Noves técniques

Aplicacio dels enzims
en la conservacio 1 restauracio
pictoriques

En les intervencions de restauracid, qualsevol procés presenta riscos i contraindicacions, pero la neteja és una de les fases més
arriscades. La neteja implica una accié directa perd no del tot controlable sobre la superficie pictorica mitjan¢ant mitjans
mecanics (bisturi), fisicoquimics (dissolvent), quimics (4cids, bases, agents quelants) o bioquimics (enzims).

Rosa Prat i Mas. Alumna 3er. Pintura. Curs 2000-2001.

Una pintura, ja sigui sobre taula, tela, mural o qualsevol altre
suport, pot considerar-se com una estructura amb estrats
fisicament diferenciats, perd intimament lligats els uns amb els
altres 1 amb interaccions fisicoquimiques més o menys fortes.

Els dissolvents sén liquids volatils, d’origen organic 1 baix
pes molecular. El dissolvent actua intercalant-se en les particules
del sdlid 1 facilitant la seva eliminacié.

I’accié d'un dissolvent sobre un substrat es concreta en tres accions:
1.- Penetracié: a través dels espais buits o porosos del substrat.
2.- Evaporacié: regula el temps d’actuacié d’un dissolvent sobre
un substrat.

3.- Dissolucié: deguda a una certa similitud entre el conjunt
d’enllacos del solid del substrat i els enllagos de les molecules
del dissolvent.

ENZIMS: DEFINICIO I CARACTERISTIQUES

Els materials organics utilitzats com aglutinants i vernissos
protectors en la tradicid pictorica sén productes naturals i com
a tal presenten degradacions dels seus agents bioquimics.
Per la via quimica, la seva descomposicié parcial necessita
tractament més aviat energetic, que en els organismes vius és
obra parcialment dels enzims, catalitzadors bioldgics.

Els enzims sén proteines que existeixen en els éssers vius en
petites quantitats. Tenen la funcié de catalitzadors especifics de
reaccions del metabolisme animal, vegetal i microbia i augmenten
considerablement la velocitat de les reaccions en les que intervenen.

Caracteristiques:

-Especificitat: és la propietat dactuar sobre una tinica substincia
o sobre un grup de substancies. Aixd els distingeix de la major
part dels catalitzadors.

-Gran eficiéncia catalftica: presenten la capacitat de simplificar
un elevat mimero de mol&cules del substrat.

La perspectiva dutilitzar-los en les intervencions de restauracié
neix de la necessitat de trobar una solucié alternativa als mitjans
fisicoquimics tradicionals, que presenten nombrosos inconvenients,
entre ells 'agressivitat i la no especificitat.

La utilitzacid dels enzims permetria de seleccionar el tipus
de compostos ben definits, operar en condicions menys dures
per I'obra d’art que en una neteja quimica i sobretot sense
interferir en els materials organics de diferent composicid 1 que
es volen mantenir intactes. Per exemple: una estratificacié de
materials proteics sota un oli, un enzim que catalitzi la hidrolisi
dels enllagos peptidics de les proteines, no actua amb les molecules
del triglicerid de "ol

Naturalment, la seleccié de I'enzim idoni per un cas especific
comporta una analftica quimica prévia del material que es vol
estovar 1 eliminar i del material que s’ha de protegir. A més a
més, cal considerar els parametres fisicoquimics en qué es basa
la influencia de 'activitat enzimatica:
1.-Temperatura dptima: cada enzim té una temperatura dptima
en la qual catalitza amb la maxima velocitat.
2.-Interval de pH: cada enzim té un interval de pH en el qual
la seva activitat és maxima. En un pH inferior o superior, la
velocitat de reaccié disminueix.
3.-Preséncia d’activadors i inhibidors: entre els inhibidors de
l'activitat dels enzims es troben els cations dels metalls pesats
(plom, ferro i coure), que formen part de molts pigments inorganics.
La seva preséncia és suficient per bloquejar I'activitat d’aquest.

Estructura:

Des del punt de vista estructural, els enzims sén proteines, simples
o conjugades, llargues cadenes polipeptids, formades per
aminoacids lligats entre ells, mitjancant enllag peptidic.

