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Resumen

En este trabajo se presenta una revision de los resultados de la caracterizaciéon de aglutinantes proteicos mediante
técnicas de espectrometria de masas en muestras de pinturas murales de los siglos XVII y XVIII de iglesias andinas
de la denominada Ruta de la Plata.
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Summary

This work presents a revision of the results of the characterization of protein binders by mass spectrometry techniques
in samples from XVII and XVIII century mural paintings in Andean churches on the so-called Silver Route.
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Introduccion

La espectrometria de masas (EM) es una técnica analitica que desde sus inicios ha sido aplicada en matrices muy
variadas debido tanto a su versatilidad y sensibilidad como a la posibilidad de acoplarse con técnicas cromatograficas
como cromatografia gaseosa (CG) o cromatografia liquida (CL), lo cual permitié la separacion de mezclas complejas
y la identificacién a nivel molecular de los compuestos de interés. En el campo del patrimonio cultural se ha utilizado
para la caracterizacion de pigmentos organicos, polisacaridos, ceras, aceites, resinas, y proteinas en muestras de
esculturas, textiles, pinturas murales y de caballete [1, 2, 3].

La pintura mural es una manifestacion cultural que ha estado presente desde hace aproximadamente 20.000 afos
[4]. Desde las primeras pinturas rupestres ha atravesado multiples estilos y periodos hasta la pintura mural urbana
contemporanea [5, 6 ,7]. Tanto la técnica como los materiales empleados para la elaboraciéon de este tipo de obras
han estado en constante evolucion, pero su objetivo como expresion artistica se mantiene, y constituye un testimonio
visual de las situaciones sociales y/o politicas de la época.

Este trabajo presenta parte de los resultados obtenidos en el marco de un proyecto interdisciplinario desarrollado por
historiadores del arte, quimicos y restauradores de Argentina, Chile y Bolivia con el objetivo de estudiar los programas
iconograficos, caracterizar la paleta de pigmentos y determinar la técnica pictdrica en pinturas murales de iglesias
andinas. En este trabajo nos centramos en una revision sobre los logros alcanzados mediante técnicas de EM para el



analisis de material proteico en micromuestras de pinturas murales de iglesias ubicadas en zonas cercanas a la
denominada Ruta de la Plata. Esta ruta era una antigua via utilizada para el transporte y comercio de plata y otros
minerales desde el Cerro Rico de Potosi en Bolivia a la ciudad portuaria de San Marcos de Arica sobre el océano
Pacifico en el Chile actual [8, 9]. La geografia de la zona andina donde se encuentra esta ruta resulta muy particular,
con pueblos a mas de 3000 metros de altura sobre el nivel del mar y con un clima muy seco que influyé positivamente
en la preservacion de los materiales empleados en estas pinturas [10].

La produccién de imagenes representd una las estrategias privilegiadas empleadas durante el Periodo Colonial para
difundir la cultura europea y establecer mecanismos de control de las poblaciones en el Nuevo Mundo. Durante los
siglos XVII y XVIII la tarea evangelizadora de la Iglesia Catolica cumplié un papel fundamental en la constitucion de
un nuevo orden social [11]. La pintura mural desempend un rol importante en ese contexto dado que permitio, a
través de imagenes, difundir narrativa cristiana de facil interpretacion para los nativos [12]. Es importante destacar
que a pesar de la escasez de documentos de la época referidos a la produccidon de estas pinturas es posible, a partir
de la identificaciéon de una iconografia local en tension con los simbolos cristianos y un primer antecedente que indica
que algunos de los materiales empleados en su realizacién son de origen local [13], plantear que las comunidades
indigenas participaron en su realizacién [14].

