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RESUMEN. En este trabajo se implementaron metodologias de microanalisis mediante anélisis histoquimico y Espec-
troscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (EITF) para determinar la naturaleza del aglutinante en pinturas y
la Cromatografia de Gases (CG) acoplada a Espectrometria de Masas (EM) para la identificacion de los aglutinantes de
origen proteico de uso comun en la técnica al temple, con el objetivo de disponer de estos métodos como parte de la
identificacién de materiales artisticos en bienes patrimoniales cubanos que realiza el Laboratorio de Arqueometria de la
Oficina del Historiador de la ciudad de La Habana. Las metodologias implementadas se evaluaron a través de muestras
modelo de técnicas pictéricas tradicionales con variacién del aglutinante proteico: yema y clara de huevo, caseina, aceite
de nuez y cola envejecidos naturalmente durante cinco anos. Las muestras modelo fueron correctamente identificadas.
En el andlisis histoquimico, se determiné la interferencia de pigmentos con presencia de nitrégeno con el colorante
Amido Black. La Espectroscopia IR permitié diferenciar la técnica oleosa y mixta (aceite mas proteina) y el temple con
yema. Se identifico la técnica oleosa en pinturas murales de la iglesia San Francisco Nuevo (siglo xix) y la Casa Obrapia
(siglo xvi1) y la técnica de temple con cola animal en la policromia del siglo xviir que representa al evangelista San Juan
perteneciente a la otrora iglesia San Juan de Letran.

ABSTRACT. In this paper were implemented microanalysis methodologies by histochemical analysis, and infra-
red spectroscopy to determine the nature of the binder in paintings and Gas Chromatography (GC) coupled to
Mass Spectrometry (MS) for identification of protein binders of common use in tempera technique with the aim
of having these methods as part of the identification of artistic materials in Cuban cultural heritage carried out by
Archaeometry Laboratory of Havana city’s Historian Cabinet. The methodologies implemented were evaluated
using model samples of traditional painting techniques with variable protein binder: yolk, egg white, casein, nut oil
and animal glue; ageing for 5 years. The models samples were correctly identified. It was determined the interfer-
ence of pigments with the presence of nitrogen by histochemical analysis with Amido Black dye. IR spectroscopy
technique allowed to differentiate between oily and mixed (oil plus protein) techniques and tempera with yolk.
Oily technique was identified in wall paintings of the New San Francisco church (xix century) and the Obrapia
House (xvi1 century) and the technique of tempera with animal glue in the polychrome of the xviir century which
represents St. John the Evangelist belonging to the San Juan de Letran church.

INTRODUCCION son una clase importante. Las pinturas son una matriz
compleja, cuya composicion quimica cambia continua-
mente en el curso del tiempo dependiendo de varios
factores: interacciones especificas entre el pigmento y el
aglutinante, condiciones desconocidas de conservacién
en el tiempo tales como cambios en la temperatura y
humedad, exposicion a contaminantes ambientales y la
prolongada exposicién a la luz natural o artificial. Desde
el punto de vista analitico, los problemas relacionados
con la caracterizacién de la técnica artistica presentan
varias dificultades: presencia simultdnea de diferentes
aglutinantes, degradaciéon del material original como
resultado del envejecimiento, la contaminacién, la

Reconocer el vehiculo y el aglutinante, sustancia
cohesionadora de los pigmentos empleada en obras
pictéricas como fijador de estos y por sus cualidades
dispersivas resulta de gran importancia porque permite
determinar la técnica artistica (oleosa, temple o mixta).
La caracterizaciéon quimica del aglutinante es importante
tanto en la reconstruccién de la técnica pictérica usada
en una pintura en particular, como para el establecimien-
to del programa de conservacién y restauraciéon de la
obra en si. Entre los materiales organicos naturales que
han sido ampliamente usados como aglutinantes y ad-
hesivos (proteinas, ceras, resinas y gomas), las proteinas
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pequena cantidad de material disponible y las inter-
ferencias con otros componentes presentes como los
pigmentos por lo que la identificacién de aglutinantes
de origen natural utilizados en pintura constituye atn
en la actualidad un problema.

