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Resumen

En este trabajo se presenta una revisión de los resultados de la caracterización de aglutinantes proteicos

mediante técnicas de espectrometría 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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Introducción

La espectrometría de masas (EM) es una técnica analítica 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 cromatográficas como cromatografía gaseosa (CG) o cromatografía líquida (CL), lo cual permitió la

separación de mezclas complejas y la identificación a nivel molecular de los compuestos de interés. En el

campo del patrimonio cultural se ha utilizado para la caracterización de pigmentos orgánicos, polisacáridos,

ceras, aceites, resinas, y proteínas en muestras de esculturas, textiles, pinturas murales y de caballete [1,

2, 3].

La pintura mural es una manifestación cultural que ha estado presente desde hace aproximadamente

20.000 años [4]. Desde las primeras pinturas rupestres ha atravesado múltiples estilos y períodos hasta la

pintura mural urbana contemporánea [5, 6 ,7]. Tanto la técnica como los materiales empleados para la

elaboración de este tipo de obras han estado en constante evolución, pero su objetivo como expresión

artística se mantiene, y constituye un testimonio visual de las situaciones sociales y/o políticas de la época.

Este trabajo presenta parte de los resultados obtenidos en el marco de un proyecto interdisciplinario

desarrollado por historiadores del arte, químicos y restauradores de Argentina, Chile y Bolivia con el

objetivo de estudiar los programas iconográficos, caracterizar la paleta de pigmentos y determinar la técnica

pictórica en pinturas murales de iglesias andinas. En este trabajo nos centramos en una revisión sobre los

logros alcanzados mediante técnicas de EM para el análisis 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 vía utilizada para el transporte y comercio de plata y otros minerales desde el Cerro Rico de

Potosí en Bolivia a la ciudad portuaria de San Marcos de Arica sobre el océano Pacifico en el Chile actual

[8, 9]. La geografía de la zona andina donde se encuentra esta ruta resulta muy particular, con pueblos a

más de 3000 metros de altura sobre el nivel del mar y con un clima muy seco que influyó positivamente en

la preservación de los materiales empleados en estas pinturas [10].

La producción de imágenes representó una las estrategias privilegiadas empleadas durante el Período

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 Católica cumplió un

papel fundamental en la constitución de un nuevo orden social [11]. La pintura mural desempeñó un rol

importante en ese contexto dado que permitió, a través de imágenes, difundir narrativa cristiana de fácil

interpretación para los nativos [12]. Es importante destacar que a pesar de la escasez de documentos de la

época referidos a la producción de estas pinturas es posible, a partir de la identificación de una iconografía

local en tensión con los símbolos cristianos y un primer antecedente que indica que algunos de los

materiales empleados en su realización son de origen local [13], plantear que las comunidades indígenas

participaron en su realización [14].

Las pinturas murales de las iglesias andinas, desde el punto de vista de su materialidad, presentan diversos

componentes, tanto inorgánicos como orgánicos, que forman parte de la base de preparación de la pintura

y de las capas pictóricas, en donde se hallan los pigmentos y los aglutinantes que se utilizaban para

aplicarlos. Entre los pigmentos predominan los componentes inorgánicos. Un resultado destacable fue la

identificación de brocantita y antlerita (sulfatos básicos 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 habían sido registrados

anteriormente en el arte colonial y fueron caracterizados mediante una combinación de técnicas analíticas,

como microscopía electrónica de barrido con detección de rayos X (SEM-EDS) y micro-espectroscopía

Raman. El análisis de muestras de minerales provenientes de la mina de Chuquimata, en el norte de Chile,

y su comparación con los identificados en las pinturas confirmó el origen de los pigmentos y su provisión



local [17]. Por otra parte, estudios realizados mediante cromatografía líquida de alta resolución con detector

de arreglo de diodos (HPLC-DAD) confirmaron la presencia de un pigmento orgánico, una laca roja de

ácido carmínico, en pinturas murales de iglesias andinas de Bolivia [13] y Chile [16].