Las pinturas murales de las iglesias andinas, desde el punto de vista de su materialidad, presentan diversos
componentes, tanto inorganicos como organicos, que forman parte de la base de preparacién de la pintura y de las
capas pictoricas, en donde se hallan los pigmentos y los aglutinantes que se utilizaban para aplicarlos. Entre los
pigmentos predominan los componentes inorganicos. Un resultado destacable fue la identificacion de brocantita y
antlerita (sulfatos basicos de cobre) en las pinturas murales de las iglesias de Copacabana de Andamarca y San
Andrés de Pachama en el actual territorio de Chile, identificados posteriormente en murales de otras iglesias [13, 15-
18]. Estos pigmentos verdes no habian sido registrados anteriormente en el arte colonial y fueron caracterizados
mediante una combinacion de técnicas analiticas, como microscopia electrénica de barrido con deteccion de rayos X
(SEM-EDS) y micro-espectroscopia Raman. El analisis de muestras de minerales provenientes de la mina de
Chuquimata, en el norte de Chile, y su comparacién con los identificados en las pinturas confirmé el origen de los
pigmentos y su provisidon local [17]. Por otra parte, estudios realizados mediante cromatografia liquida de alta
resolucién con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) confirmaron la presencia de un pigmento organico, una
laca roja de acido carminico, en pinturas murales de iglesias andinas de Bolivia [13] y Chile [16].

Los aglutinantes proteicos (caseina, colas animales, huevo (yema y/o clara) se encuentran entre los materiales
organicos mas utilizados en obras pertenecientes al patrimonio cultural. El huevo se ha utilizado como aglutinante de
pigmentos en la témpera tradicional y en mezclas con aceites secantes en la técnica de témpera grasa. Las colas
obtenidas por hidrdlisis de colageno extraido de piel, huesos y tendones de animales fueron utilizadas como
aglutinantes de pigmentos y también como adhesivos, aditivos para yesos y en la técnica de dorado [19]. La
identificaciéon de estos aglutinantes puede proporcionar informacién valiosa sobre el origen de los materiales
empleados y, en conjunto con los resultados del analisis de otras moléculas organicas, tales como lipidos o
polisacaridos, brindar detalles sobre la técnica pictérica de la obra. Estos datos resultan fundamentales para llevar a
cabo procesos adecuados de conservacion y restauraciéon del patrimonio cultural.

Teniendo en cuenta que los andlisis que se realizan sobre pinturas murales y otros tipos de bienes culturales deben
ser idealmente no invasivos o en su defecto micro-destructivos, para el estudio de micromuestras de estas obras se
requiere la aplicacion de técnicas analiticas muy sensibles que brinden informacion relevante a partir de una cantidad
minima. El estudio de los materiales proteicos en pinturas es una tarea particularmente desafiante debido a la muy
baja cantidad de aglutinante organico presente distribuido en las bases de preparacién y las capas pictéricas. La EM
se encuentra entre las técnicas analiticas que cumplen con los requisitos necesarios para el estudio de este tipo de
material organico. Las estrategias tradicionales para la identificacion de proteinas incluyen el uso de hidrdlisis acida,
preparacion de derivados de aminoacidos (AA) y su determinacién cuantitativa mediante técnicas cromatograficas
acopladas a EM [16] y/o el estudio mediante pirdlisis acoplada a cromatografia de gases con deteccion por EM (Pi-
CG-EM) [21-23].

En los ultimos afios ha habido importantes avances en protedmica mediante EM [1,24-26] dado que proporciona
informacion especifica sobre la fuente de proteinas. La primera aplicacion de la protedmica basada en EM en
materiales antiguos se remonta al afio 2000 [27], y las aplicaciones a obras de arte surgieron s6lo unos afios después
[28-31], incluidas metodologias de extraccién de proteinas de forma no invasiva [32, 33]. Sin embargo, queda adn un
amplio campo de aplicacion de la protedmica a muestras del patrimonio cultural. Para esto es necesario adaptar los



protocolos que se usan para muestras modernas debido a la baja cantidad de material proteico presente, la
heterogeneidad y el estado fisico inusual de las muestras, asi como la posibilidad de encontrarse con muestras
altamente degradadas en virtud de su antigledad [34].

Resultados

Se presenta una revisién sobre la identificacion de proteinas en muestras de pintura mural andina mediante la
aplicacion de técnicas de EM por inserciéon directa (ID-EM), CG-EM, desorcidn/ionizacion por laser asistida por matriz
con detector de tiempo de vuelo (UV-MALDI-TOF-TOF) y cromatografia liquida acoplada a EM con ionizacién por
electrospray (LC-ESI/MS). Los resultados corresponden a muestras de pinturas murales de las iglesias de
Copacabana de Andamarca (Bolivia), San Andrés de Pachama (Chile), Orurillo (Pert), Parinacota (Chile) y Curahuara
de Carangas (Bolivia). Estas muestras fueron obtenidas a lo largo de cuatro viajes realizados a las zonas de estudio y
corresponden a distintos colores de la paleta pictérica de cada mural.