Los métodos no destructivos (sin extraccién de
muestra) y de microandlisis (extraccién de una dimi-
nuta muestra) son los idéneos para las investigacio-
nes de bienes patrimoniales. Tradicionalmente para
la identificacién de los aglutinantes se han usado las
pruebas microquimicas a la gota basadas en tinciones
con colorantes selectivos; luego los métodos espectro-
meétricos moleculares: Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (EITF) y Raman,1os métodos
cromatograficos y en menor frecuencia, los hibridos con
espectrometria de masas (EM). Entre los métodos em-
pleados en materiales artisticos orgénicos parece ser la
cromatografia de gases, la mas aplicada.>'? Los métodos
cromatograficos se han utilizado fundamentalmente
en sus variantes: Cromatografia Gaseosa (CG), Croma-
tografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas
(GC-EM 5), Pirolisis-CG-EM"y Cromatografia Liquida
de Alta Resolucién y acoplada a EM.'* Las técnicas que
se aplican actualmente difieren en sus limites de detec-
cién y la cantidad de muestra requerida para el analisis;
demandan diferentes procedimientos de preparaciéon de
muestra y varian en el volumen de informacién final
obtenida, tiempo y costo de anélisis.!>1®

En este trabajo, como soporte de las investigaciones
de obras de arte pictéricas en el Laboratorio de Arqueo-
metria de la Oficina del Historiador de la ciudad de
La Habana, se propuso establecer una estrategia para
la identificacién de los aglutinantes proteicos. Para
ello, se trazaron los objetivos especificos siguientes:
implementar y evaluar el andlisis histoquimico para
la identificacién de la naturaleza del aglutinante, el IR
para una identificacién mas sensible de la naturaleza
del aglutinante y un procedimiento de identificacién del
aglutinante proteico especifico a través de la determina-
ci6n de aminoacidos por CG-EM; ademés de identificar
la técnica artistica a través del aglutinante proteico utili-
zado en obras de arte pictéricas por el andlisis combinado
de las metodologias implementadas.

Lametodologia general propuesta se aplicé al analisis
de aglutinantes en pinturas murales de la Casa Obrapia
(siglo xvi1) y de la Iglesia San Francisco Nuevo (siglo
xx). Se identifico la técnica artistica también en las es-
culturas policromadas del siglo xviiI, que representan
a los evangelistas pertenecientes a la otrora iglesia San
Juan de Letran de la Orden de los Dominicos, donde se
estableciera entre 1728 y 1902, la Universidad de San
Gerénimo, actual Colegio Universitario San Gerénimo
de La Habana.

METODOS EXPERIMENTALES

Muestras de aglutinantes puros

Caseina industrial Pelican, de México, clara y yema
de huevo, estas ultimas extraidas directamente de un
huevo de gallina cubana.

Muestras modelo

No existen muestras de referencia certificadas de
pintura para evaluar los métodos de anélisis, por ello
para este estudio, se prepararon muestras modelo (de-
nominadas segun un cédigo de matriz por la ubicacién
en la tabla de modelos preparados de pintura siguiendo
recetas tradicionales empleadas por los artistas, teniendo

en cuenta la variacién en la capa de preparacion y las
técnicas artisticas mas comunes en la época de desarrollo
de la obra plastica cubana (F.1a).'"'®* A continuacién se
describe su composicién:

Fondo caseina (5.1 y 5.3): Preparacién basada en
caseina industrial aplicada en un medio acuoso. [yeso
natural, blanco de cinc ZnO, agua, caseina en proporcion
1:1:2:1. Se aplican dos capas].

Fondo de aceite (7.1): Encolado previo de la tabla,
preparacion agua de cola, de yeso (CaSO,) y blanco de
cinc ZnO en proporcién 1: 1y aglutinados en proporcién
1: 2 con aceite de nuez (imprimacioén oleosa).

Fondo mixto (6.1): Superposicién de preparaciéon ma-
gra: estrato de yeso como sustancia de carga y blanco de
cine (ZnO) como pigmento cubriente aglutinado con cola
de conejo en un medio acuoso y estrato de imprimacién
oleosa con aceite de linaza (7.1).

Capa pictérica (2.1): Estrato gris basado en blanco de
plomo (PbCO, - Pb(OH),) y negro marfil (carbono 15-20
%, Ca,(PO,), 60 %, CaSO, 20 %) aglutinado con clara de
huevo, sobre fondo de creta (CaCO,) aglutinado con cola
de conejo.

Capa pictérica (4.1): Estrato gris basado en blanco
de plomo y negro marfil aglutinado con yema de huevo,
sobre fondo de creta aglutinado con cola de conejo.

Capa pictérica (9.1): Estrato de blanco de plomo
aglutinado con aceite de nuez, sobre fondo de creta
aglutinado con cola de conejo.

Capas pictoéricas azules: azul ceruleo (CO,SnO,)
aglutinado con aceite de linaza; azul ftalocianina
(C,H,,N,CN) aglutinado con aceite de linaza, azul de
Prusia {Fe,[Fe(CN),} aglutinado con aceite de linaza.
Las muestras azules se utilizaron para evaluar la inter-
ferencia de los pigmentos con presencia de nitrégeno en
la identificacién del aglutinante proteico por el método
de fuscina acida.