Els aminoacids sén molecules formades per un radical
hidrocarbonat, un grup carboxil i un grup amino:

NH CH COOH

amino carboxil

R
hidrocarbonat

L’enlla¢ peptidic el constitueixen el grup carboxil de
laminoacid 1 i el grup amino de I'aminoacid 2:

Aal——CO-NH —— AaZ2
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Els enzims extracel lulars tenen un paper important en la
degradacié de les obres d’art. La seva funcié principal és provocar
canvis quimics en els nutrients presents en el medi per
transformar-los en aliments per la céllula. Aquests enzims,
degraden complexes molécules com ara proteines, cellulosa,
lignina, en estructures més simples que sén solubles en aigua.

Els enllacos entre les cadenes d’aminoacids es poden veure
alterats per diferents factors:
-La temperatura
-El pH del medi
-La preséneia de substincies idniques.

[estructura d’una proteina en determina la seva funcié
biologica: les proteines fibroses tenen funcions de tipus estructural,
mentre que les proteines considerades globulars tenen funcions
de transport o enzimatiques. Si la forma es veu alterada, també
canviarh la seva activitat.

ESPECIFICITAT DELS ENZIMS

Cada enzim té una part anomenada part activa o centre
actiu, 1 la seva composicié permet la reaccié amb un substrat
d’estructura espacial molt determinada. Entre les nombroses
molécules que es troben al voltant. ’enzim té la capacitat de
recongixer la que té I'estructura justa i que encaixarh perfectament
amb la seva, iniciant aixf el procés que constitueix el cicle catalitic
de 'enzim. Les altres molécules del substrat, que no tenen
Iestructura especifica per reaccionar amb I'enzim, no es veuran
afectades per I'accié d’aquest. Aquesta especificitat s’anomena
principi de “key-lock” o clau-pany.

Especificitat d'un enzim:
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EL CICLE CATALITIC DELS ENZIMS:

Si simbolitzem els enzims per E i el substrat sobre el qual
actua per S, el cicle catalitic dels enzims es pot representar
senzillament de la manera segiient:

1. E+S —» ES Associacio
2. ES — ES(1) Transformacio
3. E5(1) = E +'51) Dissociacio

El substrat i I'enzim s’apropen. Es forma un complex enzim-
substrat. En aquest punt es produeixen canvis en estructura
de I'enzim que permeten la formacié de nous enllacos com forces
d’atraccié de tipus pn]ar, apolar i enllacos d’hidrogen i la dissociacié
dels enllagos preexistents transformant el complex en ES(1).
En el cas d’una reaccié d'hidrolisi, es trenca la molecula df‘l
substrat. Amb la transformacié que ha esdevingut, la nova
estructura del substrat ja no reaccionari més amb 'enzim i el

complex ES(1) es dissociarh altra vegada alliberant el substrat
transformat S(1) 1 'enzim inalterat E, donant per acabat el
cicle catalitic,

Algunes molecules organiques tenen una gran afinitat amb
certs enzims, és a dir. tenen la capacitat denllacar amb el centre
actiu amb un enllag¢ tant fort que el complex s’estabilitza
indefinidament, i n’impedeix la dissociacié. Aleshores la funcié
de I'enzim es veu inhibida. Altres factors, com la variacié del
pH, la temperatura, la preséncia de certs ions, modifiquen
lestructura de 'enzim i n’alteren activitat.

ACCIO DELS ENZIMS EN RESTAURACIO

A partir dels anys 70 els enzims varen poder ser aillats de
forma estable i purificats i a partir d"aleshores es va experimentar
el seu us en el camp de la restauracid, per intervencions de
consolidacié i de neteja d’obres d’art.

Els enzims utilitzats en el camp de la restauracié sén les
hidrolases, els enzims capagos de catalitzar el trencament de les
macromolecules. Més concretament, sén enzims proteolitics
(catalitzen proteines), enzims lipolitics (catalitzen lipids) i enzims
glucosidases (catalitzen polisacarids). La utilitzacié d’enzims pot
representar una alternativa a s dels acids i de les bases per
estovar i eliminar les substancies polimeritzades i envellides,

PROTEASES:

Els enzims proteolitics poden ser, segons el seu origen:
-Animal: derivats del teixit orghnic: pepsina, tripsina, pancreatina,
1 proteines ghstriques.

