sin dafila
pelicula pictorica [Figura 3b].

b) _
Figura 37 Guache negro a) con mancha de huevo y b) duehtretamiento enzimatic

b)
Figura 38.Témpera amarilla a) con boligrafo y huevo por eadimndespués de la limpieza con el |
enzimas.
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[1.2.4 Eliminacion de cola blanca

La eliminacién de cola blanca, acetato de poliwinfPVA) es factible con la

aplicacion de enzimas.

Tedricamente y segun el documento entregado carorigra de las enzimas, la
enzima que hidroliza adhesivos vinilicos es ladgpg no el mix enzimas. A

continuacion se realiza unas pruebas en papelepintura acrilica y con guache
comparando la accion hidrolitica de las lipasas ylé las mix enzimas. De esta

manera sabremos si existen trazas de lipasasa&mestla.

11.2.4.1 Cola blanca sobre acrilico

En primer lugar aplicamos el mix de enzimas so@reola blanca seca y endurecida
(después de una semana de envejecimiento acelexadorayos ultravioletas)
[Figuras 39 a y 40 a]. La cola blanca se hinchecypera el color blanco de cuando
aun estd fresco [Figuras 39 b y 40 b]. Posteriotense elimina la cola de forma
mecanica. Cuando queda poco estrato, la elimina®orealiza mediante el uso de
un pincel hasta la completa eliminacién de la czdare la superficie pictérica
[Figuras 39 c y 40 c].

a) b)
Figura 39. Acrilico amarillo a) con cola blancaaég durante la eliminacion de la cola blanca don e
mix enzimas y ¢) después del tratamiento.
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a) b) <)
Figura 40 Acrilico verde a) con cola blanca b) durantedicacion del mix enzimas c) después
tratamiento.

11.2.4.2 Cola blanca sobre guact

En esta ocasién se compard la accién dlipasas con el mix enzimas [Figura
al.

Se vio que la cola se hinchaba de la misma manespuds de la aplicacic
enzimatica de losas tipos de enzimas [Figura b y c].

Con esta técnica de limpieza se observa que lauteelpictérica se eliminicon
facilidad y por tanto deberiamos extremar las ueiomes a la hora de limpi

cualquier sustrato, mancha,

a).b).c).

Figura 41.Témpera amarilla a) con cola blanca seca, b) drelrttatamiento con lipasas c) durz
las limpiezas con mix enzimas y lipasas.

[1.2.5 Eliminacion de otro tipo de mancha

Por ultimo se va a exponer las diferentes pruebaseplizamos con enzim
En primer lugar y sabiendo que las lipasas elimcenas, se aplico el gel con e
tipo de proteinas sobre ul trazos de cera negra [Figura 42y b]. Como
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observamos en la siguiente fotografia, no se caoitsignpiar la mancha de cera
ademas, la tinta se extendid por el papel ble
Se concluye que sobre este tipo de técnica piet@scmejor no emplear esipo de

enzimas.

Figura 42 Detalle de un papel blanco con cera a) antesBataimiento y b) después del tratamit

Otra de nuestras pruebas era comprobar si se glidliaar la tinta de los boligrafc
conalgun tipo de enzima [Figura a y b]. Se omprobd6 que ni siquiera se muey
los pigmentos, por lo que se descarto el uso taeltanix como de las lipasas p:
eliminar la tinta de los boligrafos. Puede quelen@nposicion posea inhibidores
las enzimas y por este motivo no tenga ningun @ hidrolitico sobre las tintas

a).b).

Figura 43 Mancha de boligrafo tratado con el mix de enziyngsasas a) sobre papel blanco y
sobre guache azul.

Posteriormente se experiment6 sobre el Plextol®0Bie es una dispersion acu
de un polimero acrilico puro termoplastico (de wpatimero de butilacrilatc
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metilacrilato y etilacrilato}**. No se obtuvo ningun tipo de reaccién al apliear |
enzimas. Por lo tanto las lipasas, las amilasaé mixe enzimas no eliminan, ni

hinchan los estratos de este tipo de polimeraeril

£
2 R4

Figura 44. Plexté® B500 sobre guache negro.

Por ultimo, se intent6 eliminar sin éxito, los taze un rotulador permanente negro
sobre el guache amarillo con el empleo de todasrnasnas que se poseian, es decir,
las amilasas, lipasas y el mix enzimas [Figura ¥%h En esta ocasién se consiguid
eliminar superficialmente la tinta del rotuladomcal mix enzimas. No obstante, la
tinta se extendid por la superficie de la capadpicha manchandola y obligando a

suspender la limpieza.

a) b)
Figura 45. Rotulador permanente sobre guache dmayilntes del tratamiento enzimético b) depués
de la aplicacién de los geles enzimaticos.