Muestras de obras de arte

Se analizaron muestras extraidas de pinturas murales
del periodo colonial, expuestas en la Casa de la Obrapia
[cinco muestras: azul (R1), siena claro (R2), siena oscuro
(R3), verde (R4) y ocre oscuro (R5)]; de la iglesia San
Francisco Nuevo (una muestra verde olivo (R6)] y de la
escultura policromada que representa al evangelista
biblico San Juan [cinco muestras: carnacién (R7), azul
(R8), siena claro (R9), blanco (R10 y R11)], ademas de
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Fig. 1. (a) Tabla de las muestras modelo utilizadas: con diferentes
técnicas artisticas (aglutinantes), (ej.: codigo dado, 2.6.).
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Fig. 1. (b) Foto de policromia que representa al evangelista
San Juan.

dos fragmentos de seccién transversal [(R12 y R13),
(F. 1b)] que se expondran en el Colegio Universitario
San Jerénimo del centro histérico de la ciudad, por ha-
ber formado parte de la otrora iglesia del Convento San
Juan de Letran situada en el mismo sitio que ocupa hoy
la recién inaugurada universidad.

Muestreo:

Se tomaron las muestras con bisturi y escalpelo, para
las pruebas microquimicas procurando seleccionar todos
los estratos presentes en las tablas de pinturas modelo y
en las obras de arte y para los andlisis por EITF y CG-EM,
se tomaron las muestras con bisturi de la superficie de
las muestras modelo y de objetos de arte.

Meétodo de analisis histoquimico:

Se prepararon estratigrafias, para el andlisis de las
muestras incluyendo las de secciones transversales de
pintura en una resina sintética (Technovit 4004). Los
bloques asi obtenidos, se lijaron hasta dejar la muestra
en la superficie.

El andlisis histoquimico se realizé mediante las prue-
bas de tincién sobre la estratigrafia con disoluciones de
fuscina 4cida (FA) y Amido Black (AB2) y la observacion
al microscopio éptico.

Se empled un microscopio 6ptico con fibras épticas
paralailuminacién de las muestras y cAmara EverFocus
acoplada conectada a computadora para obtencién de
las microfotografias de antes y después de la tincién.
Los programas de captura de imagen de la cAmara uti-
lizados fueron AMCap y Power Director Program. Para
ajustar el brillo y el contraste de las imagenes se utilizd
el programa Adobe Photoshop 7.

Meétodo de analisis por Espectroscopia Infrarroja:

Las muestras en polvo, para los analisis por EITE, fue-
ron preparadas en pastillas de KBr!® (1 mg de muestra en
60 mg de KBr) y las liquidas—obtenidas por extraccién
de las primeras muestras—fueron depositadas entre
laminas finas de NaCl. Se realiz6 extracciéon de liquido
respecto al aceite a las muestras 6.1 (fondo mixto) y 9.1
(capa pictérica con aceite de nuez), para lo cual se disol-
vi6 0,1 g de muestra sélida con 1 mL de diclorometano
(CH,Cl,), se decantd, se trasvaso el liquido y se evaporo el
diclorometano, con lo que se obtuvo la muestra liquida.

Las muestras se analizaron en un espectrémetro in-

frarrojo con transformada de Fourier modelo Vector 22 de
la Bruker, con detector DTGS y Beamsplitter de ZnSe, en
el intervalo de 4000-650 cm. El programa utilizado en el
procesamiento de las muestras es el OMNIC V 5.2, 2000.
La interpretacién de los resultados se realiz6 teniendo
en cuenta las bandas de los grupos funcionales, cuadros
de correlacién y comparaciéon con los espectros EITF
obtenidos de las muestras de aglutinantes puros frescos
y envejecidos, en las muestras modelo de pinturay a
partir de una base de datos de pigmentos por EITE20:2!

Analisis por Cromatografia Gaseosa con Espectro-
metria de Masas acoplada:

Se emplearon patrones de acidos grasos (AG) y ami-
noacidos (AA) y se preparé una disolucién de referencia
que contenia 100 ng/uL de cada aminoéacido. La prepa-
racién de las muestras se realizé mediante una variante
de la metodologia descrita por Colombini y cols.®1222 A
la muestra, se le adicionaron 400 uL de disolucién de
amonio 2,5 N y 0,5 mL de n-hexano, se colocé en bano
ultrasénico a 60 °C por 4 h para separar las fases. La
disolucién de amonio extraida (proteinas disueltas),
se evapord a sequedad bajo una corriente suave de
nitrégeno a 90 °C, luego, fue sometida a hidrolisis acida
directa con 0,5 mL de HCI1 6 mol/L a 110 °C por 24 h se
dejé enfriar y se llevé a sequedad en las condiciones
anteriores y se derivatiz6 con 80 uL. de MSTFA (N-metil-
N-trimetilsililtrifluoroacetamida) Luego, se adicionaron
80 uL de piridina, 20 uLL de hexano y se dej6 reaccionar
a 85 °C por 45 min para tomar una alicuota para el ana-
lisis por CG-EM. La fase hexanica (extracto lipidico) se
sometié a una hidrélisis acida con 0,5 mL de la DME a
85 °C por 2 h y se agit6 ocasionalmente, se enfrié y se
anadieron 0,5 mL de la disolucién de NaOH 2 mol/L y se
dejoé reposar por 3 min para tomar la alicuota de anélisis.
Se analizé 1 uLL de muestra.

