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Resumen: En este artículo describimos un nuevo método enzimático para consolidar la celulosa del papel. 
Este método consiste en la síntesis de la celulosa con una enzima hidrolítica: la celulasa. Ésta actúa como una 
sintetasa, consolidando el papel cuando es mezclada en una solución orgánica de solvente/tampón (4:1) en 
presencia de un sustrato (β-cellobiosyl fluoride). Para mejorar el tratamiento añadimos un gel de agar-agar con 
todos los reactivos necesarios.  

Para observar el estado de las fibras antes y después del tratamiento, realizamos test mecánicos y fotografías 
de microscopía electrónica de barrido. Se observó que el proceso de consolidación casi consigue recuperar el 
estado físico inicial de las fibras así como su resistencia al desgarre y alargamiento. 

Palabras Clave: Consolidación, celulosa, enzima, celulasa, agar-agar. 

Abstract: In this article we described a new enzymatic method to consolidate paper cellulose. The method 
involves the synthesis of cellulose, directly within the paper material, by the hydrolase enzyme: cellulase. The 
enzyme, used in a mixed solution of organic solvent/buffer (4:1) and in the presence of a specially designed 
substrate (β-cellobiosyl fluoride), acts as a synthetase and enabled the consolidation of both naturally and 
simulated aged papers. A special gel-like preparation based on agar polymer and including all the necessary 
reagents was used to easily perform the paper treatment. 

Scanning electron microscopy and mechanical testing studies shown that the aged papers exhibited 
heterogeneous and cracked cellulose fibres together with low mechanical resistance. It was also shown that 
the consolidation process led to the recovery of smooth and un-cracked cellulose fibres with resistance to 
tearing and lengthening close to the initial ones. 

Keywords: Consolidation, cellulose, enzyme, cellulase, agar-agar. 

Resumo: Neste artigo descrevemos um novo método enzimático para consolidar a celulose do papel. Este método 
consiste na síntese da celulose com uma enzima hidrolítica: a celulasa. Esta actua como uma sintetasa, consolidando o 
papel quando é misturada numa solução orgánica de solvente/tampão (4:1) em presença dum substrato (β-cellobiosyl 
fluoride). Para melhorar o tratamento acrescentemos um gel de agar-agar com todos os reactivos necessários. 

Para observar o estado das fibras antes e depois do tratamento, realizamos test mecânicos e fotografias de microscopía 
electrónica de varrido. Observou-se que o processo de consolidação quase se consegue recuperar o estado físico inicial 
das fibras assim como a sua resistência ao desgarre e alargamento. 

Palavras-chave: Consolidação, celulose, enzima, celulasa, agar-agar. 

 

 

Introducción 

En muchos procesos de conservación y restauración de obras de arte, los restauradores suelen 
emplear productos tóxicos, alergénicos e incluso cancerígenos (principalmente disolventes 
volátiles). Algunos de estos tratamientos químicos con disolventes podrían ser remplazados por una 
química más “verde”, mediante el uso de enzimas específicas previamente seleccionadas.  
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La utilización de enzimas en restauración surgió en los años setenta cuando Wendelbo O. & Fosse 
B.1 aplicaron por primera vez una enzima proteolítica sobre diversos manuscritos. Pero habría que 
esperar hasta la década siguiente para observar un desarrollo en el empleo de hidrolasas para 
limpiezas y otros tratamientos de obras de arte.  Los siguientes investigadores F. Makes2-3-4, Segal 
and Cooper5-6, Wolbers8,9, De La Chapelle7, Cremonesi7-10-11-12, Belluci10-11 y Banik7  han sido 
grandes precursores del uso de enzimas, inspirando a muchos restauradores e investigadores en el 
empleo de estas proteínas poliglobulares. La mayoría de estos estudios están centrados en la 
eliminación de adhesivos, proteínas, almidones y triglicéridos 8, 13.  

Nuestra investigación se centró en la consolidación de la celulosa en soportes de papel (Fig. 1-a) 
mediante una reacción catalizada por enzimas. Las degradaciones que se producen en el papel son 
debidas principalmente a la oxidación y a la hidrólisis de la estructura polimérica de la celulosa (Fig. 
1-b, c). Los principales problemas para la integridad mecánica del papel son la hidrólisis ácida 7,14 
(Fig. 1-b), que provoca la segmentación de las cadenas de celulosa.  Algunos de los fragmentos de 
celulosa producidos se van perdiendo debido a sus pobres propiedades mecánicas.  