Los aglutinantes proteicos (caseína, colas animales, huevo (yema y/o clara) se encuentran entre los

materiales orgánicos más 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 hidrólisis de colágeno extraído 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 identificación de estos aglutinantes puede proporcionar información

valiosa sobre el origen de los materiales empleados y, en conjunto con los resultados del análisis de otras

moléculas orgánicas, tales como lípidos o polisacáridos, brindar detalles sobre la técnica pictórica de la

obra. Estos datos resultan fundamentales para llevar a cabo procesos adecuados de conservación y

restauración del patrimonio cultural.

Teniendo en cuenta que los análisis 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 aplicación de técnicas analíticas muy sensibles que brinden

información relevante a partir de una cantidad mínima. El estudio de los materiales proteicos en pinturas es

una tarea particularmente desafiante debido a la muy baja cantidad de aglutinante orgánico presente

distribuido en las bases de preparación y las capas pictóricas. La EM se encuentra entre las técnicas

analíticas que cumplen con los requisitos necesarios para el estudio de este tipo de material orgánico. Las

estrategias tradicionales para la identificación de proteínas incluyen el uso de hidrólisis ácida, preparación

de derivados de aminoácidos (AA) y su determinación cuantitativa mediante técnicas cromatográficas

acopladas a EM [16] y/o el estudio mediante pirólisis acoplada a cromatografía de gases con detección por

EM (Pi-CG-EM) [21-23].

En los últimos años ha habido importantes avances en proteómica mediante EM [1,24-26] dado que

proporciona información específica sobre la fuente de proteínas. La primera aplicación de la proteómica

basada en EM en materiales antiguos se remonta al año 2000 [27], y las aplicaciones a obras de arte

surgieron sólo unos años después [28-31], incluidas metodologías de extracción de proteínas de forma no

invasiva [32, 33]. Sin embargo, queda aún un amplio campo de aplicación de la proteómica 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 físico inusual de las

muestras, así como la posibilidad de encontrarse con muestras altamente degradadas en virtud de su

antigüedad [34].

Resultados

Se presenta una revisión sobre la identificación de proteínas en muestras de pintura mural andina mediante

la aplicación de técnicas de EM por inserción directa (ID-EM), CG-EM, desorción/ionización por láser

asistida por matriz con detector de tiempo de vuelo (UV-MALDI-TOF-TOF) y cromatografía líquida acoplada

a EM con ionización 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

(Perú), 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 pictórica

de cada mural.



Las muestras fueron analizadas en el LIAMA (Laboratorio de Investigación Aplicada a Materiales en Arte y

Arqueología del DQO-FCEN) y los análisis de proteómica se llevaron a cabo en colaboración con el

CEQUIBIEM (Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de Masas), grupo dirigido por

la Dra. Silvia Moreno del Instituto de Química Biológica (IQUIBICEN, FCEN, UBA).

Entre los primeros trabajos realizados sobre la aplicación de técnicas de EM en muestras de pinturas

murales andinas se encuentra la identificación del pigmento índigo por ID-EM en matrices lipídicas y

proteicas con ionización de electrones a 70 eV [35]. Esta técnica consiste en la introducción de muestras

sólidas o líquidas contenidas en un crisol de vidrio en la cámara de ionización del espectrómetro de masa y

su calentamiento gradual, en nuestro caso de 40 a 400°C [36], para la desorción-volatilización de algunos

de los componentes y su posterior análisis en el espectrómetro de masa. La ventaja más 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 índigo con diferentes aglutinantes

como aceite de linaza, cola de conejo y huevo entero en una relación 1:1 aplicadas sobre un soporte de

vidrio. Estas muestras fueron envejecidas naturalmente en ausencia de luz durante 13 años. El análisis por

ID-EM permitió la identificación de índigo en las tres mezclas envejecidas. Así mismo se observó una

degradación parcial del índigo a triptantrina en la mezcla con cola de conejo mientras que permanecía

estable en las mezclas con aceite de linaza y huevo entero. En cuanto a los aglutinantes, se identificaron

los componentes lipídicos en las mezclas con aceite y huevo mientras que en la única muestra en donde se

observaron indicios de material proteico fue en la mezcla de índigo con cola animal. En este caso se

observaron distintos iones, el más intenso de m/z 70, junto con otros iones de m/z 111, 124 y 154 que

fueron asignados a la formación térmica de 2,5-dicetopiperazinas (DCP) a partir de colágeno [37, 38]. Estos

dipéptidos cíclicos habían sido reportados previamente como productos de pirólisis de proteínas y pueden

utilizarse como marcadores específicos de proteínas en matrices complejas [37, 39]. Los iones encontrados

se asignaron a DCP de glicina, prolina e hidroxiprolina que son los aminoácidos principales del colágeno

[40].