Se utilizé un cromatégrafo de gases 6890N con de-
tector selectivo de masas cuadrupolar 5975B, para el
andlisis de las muestras acoplado en linea con un sistema
computadorizado para la adquisiciéon y procesamiento de
datos (Agilent Technologies, CA, USA). Las separaciones
se llevaron a cabo en una columna cromatografica capilar
de silice fundida (30 m x 0,25 mm d.i.), con didmetro de
pelicula 0,25 um de fase enlazada tipo HP-6MS (J&W
Scientific, Agilent Technologies, CA, USA). Flujo de gas
portador (He): 1,0 mL/min. Inyeccién en modo splitless.
Temperaturas: inyector a 300 °C, fuente i6énica a 230 °C,
interface a 280 °C y cuadrupolo a 150 °C. La energia de
ionizacién (IE) fue de 70 eV. Barrido de masas de 40-800
dalton en modo de corriente i6nica total. El programa
de temperaturas utilizado para el analisis de los AG fue
desde 70 °C (1 min) hasta 180 °C a 20 °C/min), entonces
se increment6 hasta 210 °C a 2 °C/min, finalmente, hasta
320 °C a 20°C/min y 10 min a la temperatura final. El
programa de temperaturas para la determinacién de
los AA fue desde 100 °C (2 min) hasta 280 °C a 4 °C/min,
entonces se mantuvo por 15 min a la temperatura final.

Laidentificacién de los componentes dentro del perfil cro-
matogréfico se llevo a cabo por CG-EM, mediante la compara-
cién de los espectros obtenidos porimpacto electrénico con los
de la base de espectros Wiley275, asi como con los de patrones
comercialesy con los de otros trabajos publicados. Se utilizaron
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los derivados TMS para los AA y para los AG los ésteres me-
tilicos. La determinacién del porcentaje relativo de cada com-
puesto (C) en las muestras, se bas6 en el método semi-cuanti-
tativo de normalizacién interna segiin la ecuacion siguiente:

c Area del compuesto (i)

1

= - x 100 (%)
ZAreaS d todoslos compuestos

Donde:

A, representa el area de cada pico.

Se debe considerar que los aminoacidos reactivos (con
grupos funcionales acidos, bases, sulfuros e hidroxilos)
son mas afectados por la interaccién con los pigmentos,
los cuales interfieren en las reacciones de derivatizacion
reduciendo las concentraciones de estos aminoacidos, lo
que depende del tipo de pigmento y del proceso de deri-
vatizacién.b Por ello, para la identificacion de aglutinantes
en bienes culturales analizados con este método es alin
mas necesario seleccionar muestras con presencia de los
pigmentos blanco de cinc o de plomo constituyentes de
las pinturas modelo de referencia. Los espectros caracte-
risticos de los 4cidos grasos saturados en forma de ésteres
metilicos y de los aminoécidos en forma trimetilsilil se
identifican por su ion molecular determinado a través
del espectrometro de masas acoplado. Las proteinas se
identifican teniendo en cuenta la abundancia relativa de
sus aminoacidos més importantes: alanina, 4cido aspar-
tico, &cido glutamico, glicina, hidroxiprolina, isoleucina,
leucina, lisina, prolina, serina y valina.?

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestras modelo

Fondos de preparacion:

Las muestras de fondo analizadas (5.1, 6.1 y 7.1)
fueron tenidas con AB2 y FA. La primera al ser tenida
con AB2 tomé una coloracién azul oscuro y al reaccionar
con la FA adquiri6é una coloracion rosada intensa. En el
caso de la segunda, al reaccionar con el primer colorante
tomo una coloracion azul ligera y con la fucsina acida
una coloracion rosada. Se determind que la naturaleza
del aglutinante era proteica por medio de los colorantes.
En el tercer fondo (7.1) no se coloreé la estratigrafia con
las tinciones empleadas, lo que revel6 la ausencia de
proteinas.