Normalmente para reforzar los papeles degradados se utiliza el gel de metilcelulosa o de 
carboximentilcelulosa de sodio cuando los papeles aún conservan su resistencia mecánica y/o la 
laminación con diferentes técnicas cuando el papel está muy degradado y no queda otra solución. 

El planteamiento adoptado en este estudio está basado en los trabajos realizados por Kobayashi et 
al.15,16 sobre la síntesis in vitro de la celulosa usando celulasas, enzimas hidrolíticas, en unas 
condiciones específicas con un solvente orgánico.   

Esta reacción fue desarrollada para llevar a cabo in situ la re-síntesis de la celulosa en los 
documentos envejecidos (de forma natural o aceleradamente). Posteriormente se desarrolló una 
técnica con un gel de agar para el tratamiento de los papeles envejecidos. Para observar las fibras 
fueron utilizados dos técnicas: la microscopía electrónica de barrido y test mecánicos de resistencia 
a la tracción y alargamiento.  

 

Figura 1. a) Estructura de los polímeros de homosacáridos y puentes de hidrogeno (en rojo) de las fibras de celulosa, b) 
hidrólisis que se produce durante el envejecimiento de las fibras de celulosa y c) posible reacción de oxidación de las fibras 
de celulosa.  
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Materiales y métodos  

Materiales 

Cellulase (EC 3.2.1.4. from Trichoderma viride) de Sigma.  
β-cellobiosyl fluoride17 sintetizado por  Dr. J. Schulz (Ezus-Lyon 1).  

Papeles envejecidos de forma natural y aceleradamente. 

En nuestra primera fase de investigación fotodegradamos18 papel blanco A4 de 80 g.m2 (Claire-
Fontaine, adquirido en Francia y  Extra Strong, comprado en Italia). El papel era cortado en 
fragmentos de 15cm*20cm y posteriormente envejecidos según las normas UNE 57092-1:2002 
Papel y cartón. Envejecimiento acelerado. Parte 1: Tratamiento con calor seco a 105º C. y UNE 
57092-1:1991 UNE 57092-4:2002 Papel y cartón. Envejecimiento acelerado. Parte 4: Tratamiento 
con calor húmedo a 80º C y 65 % de humedad relativa. También envejecimos el papel 
exponiéndolo a luz ultravioleta (UV) a una radiación de 399 julios en una máquina Bio-Link-BLX-
E254 con una humedad relativa del 65%.   

También fue empleado un papel de un libro sin ningún tipo de valor histórico, artístico o 
sentimental que había envejecido de forma natural y tenía aproximadamente 50 años. 

Solución enzimática y protocolo para consolidar papel (primeras pruebas) 

Para las primeras pruebas cortamos los papeles envejecidos artificialmente en fragmentos de 1 cm² 

y luego los tratamos con una solución compuesta por 400 l de acetonitrilo, 100 l de tampón 
acetato 0.05 M pH 5,5,  0.25 mg/ml de enzima celulasas y 5 mM de β-cellobiosyl fluoride. 

Las porciones de papel eran sumergidas en la solución enzimática reparadora y permanecían allí 
durante dos horas a temperatura ambiente (Fig.2-a). Posteriormente, los fragmentos de papel eran 

lavados dos veces con 400 l de acetonitrilo y 100l de tampón acetato 0.05 M pH 5 durante 15 
minutos.  

Gel enzimático y protocolo para la consolidación de papel  

El gel enzimático estaba compuesto por un gel (agar) al 1% en tampón acetato (10mg de agar en 
1ml de tampón acetato). Este porcentaje de biopolímeros fue escogido para permitir la libre 
difusión de la enzima a través del gel. La preparación del gel consistía en un calentamiento inicial de  
80-90º C para disolver completamente el polímero; después lo dejábamos enfriar hasta 35-36º C sin 
que gelificase, para poder mezclar la solución enzimática sin que ésta perdiese su actividad 
enzimática a causa de una temperatura excesiva que desnaturalizase las enzimas. 

La celulasa y su sustrato fueron preparados en 15mL de acetonitrilo/tampón (4:1) y 
posteriormente, mezclados con 30 ml de gel ya preparado para alcanzar la concentración descrita 
anteriormente: 0.25 mg/ml y 5 mM, respectivamente.  