®http://webcache.googleusercontent.com/search?qesabDSOXXWWJgJ:kremer-
pigmente.de/shopint/index.php%3Fcat%3D0207%26lamar %26product%3D75600+Plextol+B
500&cd=3&hl=es&ct=cInk&gl=es
http://webcache.googleusercontent.com/search?qemtWNZc7aDoJ:www.stem-
museos.com/productos_item.asp%3Fseccion%3D74%268&r8143+Plextol+B500&cd=1&hl=es
&ct=clnk&gl=es
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I1.3 Tablas con los resultados

A continuacion se exponen en una tabla, los refpdtabtenidos de los tratamientos
enzimaticos empleados para la eliminacion de difesetipos de manchas sobre

papeles en blanco y tres técnicas pictoricas:darata, pintura acrilica y guache.

Tratamientos enzimaticos
Manchas | Técnicas pictéricas empleadas
realizadaq Ninguna Acuarela | Acrilico | Guache
Chocolate L-B L-B M-By T M-ByT*
M-B M-B LByT L-ByT*
L+M-B
Huevo M-T M- T* M-T M- T*
Engrudo dgl A-B* A-B* A-B* A-B*
harina
Colablanca] L-T L-ByT* L-T L-ByT*
M-T M-By T* M-T M-By T*
Plextol L-0 L-0 L-0 L-0
B500 M-0 M-0 M-0 M-0
A-0 A-0 A-0 A-0
Boligrafo M-0 M-0 M-0 M-0
L-0 L-0 L-0 L-0
Rotulador L-0 L-0 L-0 L-0
M-P* M-P* M-P* M-P*
A-0 A-0 A-0 A-0
Cera L-P* L-P* L-P* L-P*
M-P* M-P* M-P* M-P*
Enzimas aplicadas: A-amilasas, L-lipasas, M-mixmas
Nivel de limpieza: 0-nada, P-poco, B-bastante,doto
*La limpieza puede dafiar o ensuciar la capa picaopor lo que se debe actuar con cautela
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I1.4 Discusion de la practica

Con esta préactica se clausura la primera partestie estudio sobre aplicaciones
enzimaticas en restauracion de obras de arte.

Se ha conseguido con los geles enziméaticos, guitarchas de chocolate, huevo,
cola blanca y engrudo de harina, sin ningun tipdego para el restaurador.

Se concluye que las lipasas no degradan la pelamrifica. La combinacion de
diferentes enzimas ayuda a conseguir una mejoridmapen las superficies
pictéricas, como por ejemplo las lipasas y luegmmi&d de enzimas para eliminar
chocolate. Las amilasas que se han empleado nentiena actividad enzimatica
excesiva; hidrolizan bastante mal la harina, lo puede significar que no llevan los
cofactores necesarios para su correcta actividaghegar de esto, se consiguid
suprimir gran parte de los sustratos de engrudbadi@a. Ademas, en el guache y
acuarela hay que tener un cuidado extremo pardimoar la pintura, lo que nos
revela que este tipo de enzimas efectivamente dagrma poco la goma arabiga. El
mix de enzimas debe contener proteasas y lipaggs s tipo de manchas que
consigue hidrolizar. Por otra parte, se ha vistres@l guache, que el mix enzimas
degrada mas que las lipasas, y esto puede indigacantienen un muy pequefio
porcentaje de amilasas o alguna enzima que hidrddizgoma arabiga. De todos
modos, en este tipo de limpiezas, es interesanpdeamun microscopio optico para
retirar los sustratos hasta donde se desea y naddggde esta manera, la capa
pictorica.

Por lo tanto, las enzimas son una buena herramparta limpiar ciertas manchas
dificiles de suprimir con otros sistemas; cadaraaziidroliza un tipo de estrato que
previamente habremos estudiado para acertar eniaghddtico y tratamiento
enzimatico.

Estas proteinas poliglobulares son una clara aligen a los métodos toxicos y
cancerigenos de los disolventes. Ademas se puemlahitar con estos sistemas
toxicos, para reducir una prolongada exposiciosadisolventes. Es decir que,
podemos suprimir el estrato deseado hasta un cespesor, y posteriormente
utilizar otro sistema que no afecte a la capa pazo6
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