Capas pictoricas:

Se analizaron las muestras 2.1 y 4.1 En la primera,
la capa de preparacién se tiné de un azul claro con la
tinciéon AB2, debido a la presencia de cola animal en el
soporte de la pintura mientras que la capa pictorica, se
colore6 de un azul oscuro lo que confirmo la naturaleza
proteica del material aglutinante. En la segunda, se
observé una coloracion azul intensa. Al ser tehidas con
FA la capa pictérica de ambas muestras fue coloreada
de un color rosado intenso.

Estudio de la interferencia de pigmentos en la
tincion con AB2:

La muestra de azul cerdleo no interaccioné con el
reactivo colorante, con lo que queddé del mismo color la
seccion estratigrafica; esto se debio a la ausencia en su
composicién quimica de un grupo nitrogenado. Sin em-
bargo, las muestras de azul ftalocianina y azul de Prusia
tenidas adquirieron una coloracién azul intensa. El grupo
CN, se halla en pigmentos azules como la ftalocianina
y el azul de Prusia, con el que reacciona el colorante,

tinendo ambas muestras de color azul aunque fueron
aglutinados con aceite de linaza. La interferencia de
estos pigmentos con el AB2 puede producir resultados
falsos positivos en los andlisis de aglutinantes proteicos
que contengan estos pigmentos en la composiciéon de
sus capas pictoricas.

Analisis por EITF

Los espectros de los aglutinantes permitieron dife-
renciar la clara de la yema del huevo por la presencia
de la banda intensa y estrecha en 1740-1750 cm™ de vi-
bracién stretching del grupo C=0, caracteristica de los
aceites a causa de la parte oleosa del huevo y tres ban-
das estrechas en la regién huella dactilar alrededor
de 1 165 cm™. Los espectros de la caseina y la clara
del huevo no fueron diferenciables por estar cons-
tituidos fundamentalmente por la proteina caseina
y ovoalbimina respectivamente. Se observaron las
bandas de absorcién correspondientes a las vibracio-
nes de streching de amida I en el intervalo de 1630
a 1680 cm™ y amida II en el intervalo de 1520 a 1560
cm!, que identifican en general los aglutinantes de
naturaleza proteica. La cola animal (cola de conejo)
presenté estas bandas caracteristicas, pero con mayor
intensidad en las bandas 1232 y 1078 cm™. Mientras
que la cola de pescado se diferencié del resto de los
aglutinantes proteicos analizados por una banda
intensa y alrededor de 1104 cm™ en la regién de los
sulfatos. Los espectros de todos los aceites analizados,
presentaron las bandas caracteristicas alrededor de
1745, 1458, 1162 y 721 cm™. La banda en 1745 cm!
permitié identificar la presencia de aceite en pinturas
por ser el Gnico aglutinante que tiene banda en esta
regién de las cinco clases posibles, donde ademas no
existe interferencia por las bandas de los grupos SO,*
y CO,*, siempre presentes en los materiales inertes
que se emplean en las preparaciones de los soportes
de obras pictéricas.

En todas las muestras, se evalud la presencia de las
bandas de resinas, ceras, gomas y aceites. En el fondo
de caseina (5.1) se identificé la banda de aceite en 1740
cm™ debido a la presencia de aceites en la caseina y como
aglutinante del pigmento blanco de cinc usado por el res-
taurador para dar consistencia a la disolucién de caseina
y bandas de SO,* en 1622, 1144 y 1093 cm que se expli-
can por el uso de una caseina industrial 4cida (material

657
50- Fondo Caseina (5.1) 1093
9 1144
x105 . ' . C S
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™
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Fig. 2. Espectros por Espectroscopia Infrarroja con Transfor-
mada de Fourier a) De la muestra 5.1.
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Fig. 2. Espectros por Espectroscopia Infrarroja con Transfor-
mada de Fourier b) De la muestra 7.1.

mas corriente), que en su proceso de fabricacién emplea
acido sulflirico que reacciona con el Ca presente y las
bandas de proteinas se encuentran débiles y solapadas
(F2a). En la muestra modelo de fondo de aceite (7.1) se
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identificaron tres bandas de SO4;2‘ una banda en 1622
cm'y dos bandas intensas alrededor de 1093 cm™, por
la presencia del yeso utilizado como material de carga
en la preparacién magra y la banda intensa de aceite
en 1735 ecm™ (F.2b).

En la muestra de fondo mixto (6.1) se identifica-
ron las bandas: de proteina en 1638 cm™, de CO,* en
1416 y 872 cm™ y el doblete del SO,*en 1098 y 1150
cm y la banda caracteristica del aceite muy débil
que luego fue confirmada en el espectro de la mues-
tra extraida (respecto al aceite) donde se definieron
todas las bandas caracteristicas mas intensas del aceite
en 1746, 1 454 y 1153 cm™ (F. 3).