Para evitar posibles restos de gel sobre el papel y una posible proliferación de hongos, 
interponíamos un film de polipropileno (reemay) entre el gel y el papel mientras la solución 
enzimática penetraba en el papel. (Fig.2-b). 

Los fragmentos de aproximadamente 1 cm² fueron tratados con el gel enzimático durante dos 
horas y posteriormente depositados sobre papeles secantes embebidos con acetonitrilo/tampón 
acetato (4:1) durante 10 minutos para lavar y eliminar la enzima hidrolítica. Para inhibir posibles 
restos de enzima se lavó el papel con una mezcla de agua y etanol (al 1%) durante 5 minutos.  
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Para realizar test mecánicos, se necesitaron trozos más grandes de papel de 300 cm² (15 cm*20 cm) 
que fueron tratados de la misma manera que los pequeños. 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de la consolidación usando a) una solución enzimática b) un gel enzimático  

Microscopio electrónico de barrido  

La superficie de los papeles fue metalizada con una deposición de oro (15 mA, 90 sec.) y posteriormente 

realizamos fotografías con microscopía electrónica de barrido (SEM) a 20 kV (Philips XL 20). 

Resultados y Discusión   

La celulosa es un componente presente en muchos documentos antiguos y modernos. Es un 
homosacárido cuya principal cadena está compuesta por la repetición de un mismo disacárido, la 
celobiosa (Fig.1-a). Estos polímeros (sacáridos) atraen la atención de los científicos por su potencial 
como nuevos biomateriales y como drogas poliméricas.  

Las dificultades para lograr la síntesis in vitro de estos polímeros ha provocado el desarrollo de 
procedimientos especiales y sustratos enzimáticos 15, 16, 19. 

Para el presente estudio, investigamos el uso de enzimas hidrolíticas, las celulasas, para la síntesis in 
vitro de la celulosa. Esta enzima ha demostrados ser capaz de catalizar la síntesis de los 
homosacáridos cuando es utilizada en una solución compuesta por acetonitrilo/tampón acetato 
(4:1) y en presencia de un sustrato especial β-cellobiosyl flúor (Fig. 3) 

 

Solución enzimática 
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Solución enzimática 

Papel 

Tejido de Polipropileno 

Difusión de la enzima y el sustrato 
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Figura 3. Las dos posibles reacciones que se pueden producir por la catálisis de las celulasas que dependen de la solución 

utilizada. 

Para observar los efectos de nuestro tratamiento, recurrimos a la microscopía electrónica de barrido 
(SEM) para ver el papel de 50 años antes y después del tratamiento enzimático de dos horas. 

La figura 4-a fue escogida por mostrar en primer plano, la degradación de una fibra de papel 
envejecida de forma natural; observamos las fibras de celulosa, heterogéneamente resecas y 
craqueladas. 

Después del tratamiento enzimático del papel (Fig.4-b), observamos una clara mejora de la 
homogeneidad de las fibras con la eliminación de los craquelados. Por lo tanto nuestro método 
parece actuar directamente sobre el material: las fibras de celulosa.  

Sin embargo, la aplicación directa de la solución enzimática sobre el papel, era un sistema 
demasiado agresivo. Por un lado, la inmersión prolongada de la muestra en la solución enzimática y 
la posterior limpieza con el tampón tenían un efecto negativo en el papel. Por otro lado, las 
fluctuaciones de la temperatura de la habitación del laboratorio provocaban una variación de la 
actividad enzimática de la solución. De hecho, si no controlamos la evaporación del solvente 

Celulasa 

Tampón/acetonitrilo (4:1) 

Celulasa 

Tampón 
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orgánico durante el tratamiento, puede producir la hidrólisis de la celulosa (Fig.3) ya que la reacción 
(hidrólisis o síntesis de la enzima) está directamente proporcionada con la proporción de 
acetonitrilo en la solución reparadora.  

Figura 4. Imágenes de microscopía electrónica de un papel de 50 años a) antes y b) después de la consolidación usando 
una solución enzimática.  