Las muestras fueron analizadas en el LIAMA (Laboratorio de Investigacién Aplicada a Materiales en Arte y
Arqueologia del DQO-FCEN) y los analisis de protedmica se llevaron a cabo en colaboracion con el CEQUIBIEM
(Centro de Estudios Quimicos y Biolégicos por Espectrometria de Masas), grupo dirigido por la Dra. Silvia Moreno del
Instituto de Quimica Bioldgica (IQUIBICEN, FCEN, UBA).

Entre los primeros trabajos realizados sobre la aplicacién de técnicas de EM en muestras de pinturas murales
andinas se encuentra la identificacion del pigmento indigo por ID-EM en matrices lipidicas y proteicas con ionizacién
de electrones a 70 eV [35]. Esta técnica consiste en la introduccion de muestras soélidas o liquidas contenidas en un
crisol de vidrio en la camara de ionizacion del espectrometro de masa y su calentamiento gradual, en nuestro caso de
40 a 400°C [36], para la desorcion-volatilizacién de algunos de los componentes y su posterior analisis en el
espectrometro de masa. La ventaja mas atractiva de esta técnica es que no requiere de un pre-tratamiento de la
muestra.

Se analizaron en primer lugar mezclas de referencia del pigmento azul indigo con diferentes aglutinantes como aceite
de linaza, cola de conejo y huevo entero en una relacion 1:1 aplicadas sobre un soporte de vidrio. Estas muestras
fueron envejecidas naturalmente en ausencia de luz durante 13 afios. El analisis por ID-EM permitié la identificacién
de indigo en las tres mezclas envejecidas. Asi mismo se observo una degradacion parcial del indigo a triptantrina en
la mezcla con cola de conejo mientras que permanecia estable en las mezclas con aceite de linaza y huevo entero.
En cuanto a los aglutinantes, se identificaron los componentes lipidicos en las mezclas con aceite y huevo mientras
que en la Unica muestra en donde se observaron indicios de material proteico fue en la mezcla de indigo con cola
animal. En este caso se observaron distintos iones, el mas intenso de m/z 70, junto con otros iones de m/z 111, 124 y
154 que fueron asignados a la formacion térmica de 2,5-dicetopiperazinas (DCP) a partir de colageno [37, 38]. Estos
dipéptidos ciclicos habian sido reportados previamente como productos de pirdlisis de proteinas y pueden utilizarse
como marcadores especificos de proteinas en matrices complejas [37, 39]. Los iones encontrados se asignaron a
DCP de glicina, prolina e hidroxiprolina que son los aminoacidos principales del colageno [40].

Con esta técnica se analizé una micromuestra azul de una pintura mural de la iglesia de Copacabana de Andamarca
(Bolivia) del siglo XVIII. Este analisis permitid la identificacion de indigo y de huevo en tan solo unos minutos y sin
tratamiento previo de la muestra que se coloco directamente dentro del crisol. Cabe remarcar que no se observaron
productos de degradacion del material proteico.

Con el propésito de disponer de una metodologia que nos permitiera indagar en mayor profundidad sobre los
materiales organicos y la técnica pictérica en pinturas murales en iglesias andinas, se optimiz6 una metodologia
basada en un trabajo de Colombini et al. [41] para analizar los componentes lipidicos y proteicos a partir de una Unica
micromuestra. La optimizacién se realizé con réplicas preparadas en el laboratorio [42], teniendo en cuenta la
bibliografia disponible acerca de los materiales empleados en la pintura mural [43-45], en particular sobre pintura
mural andina [46]. El uso de réplicas pictéricas permite optimizar las metodologias de analisis sin que la cantidad de
muestra sea un factor limitante y al mismo tiempo realizar estudios de envejecimiento acelerado para la identificacion
de productos de degradacion en obras de arte [47-51].