En la muestra de capa pictérica (2.1) se identifico la
presencia de las bandas caracteristicas de proteinas en
1658 y 1535 ecm™ en idéntica posicién respecto al espectro
de la clara de huevo y bandas estrechas e intensas de
C032' en 1407 y 878 cm™ (F.4a), como resultado del empleo
de blanco de plomo como pigmento. En la muestra de
capa pictérica (4.1), se identifico la presencia de aceite
por la banda intensa y estrecha en 1745 cm™ debido a la
parte lipidica de la yema del huevo presente (F.4b). Se ob-
servan ademas bandas en 1653 y 1545 cm™ de las amidas
debido al aglutinante de naturaleza proteica y la banda
en 1401 cm™ debido al CO,* aportado por el blanco de
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Fig. 3. Espectro por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier de la muestra 6.1.
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Fig. 4. Espectros por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier a) De la muestra 2.1. b) De la muestra 4.1.
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plomo y el fondo de creta de la preparacién del soporte.
Se identific6 también un doblete débil alrededor de 1093
cm™por la presencia minoritaria de SO,*. En la muestra
de capa pictérica (9.1) se identificé la presencia de aceite
en 1735 cm™ y una banda ancha e intensa CO,* en 1386
cm’!, debido al blanco de plomo.

Fondo de caseina (5.1y 5.3):

El aglutinante derivado de la leche, se determiné por
sus porcentajes de leucina (Tabla 1, E:5a). Los porcenta-
jes elevados de este aminoacido respecto a las demas
muestras modelo analizadas es indicativo del proceso de
degradacion de esta proteina.®®?? No se identificaron los
elevados de acido glutamico, acido aspartico y prolina,
correspondientes a la caseina natural (derivado de la
leche),? 1o que se explica por el uso de la caseina acida
industrial.

Fondo mixto (6.1):

La presencia proteica pudo comprobarse mediante los
porcentajes elevados de glicina, prolina e hidroxiprolina
(Tabla 1), lo que identificé la cola animal como aglutinante
de la preparaciéon magra que forma el fondo mixto (Tabla 1;
E 5b). En el fondo mixto, se confirmo la presencia de aceite a
través de la deteccién de los &cidos grasos: caprico, laurico,
miristico palmitico y estearico (Tabla 1). En esta muestra,
se descart6 la presencia del aglutinante yema de huevo
debido a la ausencia de colesterol en la fraccién lipidica.?*
El conjunto de acidos grasos hallados es caracteristico de un
aceite secante, lo que se confirmé porque la relacién entre el
4cido palmitico y el estearico es mayor que la unidad.®?

Analisis por CG-EM

Capa pictérica con clara de huevo (2.1):

La clara de huevo se identificé por sus elevados con-
tenidos de acido glutamico y por los bajos porcentajes
de treonina con respecto a la yema (Tabla 1, E 5¢).6?1%
Otras contribuciones importantes fueron las de alanina,
leucina, valina e isoleucina. A su vez, la glicina y la hi-
droxiprolina, se encontraron en cantidades elevadas, lo
que puede ser explicado por la presencia de cola animal
como aglutinante en el fondo de creta de la preparacién.

Capa pictérica con yema de huevo (4.1):

El aglutinante yema de huevo estaba compuesto por
dos fracciones importantes, donde estaban incluidas
proteinas y acidos grasos. La identificacién proteica
de la yema de huevo se verificé por las cantidades ele-
vadas de 4cido aspartico, serina y prolina respecto a la
clara (Tabla 1, Fig. 5d).® Otros amino4cidos detectados
en proporciones elevadas fueron isoleucina, prolina, fe-
nilalanina, lisina y tirosina con respecto a los restantes
aglutinantes de origen proteico. La parte lipidica de la
yema aport6 acidos grasos dentro de los cuales el acido
resulté predominante. Se detectaron trazas de colesterol,
el cual es un marcador de este aglutinante. Sin embargo,
las bajas cantidades de este compuesto, se atribuyeron
a los procesos de degradacién.?*

Muestras reales

Analisis histoquimico
Pintura mural San Francisco Nuevo. El estudio de la
muestra R6 se realiz6 con el objetivo de comprobar en

Tabla 1. Aminoacidos (%) presentes en las muestras modelos y acidos grasos (%)

presentes en la fraccién oleosa del medio mixto.