Con esta técnica se analizó una micromuestra azul de una pintura mural de la iglesia de Copacabana de

Andamarca (Bolivia) del siglo XVIII. Este análisis permitió la identificación de índigo y de huevo en tan solo

unos minutos y sin tratamiento previo de la muestra que se colocó directamente dentro del crisol. Cabe

remarcar que no se observaron productos de degradación del material proteico.

Con el propósito de disponer de una metodología que nos permitiera indagar en mayor profundidad sobre

los materiales orgánicos y la técnica pictórica en pinturas murales en iglesias andinas, se optimizó una

metodología basada en un trabajo de Colombini et al. [41] para analizar los componentes lipídicos y

proteicos a partir de una única micromuestra. La optimización se realizó con réplicas preparadas en el

laboratorio [42], teniendo en cuenta la bibliografía disponible acerca de los materiales empleados en la

pintura mural [43–45], en particular sobre pintura mural andina [46]. El uso de réplicas pictóricas permite

optimizar las metodologías de análisis sin que la cantidad de muestra sea un factor limitante y al mismo

tiempo realizar estudios de envejecimiento acelerado para la identificación de productos de degradación en

obras de arte [47–51].

Las réplicas fueron preparadas por aplicación de aceites vegetales, huevo y cola animal sobre dos soportes

diferentes: yeso y vidrio [42]. El yeso se seleccionó como soporte ya que se identificó como base de

preparación 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 degradación



que sufren estos componentes [48, 51–53]. La extracción, separación y preparación de derivados a partir

de micromuestras extraídas de las réplicas nos permitió optimizar una metodología para el análisis de

lípidos y proteínas a partir de una única micromuestra [42]. En el caso de las proteínas, esta metodología

se validó mediante el análisis por CG-EM del perfil de aminoácidos de cola animal y huevo. A partir de los

análisis de las réplicas se determinó que la hidroxiprolina presente en el colágeno es el marcador

característico de una cola animal, lo cual coincide con lo reportado previamente en la bibliografía [20]. De

hecho, la hidroxiprolina es uno de los principales componentes del colágeno, en donde desempeña un

papel clave en su estabilidad al permitir su torsión. Se compararon además los resultados del análisis de

las réplicas con cola animal y huevo sobre yeso y vidrio sin envejecer y envejecidas naturalmente durante 3

años y no se observaron diferencias significativas en los perfiles y porcentajes relativos de aminoácidos

(Figura 1).

Posteriormente se aplicó la metodología a micromuestras extraídas de pinturas murales de la iglesia de

Copacabana de Andamarca (Figura 2). El análisis de estas muestras fue el primer estudio químico sobre la

técnica pictórica en pintura mural andina [13].

Debido a la similitud entre los perfiles y las composiciones relativas de los aminoácidos de las

micromuestras y las réplicas de huevo y cola animal sobre yeso envejecidas naturalmente, se sugirió 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 espectroscopía Raman que indicaron la presencia de yeso como base de

preparación, en conjunto con los resultados obtenidos del análisis de la fracción lipídica, 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 aplicación de la pintura

sobre un soporte de yeso previamente imprimado, probablemente con cola animal, con aplicación de los

pigmentos mezclados con huevo y aceite como aglutinantes orgánicos.



Figura 1: Porcentajes relativos de aminoácidos 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 años).