Las réplicas fueron preparadas por aplicacién de aceites vegetales, huevo y cola animal sobre dos soportes
diferentes: yeso y vidrio [42]. El yeso se selecciond como soporte ya que se identific6 como base de preparacion en
varias pinturas murales andinas [13], mientras que el vidrio, al ser un soporte inerte, no interacciona con los
aglutinantes aplicados, pero permite analizar los procesos de secado y degradacion que sufren estos componentes



[48, 51-53]. La extraccion, separacion y preparacion de derivados a partir de micromuestras extraidas de las réplicas
nos permitié optimizar una metodologia para el analisis de lipidos y proteinas a partir de una Unica micromuestra [42].
En el caso de las proteinas, esta metodologia se validé mediante el analisis por CG-EM del perfil de aminoacidos de
cola animal y huevo. A partir de los analisis de las réplicas se determin6 que la hidroxiprolina presente en el colageno
es el marcador caracteristico de una cola animal, lo cual coincide con lo reportado previamente en la bibliografia [20].
De hecho, la hidroxiprolina es uno de los principales componentes del colageno, en donde desempefia un papel clave
en su estabilidad al permitir su torsiéon. Se compararon ademas los resultados del analisis de las réplicas con cola
animal y huevo sobre yeso y vidrio sin envejecer y envejecidas naturalmente durante 3 afios y no se observaron
diferencias significativas en los perfiles y porcentajes relativos de aminoacidos (Figura 1).

Posteriormente se aplicé la metodologia a micromuestras extraidas de pinturas murales de la iglesia de Copacabana
de Andamarca (Figura 2). El analisis de estas muestras fue el primer estudio quimico sobre la técnica pictérica en
pintura mural andina [13].

Debido a la similitud entre los perfiles y las composiciones relativas de los aminoacidos de las micromuestras y las
réplicas de huevo y cola animal sobre yeso envejecidas naturalmente, se sugiridé la presencia de ambos medios
proteicos en las tres micromuestras analizadas.

En base a estos resultados y a los obtenidos mediante espectroscopia infrarroja por reflectancia total atenuada (FTIR-
ATR) y espectroscopia Raman que indicaron la presencia de yeso como base de preparacién, en conjunto con los
resultados obtenidos del analisis de la fraccidn lipidica, se propuso el uso de una témpera grasa a base de huevo y
un aceite vegetal como aglutinante de los pigmentos y la manufactura del mural con la técnica al seco [13]. Esta
técnica se caracteriza por la aplicaciéon de la pintura sobre un soporte de yeso previamente imprimado,
probablemente con cola animal, con aplicaciéon de los pigmentos mezclados con huevo y aceite como aglutinantes
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Figura 1: Porcentajes relativos de aminoacidos para: (a) réplicas de huevo sobre yeso y vidrio y (b) réplicas de cola animal sobre
yeso y vidrio, sin envejecer (t=0) y envejecidas naturalmente (t= 3 afios).



Se analizaron posteriormente siete micromuestras de la iglesia de San Andrés de Pachama (Chile), en las que se
identific6 nuevamente yeso como base de preparacion. En este caso las muestras analizadas mostraron un menor
contenido de aglutinante que las muestras de Andamarca, y en el caso del analisis de las fracciones proteicas solo
fue posible la caracterizacion del perfil de aminoacidos en dos de las muestras analizadas. En una de las muestras se
identifico hidroxiprolina y un elevado porcentaje de glicina, lo que indicé el uso de cola animal. Al comparar el perfil y
los porcentajes relativos de aminoacidos obtenidos para esta muestra con los de la réplica preparada con cola animal
y huevo entero sobre yeso se observd una gran similitud respecto a valina, leucina y acido aspartico entre otros, lo
cual sugeria la presencia de huevo ademas de cola animal. Resultados muy similares se observaron al analizar otra
muestra del mismo mural respecto al perfil de aminoacidos. En este caso la presencia de huevo se confirmé por la
identificacion de colesterol al analizar la fraccion neutra de los lipidos mediante CG-EM [54].