Aminoacido 5.1 6.1 2.1 4.1
Alanina 5,1 5,00 4,51 4,37
Valina 2,73 1,43 1,37 2,48 Acidos grasos %
Leucina 3,37 1,74 1,92 2,84 C10:0 caprico 0,64
Isoleucina 1,80 1,11 1,37 1,84 C12:0 laurico 33,39
Prolina 3,07 6,57 3,25 3,72 C14:0 miristico 18,99
Glicina 28,20 52,65 53,77 41,04 C16:0 palmitico 33,72
Serina 1,80 1,51 0,58 2,92 C18:0 estearico 3,87
Treonina 0,70 0,62 0,44 1,21 C16:0/18:0 8,71
pimglugf;?é’o 3,11 5,70 8,47 7,02
Acido aspartico 1,62 3,68 3,58 5,72
Hidroxiprolina 1,66 5,66 2,34 2,96
Fenilalanina 0,96 0,74 1,12 1,58
Lisina 0,13 1,13 1,69 1,90
Tirosina 0,03 0,06 0,21 0,25
un objeto de arte real la interferencia de los pigmentos.  de Fluorescencia de Rayos X (FRX).

Esta pintura mural contiene verde cinabrio formado por
la mezcla de los pigmentos azul de Prusia Fe,[Fe(CN),],
y amarillo de cromo (PbCrO,). La coloracion tomada
en este caso por la capa pictérica (2) de la muestra fue
indicativo de la reaccién que ha tenido lugar entre el
CN yel AB2.

Pintura mural Casa de la Obrapia. Se analizaron las
muestras de colores representativos R1, R2, R3, R4y R5
de la pintura mural de la Casa de la Obrapia, y luego de
la tincién, no se apreciaron cambios en la coloraciéon de las capas
lo que demostrd el empleo de un aglutinante de naturaleza no
proteica. Estos pigmentos no eran nitrogenados segtin analisis

Policromia Evangelista San Juan. Las muestras para diferen-
tes puntos de la policromia R12 y R13 del evangelista San Juan
(Siglo xvmm), reaccionaron con €l colorante AB2 adquiriendo una
tonalidad azul tanto en la capa de preparacién 1 como en la capa
pictérica 2,1o querevel6 la naturaleza proteica del aglutinante. Se
analizaron las muestras denaturaleza proteica por EITF'y CG-EIVL

Analisis por EITF

En todas las muestras de la policromia del evangelista
San Juan, se analizaron las bandas caracteristicas de re-
sinas, ceras, y gomas, excluyendo estos aglutinantes. En
la muestra R11 (estrato de preparacién) se identificé un
doblete intenso de SO > alrededor de 1114 cm™ correspon-
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Fig. 5. Cromatogramas por CG-EM de los aminodcidos. a) Presentes en la caseina. b) Del medio mixto. c) Presentes en la clara

de huevo. d) Presentes en la yema de huevo.

diente al yeso utilizado en esta preparaciéon y una banda
débil de CO,* en 1411 cm™ por la presencia minoritaria de
carbonato aportada por la toma no deseada de parte de la
capa pictorica basada en blanco de plomo identificadas
en estudios anteriores de la distribucién de elementos
quimicos en la seccién transversal por micro-FRX. No
hubo/se observé la presencia de las bandas caracteris-
ticas de aceites y se identificé una banda estrecha en
1620 cm™ de SO,* superpuesta sobre las bandas amida I
y una débil banda amida II. En la comparacién con los
espectros de aglutinantes y particularmente con los de
naturaleza proteica, las bandas indicadoras de proteina
se desplazaron respecto a su posicién en los espectros
de caseina, clara y yema del huevo y coincidieron con
el espectro de referencia de la cola animal (cola de co-
nejo), lo cual debera ser confirmado mediante técnicas
cromatograficas. En la muestra R7 (estrato de carnacién)
se observo el doblete correspondiente al SO,* en 1080 y
1172 cm™, debido en gran medida a la contaminacién en
la toma de muestra con la capa de preparacién. Ademas,
se observo la banda correspondiente al CO,* en 1408 cm,
debida al blanco de plomo. Asimismo se identificé una
banda ancha alrededor de 1624 cm™ debido a la super-
posicién de amida I y amida II desplazada respecto a la
posicién de estas bandas en los espectros de los agluti-
nantes caseina, claray yema del huevo. No se observé la
banda caracteristica del aceite en los 1740-1750 cm 1. En
la muestra R8 (estrato de azul), se conocia/io que la capa
original de azul claro estaba compuesta por blanco de
plomo y azul ultramar por analisis de FRX. En el espectro
no se observaron bandas caracteristicas de aceites y se
identificé igualmente el doblete del SO,* en 1075 y 1172