Se analizaron posteriormente siete micromuestras de la iglesia de San Andrés de Pachama (Chile), en las

que se identificó nuevamente yeso como base de preparación. En este caso las muestras analizadas

mostraron un menor contenido de aglutinante que las muestras de Andamarca, y en el caso del análisis de

las fracciones proteicas solo fue posible la caracterización del perfil de aminoácidos en dos de las muestras

analizadas. En una de las muestras se identificó hidroxiprolina y un elevado porcentaje de glicina, lo que

indicó el uso de cola animal. Al comparar el perfil y los porcentajes relativos de aminoácidos obtenidos para

esta muestra con los de la réplica preparada con cola animal y huevo entero sobre yeso se observó una

gran similitud respecto a valina, leucina y ácido aspártico entre otros, lo cual sugería la presencia de huevo

además de cola animal. Resultados muy similares se observaron al analizar otra muestra del mismo mural

respecto al perfil de aminoácidos. En este caso la presencia de huevo se confirmó por la identificación de

colesterol al analizar la fracción neutra de los lípidos mediante CG-EM [54].

Continuando con el análisis de pinturas murales de diferentes iglesias, se estudiaron las fracciones

proteicas de micromuestras de la sacristía y la nave principal de la iglesia de Orurillo (Perú) (Figura 2). La

muestra ORU01 mostró la presencia de hidroxiprolina y proporciones elevadas de glicina y prolina,

indicadores de una cola animal. Además, se observaron porcentajes de alanina, serina y valina compatibles

con la presencia de proteínas de huevo. Para la muestra ORU10 se observaron resultados muy similares a



ORU01, con excepción del aminoácido serina. La identificación de colesterol en ambas muestras confirmó

la presencia de huevo. Las muestras ORU05 de la sacristía y ORU07 de la nave principal presentaron baja

proporción de aminoácidos con un perfil que no permite una asignación clara del origen de los mismos. Sin

embargo, la identificación de cola animal en las muestras ORU01 y ORU10 indicaría que habría sido usada

como imprimación de la capa de sulfato de calcio (yeso) previo a la aplicación de los pigmentos con una

témpera grasa [9]. Los resultados obtenidos sobre la técnica pictórica 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 caracterización de los materiales y la técnica pictórica 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 artística 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 años detrás del retablo mayor de madera y se descubrió cuando se realizaron trabajos de

restauración en 2011 [57]. Representa la presentación en el Templo y Purificación de María, según un

grabado flamenco de Lucas van Doetecum según Gerard Groenning, y corresponde a la primera

decoración del templo, realizada al parecer hacia 1608 (Figura 2).



Figura 2: Detalle de las pinturas murales de las iglesias de (a) Curahuara de Carangas, Bolivia; (b) Copacabana de
Andamarca, Bolivia; (c) Orurillo, Perú; (d) detalle de la zona de extracción de una muestra de la pintura mural de la
iglesia de Orurillo y fotografía de la muestra bajo lupa estereoscópica. Fotos: Gabriela Siracusano.

El análisis de la fracción proteica de dos muestras reveló una composición de aminoácidos compatible con

la presencia de huevo y cola animal. Por otro lado, el contenido relativamente alto de ácido glutámico, el

aminoácido más abundante en el huevo, y las altas concentraciones de ácido aspártico, alanina y serina en

las muestras sugirió el uso de huevo como aglutinante [13,17]. La identificación de colesterol como su

derivado trimetilsililado confirmó la presencia de huevo en ambas muestras. El conjunto de los resultados

obtenidos coincide con los de otros murales analizados, lo que indicaría una técnica pictórica común para la

pintura mural de la región.

Con el propósito de indagar en mayor profundidad sobre el origen del material proteico en las muestras de

pinturas murales y validar los resultados obtenidos mediante el análisis por CG-EM de los perfiles de

aminoácidos en las fracciones proteicas se realizaron estudios mediante técnicas avanzadas de

espectrometría de masas como UV-MALDI-TOF-TOF y cromatografía líquida acoplada a espectrometría de



masas con ionización por electrospray (LC-ESI/MS).