-Vegetal: obtingudes del fruit ananas (bromelaina), papaia
(papaina) i figues (ficina).

-Microbia: després d’aillar algun tipus de bacteris (Bacillus) i
fongs (Aspergillus).

Les proteases poden requerir un medi basic (prnwases
d’origen microbid). neutre (papaina) o acid (pepsina i tripsina).
Per la seva capacitat de degradar péptids, sén adequats per
I'estovament de materials com coles i gelatina danimals, albimines,
caseina i ou.

LIPASES:

Les lipases necessiten d'un medi de pH neutre-basic. Gracies a
la seva accid hidrolitica davant dels triglicerids, les lipases poden
ser utilitzades en intervencions de neteja que necessiten estovar
olis assecants (vernissos oleo-resinosos i repintats). Algunes lipases,
constituides per ésters. podran ser utilitzades per 'estovament
de ceres i resines sintétiques com dsters acrilics i vinflics. En
repints amb oli, alguns metalls pesants (ferro, plom, mercuri i
coure) actuen com inhibidors de I'enzim. Aquests metalls, a la
vegada, sén constituents de nombrosos pigments. sobretot antics,
com mini, cinabri, ocres i terres, atzurita i maquuiI&. d’tis molt
comii. Aleshores, és possible que un repint a Uoli sigui resistent
a l'accié dels enzims.

AMILASES:
Les amilases necessiten per actuar un medi de pH neutre. Poden
ser utilitzades per I'eliminacié de diverses substhncies utilitzades
en restauracié. Per axemple pasta de midé, goma araibiga i gomes
vegetals i no és necessari un procés dhidrolisi per eslmar-les Les
amilases no degraden la cel-lulosa i per tant no interaccionen amb
el paper, la tela o la fusta. Aixi la seva aplicacié sobre una pintura,
per estovar residus d'un adhesiu d’entelat es presenta com segura.
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S’ha de tenir en compte que I'adhesiu d’una pintura a
Iaqgitarela, aiguada i algun tipus de tempera, esta constituit per
gomes polisacaridases (zoma arhbiga), que es degraden amb les
amilases. També és un aglutinant molt susceptible a I'aigua.

PARAMETRES PER ESCOLLIR UN ENZIM

Com ja s’ha comentat, una de les principals caracteristiques
dels enzims és la seva especificitat. La naturalesa del material
a remoure en determinari el tipus a utilitzzar: proteases, lipases
o amilases. Perd també caldrh tenir en compte la naturalesa dels
altres materials originals que han de ser conservats. Un cop s’ha
escollit el tipus d'hidrolasa, I'enzim vindri escollit en funcié de
les condicions dptimes que aquell requereix: ha de ser compatible
amb el tipus de pintura a tractar.

1.-L’activitat especifica, caracterfstica de cada preparacid
enzimatica comercial, i que s'expressa en unitats de substrat
transformat / miligram de preparacié enzimatica. Si el valor és
més alt, significa que és més alta la capacitat catalitica d’una
certa quantitat d’enzim.

Per exemple: algunes lipases i la pepsina tenen una activitat
especffica entre 1500-2000 unitats per miligram. mentre que les
proteases microbianes, tenen un valor de 0.1-1 unitats per miligram.
Quan es tracta dutilitzar enzims de baixa activitat especifica,
s'hauran d’ajustar més acuradament altres pariimetres que també
influeixen en la seva activitat i que sén la temperatura i el pH.

2.-pH dptim per cada tipus d’enzim. Si el mita aqués en queé
es troba I'enzim, el pH s’allunya del seu valor optim, la seva
funcié disminueix.

3.-El cost. Aquest variara molt segons el tipus i la seva puresa.
A més puresa, significa més especificitat i activitat enzimatica
perd també un alt cost econdmic.