Continuando con el analisis de pinturas murales de diferentes iglesias, se estudiaron las fracciones proteicas de
micromuestras de la sacristia y la nave principal de la iglesia de Orurillo (Peru) (Figura 2). La muestra ORUO1 mostré
la presencia de hidroxiprolina y proporciones elevadas de glicina y prolina, indicadores de una cola animal. Ademas,
se observaron porcentajes de alanina, serina y valina compatibles con la presencia de proteinas de huevo. Para la
muestra ORU10 se observaron resultados muy similares a ORUO1, con excepcién del aminoacido serina. La
identificacion de colesterol en ambas muestras confirmé la presencia de huevo. Las muestras ORUO5 de la sacristia y
ORUOQ7 de la nave principal presentaron baja proporcion de aminoacidos con un perfil que no permite una asignacion
clara del origen de los mismos. Sin embargo, la identificacién de cola animal en las muestras ORUO1 y ORU10
indicaria que habria sido usada como imprimacion de la capa de sulfato de calcio (yeso) previo a la aplicacion de los
pigmentos con una témpera grasa [9]. Los resultados obtenidos sobre la técnica pictérica coinciden con lo identificado
en las pinturas murales de las iglesias de Copacabana de Andamarca (Bolivia) [13] y de Pachama (Chile) [55].

Como parte de los estudios de caracterizacion de los materiales y la técnica pictérica de murales de iglesias de la
Ruta de la Plata y con el objetivo de identificar similitudes y diferencias con resultados previos y contrastarlos con la
literatura artistica de la época, se analizaron muestras de un mural del siglo XVII utilizado como retablo en la iglesia
de Curahuara de Carangas [56]. Este mural se encontraba oculto desde hace afos detras del retablo mayor de
madera y se descubrié cuando se realizaron trabajos de restauracion en 2011 [57]. Representa la presentacion en el
Templo y Purificacion de Maria, segun un grabado flamenco de Lucas van Doetecum segun Gerard Groenning, y
corresponde a la primera decoracién del templo, realizada al parecer hacia 1608 (Figura 2).
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Figura 2: Detalle de las pinturas murales de las iglesias de (a) Curahuara de Carangas, Bolivia; (b) Copacabana de Andamarca,
Bolivia; (c) Orurillo, Peru; (d) detalle de la zona de extraccién de una muestra de la pintura mural de la iglesia de Orurillo y
fotografia de la muestra bajo lupa estereoscoépica. Fotos: Gabriela Siracusano.

El analisis de la fraccion proteica de dos muestras reveld una composicién de aminoacidos compatible con la
presencia de huevo y cola animal. Por otro lado, el contenido relativamente alto de acido glutdmico, el aminoacido
mas abundante en el huevo, y las altas concentraciones de acido aspartico, alanina y serina en las muestras sugirid
el uso de huevo como aglutinante [13,17]. La identificacion de colesterol como su derivado trimetilsililado confirmé la
presencia de huevo en ambas muestras. El conjunto de los resultados obtenidos coincide con los de otros murales
analizados, lo que indicaria una técnica pictérica comun para la pintura mural de la region.

Con el propésito de indagar en mayor profundidad sobre el origen del material proteico en las muestras de pinturas
murales y validar los resultados obtenidos mediante el analisis por CG-EM de los perfiles de aminoacidos en las
fracciones proteicas se realizaron estudios mediante técnicas avanzadas de espectrometria de masas como UV-
MALDI-TOF-TOF y cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con ionizacion por electrospray (LC-
ESI/MS).

Mediante una metodologia optimizada para el analisis de proteinas en bienes culturales basada en una estrategia
protedmica y el analisis de los péptidos tripticos, identificamos por primera vez para el arte colonial andino proteinas
de huevo y cola animal en micromuestras de pintura mural de la iglesia de Copacabana de Andamarca (Bolivia) [58],
lo cual corroboré los resultados obtenidos mediante el andlisis de los aminoacidos por CG-EM.



En este caso la metodologia aplicada (Figura 3) fue evaluada con las réplicas con cola animal, yema, clara de huevo
y huevo entero sobre soporte de yeso, preparadas en el laboratorio, como se describié anteriormente [42]. Los
resultados se compararon con el analisis de los extractos acuosos de las proteinas de las réplicas de yeso para
evaluar la influencia de la extraccién con amoniaco sobre la estabilidad del colageno y las proteinas de huevo. Se
utilizé MALDI-TOF/MS como primer paso para la deteccion de proteinas y comparacion entre muestras de pintura
mural y referencias, con el fin de validar la metodologia y proporcionar un analisis rapido que permitiera la seleccion
de micromuestras de pintura para un analisis mas exhaustivo mediante LC-ESI/MS. Esta técnica de EM, basada en la
identificacién de proteinas mediante el analisis de espectros MS/MS de péptidos es mas adecuada para muestras
complejas como son las pinturas murales u otras obras de arte.