Mediante una metodología optimizada para el análisis de proteínas en bienes culturales basada en una

estrategia proteómica y el análisis de los péptidos trípticos, identificamos por primera vez para el arte

colonial andino proteínas de huevo y cola animal en micromuestras de pintura mural de la iglesia de

Copacabana de Andamarca (Bolivia) [58], lo cual corroboró los resultados obtenidos mediante el análisis de

los aminoácidos por CG-EM.

En este caso la metodología 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 describió

anteriormente [42]. Los resultados se compararon con el análisis de los extractos acuosos de las proteínas

de las réplicas de yeso para evaluar la influencia de la extracción con amoníaco sobre la estabilidad del

colágeno y las proteínas de huevo. Se utilizó MALDI-TOF/MS como primer paso para la detección de

proteínas y comparación entre muestras de pintura mural y referencias, con el fin de validar la metodología

y proporcionar un análisis rápido que permitiera la selección de micromuestras de pintura para un análisis

más exhaustivo mediante LC-ESI/MS. Está técnica de EM, basada en la identificación de proteínas

mediante el análisis de espectros MS/MS de péptidos es más adecuada para muestras complejas como

son las pinturas murales u otras obras de arte.

Figura 3: Metodología de análisis de muestras mediante técnicas avanzadas de espectrometría de masas.

Mediante LC-ESI/MS se demostró la presencia de proteínas de huevo en algunas de las muestras de

pintura mural de Andamarca. En una de las muestras se identificaron péptidos correspondientes a siete

proteínas de la clara de huevo, particularmente ovoalbúmina, ovotransferrina y lisozima. Dos proteínas de

yema de huevo, vitelogenina-2 y apolipoproteína B, se detectaron en otra muestra con alta confianza. Estos

resultados confirmaron los obtenidos mediante el análisis de aminoácidos por CG-EM [13, 42] que

establecen que el huevo se utilizó como aglutinante de pigmentos en una técnica al temple. Las proteínas

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 determinó colágeno de origen animal por MALDI-

TOF/MS y LC-ESI/MS, pero debido a la alta conservación de la estructura primaria del colágeno entre

mamíferos no fue posible asegurar la especie a la que corresponde. La metodología aplicada demostró ser



eficiente para el estudio de aglutinantes en pinturas murales del período colonial, con separación de lípidos

y proteínas a partir de una única micromuestra.

En continuación con estos trabajos, publicamos en 2021 la caracterización de las proteínas 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

identificó no sólo la presencia de colágeno, yema y clara de huevo, en concordancia con una témpera

grasa, sino además proteínas de músculo. Las proteínas de músculo y colágeno fueron asignadas a vaca (

Bos Taurus) y llama (Vicugna pacos), un camélido domesticado y utilizado como fuente de alimento y para

el transporte de mercancías en los Andes desde tiempos prehispánicos. Estos resultados constituyen un

avance en los conocimientos sobre la preparación y composición de las colas animales empleadas y

contribuyen al conocimiento sobre las prácticas pictóricas en la región de los Andes.

Discusión

La caracterización de los componentes de la fracción proteica de micromuestras de pintura mural permitió,

en conjunto con otros datos, determinar la técnica pictórica utilizada. La información que brindó el análisis

de los aminoácidos por CG-EM, si bien fue acotada al compararla con los resultados obtenidos por técnicas

avanzadas de espectrometría de masas, no dejó de ser certera y permitió identificar los componentes de la

fracción proteica. Estos materiales pudieron ser caracterizados en algunos casos con mayor precisión al

emplear LC-ESI-MS/MS.

Es posible plantear el uso de una técnica pictórica común en la manufactura de las pinturas murales de las

iglesias estudiadas de la Ruta de la Plata, en sintonía con reportes que detallan semejanzas desde el punto

de vista iconográfico y que proponen que las pinturas murales de Parinacota, Pachama, Copacabana de

Andamarca y Curahuara de Carangas (entre otras) presentan una iconografía cristiana con una visualidad

local que forma parte de lenguajes coloniales alternativos [60].

Por otra parte, la identificación de materiales autóctonos en las pinturas, como la determinación de

proteínas de llama (Vicugna pacos) aporta evidencias que indicarían la participación de las comunidades de

la Ruta de la Plata en la manufactura de los murales.
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