CONDICIONS EXPERIMENTALS
EN L’US D’ENZIMS:
- Utilitzacié de I'enzim en medi aquds, dones activitat dptima
esth associada a les particulars caracteristiques d’acuest en medis
aquosos. Solen ser en forma de gel i si cal afegint-hi espessant
a base de derivats de la cel.lulosa que asseguren una dptima
transparencia i bona conservacié,

- pH del medi aquds: el més estable possible, dins d’uns certs
[fmits mitjancant solucions tampd que tenen la capacitat de
mantenir la invariabilitat del pH. En el cas de lenzim, és necessari
utilitzar solucions tampd d’origen biologie, que siguin compatible
amb les proteines 1 que no desnaturalitzin els enzims. La proporcid
d’aquestes solucions sol ser uns 100-200 mg d’enzim d’alta
activitat especifica fins 1 mg dels de baixa activitat especifica
per 100 ml. d’aigua.

- Temperatura dptima: es trobaria entorn dels 35-40°C. Si les
condicions ambientals superen aquesta temperatura, es produeix
un estovament 1 escalfament de la superficie a tractar 1 de la
solucié enzimatica. Mai s’haurien de superar els 45-50°C. perqui
molts enzims esdevenen irremissiblement inactius quan superen
a({].ll"!—it(‘.ﬁ t[‘.[“pl‘.‘]‘alllrlf"\"’.

APLICACIONS:

La solucié conté I'enzim a la temperatura adequada 1 s’aplica
taponant sobre una petita superficie. El temps d’aplicacidé vindra
determinat cada vegada 1 generalment estara compres entre 1

i 10 minuts. Es indispensable, en temps prolongats d’aplicacié,
evitar que el gel enzimatic s’assequi sobre la superficie.
Abans de la seva aplicacié seri necessari netejar amb aigua la
superficie on s’aplicarh el gel enzimatic. | en acabar el temps
d’aplicacié, caldra netejar taponant amb aigua 1 després una
tiltima neteja amb un dissolvent volatil (hidrocarbur, esséncia
de petroli, white spirit...) Si fos necessari repetir I"aplicacié caldria
seguir altra vegada tots els passos.

També és possible "aplicacié de diferents tipus d’enzims de
forma successiva, deixant 'enzim proteolitic a [iltim, perqué la
seva aceid hidrolitica sobre les proteines podria alentir I'aceid
dels enzims aplicats abans.

Els enzims han de conservar-se refrigerats, perd tenint en
compte que en forma de solucié s’alteren rapidament. Poden
ser utilitzats durant aproximadament dues setmanes, perd amb
una progressiva disminucid de I'activitat enzimatica fins a ser
inservibles.

La capacitat dels enzims de disgregar macromolecules
organiques fa pensar en altres utilitzacions apart de la neteja de
superficies policromades. Per exemple, es poden utilitzar per
eliminar els residus d'una cola orghnica utilitzada per fer un
entelat, en el revers d'una tela.

Historicament, s’ha utilitzat per operacions de neteja, la
pancreatina, perd amb mals resultats. Es una substancia que
conté totes les activitats enzimatiques principals: proteolitiques,
lipidiques i amiliques. Paradoxalment, no compleix la principal
caracterfstica dels enzims, que és I'especificitat 1 per tant no
s’hauria d’utilitzar en suports materialment complexes, com
s6n una pintura, on és molt important tenir la certesa de activitat
enzimatica que s’esth utilitzant.

Si sutilitza 'enzim mitjancant una preparacié en forma de
gel. existeix lavantatge d’una menor penetracidé del mitjh aquds,
mentre que la preséncia de 'enzim redueix el temps d’aplicacid
respecte ["is de I"aigua.