Por estas razones, consideramos como opción el uso del gel enzimático. En efecto, usando una 
matriz de polímeros impide la evaporación excesiva del solvente, reduce las excesivas variaciones de 
la humedad, y facilita el manejo y aplicación de la solución. En restauración, se utilizan varios tipos 
de geles compatibles con las obras de arte. La Metilcelulosa, el carboximetil celulosa de sodio, el 

a

b
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agar…son unos de los geles más empleados en limpiezas de obras de arte20, 21. Optamos por el 
agar22, 23, un polisacárido extraído de las algas rojas Agarophytas. Este polímero fue escogido por ser 
inerte en la hidrólisis de la enzima hidrolítica usada.  

Para este estudio necesitamos envejecer gran cantidad de papel según las normas UNE 
anteriormente citadas. Las figuras 5-a y 5-b son imágenes del papel antes y después del 
envejecimiento acelerado, obtenidas con un microscopio electrónico de barrido (SEM). Como 
podemos observar, el tratamiento de envejecimiento acelerado degrada claramente el papel. En el 
caso del papel de 50 años, existen evidentes craquelados heterogéneos en el papel.  

 

Figura 5. Imágenes de microscopía electrónica de barrido del papel blanco de fotocopiar a) antes y b) después del 
envejecimiento acelerado y antes del tratamiento del gel enzimático c) con acetonitriolo o d) con etanol. 

Durante el tratamiento del papel con el gel enzimático, añadimos un separador de polipropileno 
(reemay) entre el gel y el papel para prevenir que ningún depósito o resto del polímero 
permaneciese sobre el papel tratado (Fig.2-b). De esta manera, sólo la solución de celulasas con el 
acetonitrilo/tampón y su sustrato es capaz de ser difundido en contacto con la muestra. Como 
muestra la imagen SEM de la figura 5-c, se obtiene un mejor aspecto del estado de las fibras de 
celulosa después del tratamiento con el gel de enzimas.  Las fibras están más lisas y tienen una 
superficie homogénea. Fueron obtenidos parecidos resultados usando un gel enzimático preparado 
a base de una solución de etanol/tampón que es caracterizado por una baja toxicidad para el 
restaurador y el medio ambiente, debido a la baja toxicidad del solvente orgánico utilizado (Fig.5-d). 

Posteriormente realizamos test mecánicos para determinar completamente la consolidación del 
papel con el tratamiento enzimático. Los test mecánicos realizados (D.Y. 20, ISA division 

a

b

c

d
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d’instruments S.A.) analizaban la resistencia del papel a la rotura (daN) y al alargamiento (mm). 
Cada muestra se cortaba en tiras de 1,5cm de ancho y 18 cm de largo. Con el fin de obtener 
resultados fiables, debíamos cortar mínimo 10 tiras en sentido longitudinal y otras 10 en sentido 
transversal. Los resultados obtenidos se observan en la figura 6. Como se puede ver, la resistencia a 
la rotura desciende después del envejecimiento y aumenta claramente después del tratamiento 
enzimático. Por otra parte, el alargamiento de las fibras tratadas es bastante superior al valor 
obtenido por el papel envejecido. Este resultado revela una vez más que el tratamiento enzimático 
mejora la integridad de la estructura del papel. 

 

 

Figura 6. Resultados de los test mecánicos de los papeles blancos de fotocopiar antes y después del envejecimiento 
acelerado y después de la consolidación utilizando un gel enzimático preparado con acetonitrilo o etanol.  

Conclusiones  

La consolidación del papel utilizando una reacción enzimática ha sido descrita y demostrada. El gel 
de agar con todos los reactivos necesarios fue utilizado para mejorar el tratamiento del papel. Todos 
los test realizados para verificar la acción reparadora de los tratamientos enzimáticos con el gel, han 
probado que las fibras de celulosa han mejorado tanto físicamente como mecánicamente.  

A pesar de estos resultados satisfactorios, el tratamiento debe ser usado con la máxima prudencia y 
el mayor respeto hacia las obras de arte. Siendo necesario antes de cualquier operación, comprobar 
si el tratamiento es compatible con los componentes de la obra de arte (pigmentos, colorantes, etc.). 

Esta investigación preliminar es un primer paso para conseguir una herramienta en restauración que 
sea respetuosa con el restaurador, la obra de arte y el medio ambiente. Pero aún debemos realizar 
muchos más test a otro tipo de papeles, con y sin técnicas pictóricas, para observar la interacción de 
este método con una superficie celulósica pintada.  
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