cm. El espectro presenté ademés, una banda en 1408
cm™ caracteristica del CO,> por la presencia de blanco
de plomo y una banda ancha en 1591 cm™ que indic6
aglutinante de naturaleza proteica. En la muestra R11
(estrato blanco de la nube) ocurrié una contaminacion
por yeso de la preparacién. Se identificaron bandas ca-
racteristicas de SO,* en 1075 y 1172 cm™, ademas de la
banda identificativa del CO,* en 1408 cm™ por el blanco
de plomo y una banda en 1586 cm™ que incluyé las dos
amidas que identificaron la naturaleza proteica. En la
muestra R9 (estrato siena claro) se identificé una con-
taminacién con yeso de la preparacién por la presencia
del doblete de SO,* alrededor de 1085 cm™y la banda de
1634 cm™! superpuesta sobre otra ensanchada de amida.
En la muestra R10 (estrato blanco del libro) se identifico
la banda intensa del CO,* por el blanco de plomo en 1408
cm. Las bandas amidas estuvieron solapadas como en
la muestra 4 y ocurrié contaminacién con yeso por la
presencia del doblete del SO,*. (E.6)

Analisis por CG-EM

Al analizar una muestra real (R11, blanco de la nube)
perteneciente a la policromia del evangelista San Juan
(siglo xvm), se encontro la presencia de un aglutinante
proteico y uno oleoso (Tabla 2). En la fraccién proteica,
se detect6 una mayor proporcion de glicina e hidroxipro-
lina respecto al resto de los aminoacidos, lo que resultd
indicativo de la presencia de cola animal utilizada como
aglutinante. Ademas, esto fue confirmado por los eleva-
dos valores de las relaciones ala/phe, gly/ile, hyp/leu y
pro/leu y de las menores proporciones entre leu/ala, val/
ala y ala/gly y con respecto a los aglutinantes de yema
y de clara.’ La deteccion de acidos grasos pudiera ser
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Fig. 6. Espectro por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier de la muestra (R15).

Tabla 2. Contenido y razén de aminodacidos en la muestra correspondiente

al Evangelista San Juan.

Razén de
Aminoéacidos %o aminoacidos Muestra
Ala 7,3 Ala/Phe 7,12
Acido. 2-aminobutirico 0,27 Gly/Ile 7,34
Val 2,18 Hyp/Leu 1,99
Leu 2,18 Pro/Leu 1,83
Ile 2,2 Glu/Asp 0,78
Prol 4,0 Leu/Ala 0,30
Gly 45,32 Val/Ala 0,29
Ser 1,71 Ser/Ile 0,28
Thr 0,76 Ala/Gly 0,16
Acido piroglutamico 2,38
Asp 3,04
Hyp 4,34
Phe 0,95
Lys 0,56

atribuida a la presencia de aceites secantes utilizados en
el repinte oleoso realizado en la primera restauracion de
la obra. Un ejemplo de la confirmacién sobre la identifi-
cacién de estos AG lo constituyo6 el espectro de masas del
4cido palmitico, el cual fue confirmado con la biblioteca
Wiley275. La formacién de didcidos resulté indicativo de
la degradacion de este tipo de aceite. Las fuertes condi-
ciones 4cidas requeridas en el paso de hidrélisis implican
que los acidos grasos son solo parcialmente liberados de
los lipidos a causa de la ocurrencia de un equilibrio de
reaccion y de su baja solubilidad (26), ademas de la for-
macién de acidos grasos cortos y diacidos volatiles que se
han oxidado. Estos acidos se forman durante el proceso
de secado de las capas de pintura, ya que en este momen-
to los aceites presentan gran cantidad de acidos grasos
insaturados. La hidrolisis del enlace éster inicial puede
contribuir también a la formacién de 4cidos grasos libres.

CONCLUSIONES

Se identifico la naturaleza del aglutinante en las
muestras modelo de técnicas pictoricas tradicionales de
estudio y la interferencia de pigmentos con presencia de
nitrégeno por medio del analisis histoquimico con el uso
de tinciones especificas.

La implementacién de la técnica de Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier permitié iden-

tificar el aglutinante proteico en las muestras modelo
(excluyendo resinas, gomas, aceites y ceras), a excepcion
del fondo de caseina, debido a la presencia mayoritaria
de sulfatos incorporados en el proceso de preparaciéon
industrial de la caseina 4cida.

La CG-EM permitié identificar el aglutinante espe-
cifico en las muestras modelo, a partir del porcentaje de
aminoacidos marcadores, en adicion de acidos grasos y
el colesterol en el caso de la yema de huevo.

El analisis combinado de los métodos implementados
permitié demostrar que en las obras pictéricas: murales
en la Casa de Obrapia y la iglesia San Francisco Nuevo,
la técnica empleada fue de naturaleza no proteica, mien-
tras en la Policromia San Juan, del siglo xvi, se pudo
identificar presencia proteica (analisis histoquimico), asi
como determinar que la técnica artistica empleada no es
oleosa ni mixta sino una técnica al temple por emplear un
aglutinante de naturaleza proteica (EITF), identificado
como cola animal (CG-EM).
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