Exemple d'utilitzacio de proteases i amilases:

/ PROTEASES \
Hidrolisi AMILASES Hidrolisi
Hidralisi No reaccionen
Part Part Capa de preparacio (estuc cola)
proteica amilacea
(coles, glutina)  [mid6, farina)

I
Residus de cola de pasta d'un entelat

En iidhue a 'aplicacid dels enzims en altres intervencions
de restauracié el primer camp d’aplicacié va ser en el de document.
Se sol operar per bany o per immersid,

GELS ENZIMATICS ESPECIFICS:

["any 1988, Richard Wolbers, restaurador de The Getty
Conservation Institute, va exposar els resultats dels seus
experiments amb gels enzimatics aplicats a la neteja de superficies
pictoriques durant unes jornades que van tenir lloc a Los Angeles
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i en les quals van participar conservadors de diferents paisos.
Els resultats, publicats sota el nom de “New Methods in the
Cleaning of Paintings™ s’han convertit en punt de referéncia en
la investigacid per Papheacié d’enzims en neteja de superficies
pictoriques.

El gel enzimatic formulat per Wolbers permetia eliminar
repintats a l'oli que estesin situats sobre una capa de vernfs
intacte i aquesta era la seva constitucid:

Aigua + solucid tampd Tris-HCI + Tritén X-100 (humectant)
+ Lipasa upus VII (Sigma

; (enzim) + hidroxipropilmetlcel.lulosa
(espessant) (10ml: 66.6mg:0.01ml:100mg: 150mg). *Tris-HCIl és
(2-amino-2(hidroximetil)1.3-propandiol)

Preparacid: es prepara el tampd en aigna de Tris-HCl 1 es
porta fins a pH 8.5. S'afegeix el tensoactiu i a continuacié I'enzim
que hidrolitza els olis assecant 1 'activitat del qual és de 400-
900 unitats/mg. 1 s'incorpora 'espessant sacsejant. Demana una
acurada identificacié del substrat i un elevat temps d’actuacid.
Wolbers el va deixar actuar entre 5 i 20 minuts. Es aconsellable
el seu (1s només en casos extrems.

[ls metodes de neteja mitjancant gels enzimatics de R.
Wolbers han estat experimentats durant la década dels 90 als
laboratoris dels principals museus del mén.

L any 1993 va tenir lloc a Valéncia una conferéncia de Mr.
Raimond White, conservador de la National Gallery, sobre els
gels humectants aplicats a la neteja de pintures. Un article sobre
aquesta conferéncia es va publicar al butlleti del Grup Teeme
de Conservacié-Restauracié el mateix any.

En aquest article, els autors exposen els perills d'utlitzar
Tritén X-100, un tensoactiu dispersant. utilitzat com a humectant

Exemple de neteja
mitjangant [aplicacid
d’enzims.
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H}Ei‘\lilti:lt'i. per tal de mantenir el vernis a eliminar en suspensio.
Es de dificil evaporacié 1 deixa residus sobre la pintura que pot
causar certs problemes, Sembla que els residus de Triton X-100
afavoreixen reaccions d’oxidacié en un temps breu i que podrien
portar a confusié a 'hora de datar la pintura. dones provoguen
un envelliment prematur.

Passaria el mateix amb substituts del Triton X-100 com Ethomeen
(25 (amina alifatica terciairia humectant). Creuen que es tractaria
de trobar humectants que actuessin en un pH inferior a 8.5 1
que fossin d’estructura plana per tal que no interaccionessin
amb ['acid abidtic i acid deoxocdlic que actuen com humectants
principals,

Com que Pestudi es trobava en fase experimental. aconsellaven
la utilitzacié d’humectants amb precaucid i eliminant bé els
residus, També caldria trobar un substitut del Tritdn X-100 que
fos fluorescent 1 es pogués detectar amb llum ultraviolada.
Amb tat el que s’ha exposat fins aqui només queda dir que la
utilitzacié d’enzims en la neteja de pintures es troba encara en
fase experimental, degut a la seva especificitat. que demana una
analitica prévia del material del substrat a eliminar, per tal de
formular exactament I'enzim necessari. Aquesta analitica prévia
només es pot dur a terme en laboratoris dels grans museus i
centres de conservacié 1 implica un elevat cost econbmic i uns
mitjans cientifics que no es troben a 'abast de totes les galeries,

Lavantatge que tindria la utilitzacié d enzims respecte els
£€ I

dissolvents tradicionals, és la baixa toxicitat dels primers, ja que

son d’origen bioquimic i sén classificats com no toxics,