Réplicas

Muestra \

1. Adicion de NH, 2.5M (bafio de ultrasonido 2h, 60°C)
2. Extraccion con CHCI., centrifugacion por Smin (3200rpm)
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CGIEM Extracto c!e gloroformo. lipidos .]
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2. Liofilizacion
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| | 4. Extraccién con dietil éter y centrifugacion poer Smin (3200rpm)
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2. Reconstitucion del residuo solido con agua
3. Protocolo para analisis por protedmica

[ MALDI-TOF/MS y LC-ESIMS (orbitrap) |

Figura 3: Metodologia de analisis de muestras mediante técnicas avanzadas de espectrometria de masas.

Mediante LC-ESI/MS se demostré la presencia de proteinas de huevo en algunas de las muestras de pintura mural
de Andamarca. En una de las muestras se identificaron péptidos correspondientes a siete proteinas de la clara de
huevo, particularmente ovoalbumina, ovotransferrina y lisozima. Dos proteinas de yema de huevo, vitelogenina-2 y
apolipoproteina B, se detectaron en otra muestra con alta confianza. Estos resultados confirmaron los obtenidos
mediante el analisis de aminoacidos por CG-EM [13, 42] que establecen que el huevo se utilizé como aglutinante de
pigmentos en una técnica al temple. Las proteinas de clara de huevo identificadas nos permitieron concluir que el
huevo utilizado como aglutinante pertenece a Gallus gallus o a una especie altamente relacionada, no secuenciada
hasta la fecha.

Por otra parte, en todas las muestras analizadas se determind colageno de origen animal por MALDI-TOF/MS y LC-
ESI/MS, pero debido a la alta conservacion de la estructura primaria del colageno entre mamiferos no fue posible
asegurar la especie a la que corresponde. La metodologia aplicada demostré ser eficiente para el estudio de
aglutinantes en pinturas murales del periodo colonial, con separacién de lipidos y proteinas a partir de una Unica
micromuestra.

En continuacion con estos trabajos, publicamos en 2021 la caracterizacion de las proteinas en micromuestras de
pinturas murales de las iglesias coloniales de San Andrés de Pachama y Virgen de la Natividad de Parinacota en el
extremo norte de Chile mediante LC-ESI-MS/MS [59]. En este caso se identificé no sélo la presencia de colageno,
yema y clara de huevo, en concordancia con una témpera grasa, sino ademas proteinas de musculo. Las proteinas
de musculo y colageno fueron asignadas a vaca (Bos Taurus) y llama (Vicugna pacos), un camélido domesticado y
utilizado como fuente de alimento y para el transporte de mercancias en los Andes desde tiempos prehispanicos.
Estos resultados constituyen un avance en los conocimientos sobre la preparacién y composicién de las colas
animales empleadas y contribuyen al conocimiento sobre las practicas pictdricas en la region de los Andes.

Discusion

La caracterizacion de los componentes de la fraccion proteica de micromuestras de pintura mural permitid, en
conjunto con otros datos, determinar la técnica pictérica utilizada. La informaciéon que brindd el analisis de los
aminoacidos por CG-EM, si bien fue acotada al compararla con los resultados obtenidos por técnicas avanzadas de



espectrometria de masas, no dejé de ser certera y permitio identificar los componentes de la fraccién proteica. Estos
materiales pudieron ser caracterizados en algunos casos con mayor precision al emplear LC-ESI-MS/MS.

Es posible plantear el uso de una técnica pictérica comun en la manufactura de las pinturas murales de las iglesias
estudiadas de la Ruta de la Plata, en sintonia con reportes que detallan semejanzas desde el punto de vista
iconografico y que proponen que las pinturas murales de Parinacota, Pachama, Copacabana de Andamarca y
Curahuara de Carangas (entre otras) presentan una iconografia cristiana con una visualidad local que forma parte de
lenguajes coloniales alternativos [60].

Por otra parte, la identificacion de materiales autéctonos en las pinturas, como la determinacién de proteinas de llama
(Vicugna pacos) aporta evidencias que indicarian la participacion de las comunidades de la Ruta de la Plata en la
manufactura de los murales.
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