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RESUMEN

El objeto de estudio de esta investigacion fue una pintura sobre tabla titulada “El Sefior de la
Caida”, la cual forma parte del vasto patrimonio cultural del Per(. La pintura, propiedad de la
iglesia San Pedro de Lima, es andnima, pero podria pertenecer a Bernardo Bitti, quien fue un
artista de gran importancia en el proceso de evangelizacion del Perd y paises vecinos a finales
del siglo XVI.

Se trabajo en la caracterizacion quimica de los materiales presentes en la obra mencionada.
Por la naturaleza del objeto en estudio, estos analisis quimicos tuvieron que ser no invasivos
0 microdestructivos.

En una primera fase del estudio, se realizaron analisis in situ de la obra, usando fluorescencia
de rayos X como técnica elemental y espectroscopia Raman como técnica molecular.
Posteriormente, se tomaron radiografias de transmision y fotografias de reflectancia infrarroja
para investigar posibles detalles o esbozos ocultos a la vista.

En base a la informacion obtenida, se tomaron micromuestras de zonas de la obra que
requerian un estudio mas detallado. Estas muestras fueron analizadas mediante diferentes
técnicas. Se caracterizaron los pigmentos inorganicos y el material de la base de preparacion
mediante microespectroscopia Raman y microscopia electronica de barrido. Por otro lado, se
analizaron los aglutinantes y resinas utilizados en la obra mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), se identifico una laca organica mediante
espectrometria de masas con ionizacion MALDI (MALDI-MS) y se propuso la presencia de
material proteico a partir de los resultados de una tincién con Ponceau S.

Los materiales identificados en la obra concuerdan con aquellos que se esperaria en una pintura
sobre tabla del siglo XVI. En base al estilo de los personajes representados en la obra, es
posible que mas de un autor haya estado involucrado en su creacion. No se puede determinar,
s6lo a partir de este estudio, si el artista principal fue Bernardo Bitti o algiin contemporaneo a
él, pero si es un punto de inicio importante para poder investigar y entender mejor la técnica

del autor (o autores) de la obra.
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DESCRIPCION Y OBJETIVOS:

En esta investigacion se realizara un estudio de la pintura sobre tabla “El Sefior de la
Caida” desde el punto de vista quimico. Esta obra, propiedad de la iglesia San Pedro de
Lima, podria ser del hermano Bernardo Bitti, quien fue un artista de gran importancia en
el proceso de evangelizacion del Per( y paises vecinos a finales del siglo XVi.

Si bien los analisis quimicos por si solos no permiten confirmar la autoria de una obra, los
resultados que se obtengan y la posterior discusién con los profesionales de otras
especialidades (conservadores, restauradores, historiadores del arte, entre otros) pueden
enriquecer la informacién que se tiene sobre esta pintura y contribuir a la puesta en valor
de la misma. Adicionalmente, este tipo de estudios es importante para la toma de
decisiones sobre una obra en cuanto a su conservacién y restauracion.

Por la naturaleza del objete en estudio, los analisis que se realicen deben evitar causar
dafios a la misma, por lo que se prefiere utilizar métodos no invasivos o, de ser necesaria
la toma de muestras, microdestructivos.

El objetivo de este trabajo es caracterizar a nivel quimico los materiales que se utilizaron
en la obra ya mencionada para luego interpretar los resultados en el contexto histérico de
la misma. Para ello, se emplearan diversas analiticas que permitirdn la identificacién de
los pigmentos, aglutinantes y barnices presentes en la obra. Se espera que este trabajo
contribuya a incrementar el conocimiento sobre los materiales y las técnicas utilizadas por
los pintores en el Per( virreinal y a facilitar |as labores de restauracién y conservacion de
la obra en estudio.

Makimo : oo pdginaes
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1. INTRODUCCION

Nuestro pais tiene la peculiaridad de ser un lugar de gran riqueza cultural e histérica, pero,
paraddjicamente, no siempre se cuidan, estudian y valoran nuestras obras artisticas. El estudio
de una obra de arte es un proceso complejo que abarca diversos campos profesionales. El
aporte de la quimica a estos estudios es de gran importancia, puesto que permite la
caracterizacion de los materiales presentes en ella. De esta forma, los materiales permiten
contestar algunas preguntas sobre la originalidad de la obra, su estado de conservacion, el
contexto histérico en el que fue creada, la paleta y técnicas del autor, entre otras. La discusion
de los resultados de los andlisis quimicos con los profesionales de otras especialidades
(conservadores, restauradores, historiadores del arte, entre otros) puede enriquecer la
informacidn que se tiene sobre una obra y, ademas, es importante para la toma de decisiones

sobre ella en cuanto a su conservacién y restauracion.

En este trabajo se estudié una pintura sobre tabla que se encuentra en la Iglesia San Pedro de
Lima, la cual ha sido catalogada como “El Sefor de la Caida” en el registro de Patrimonio
Cultural de la Nacion. Se desconoce la ubicacion original de esta obra; sin embargo, a inicios
de esta investigacién se encontrd en la oficina del parroco de la Iglesia San Pedro de Lima, y
es posible que haya sido reubicada multiples veces a lo largo de la historia. Esta pintura no
presenta ninguna firma, pero podria formar parte de la obra del pintor italiano Bernardo Bitti.

Esta propuesta se basa en la informacion presentada por Estabridis, quien afirma lo siguiente:

Existe un documento de 1589 que cita 26 tablas de los misterios de la vida de Cristo
que rodeaban el interior del templo. Ello nos da la pauta para detenernos en una tabla
con el tema pasionario: Cristo camino al Calvario se encuentra con su madre, obra en
proceso de restauracion en los talleres de San Pedro. El tratamiento compositivo
permite relacionarla con una pintura similar que ubicaramos afios atras en la coleccion
del Banco Central de Reserva de Arequipa, en ambas la figura de Jesus es la que mas
se acerca al pincel del maestro italiano, mientras que el resto de la escena denota
intervencién de colaboradores. Creemos que estas dos pinturas, asi como La Oracion
en el Huerto que conserva el Museo de Arte de Lima, ponen de manifiesto el uso
temprano del grabado manierista de Amberes en el taller de Bitti. (Estabridis 1996:
p.19).



En el caso de la obra “El Sefior de la Caida” existe una diferencia apreciable en el estilo de los
personajes, lo que podria sugerir que fue ejecutada por mas de un artista. La ejecucion de obras
atribuidas a Bitti por parte de colaboradores ha sido propuesta también por otros autores.*]

Toda esta informacidn gener6 un gran interés por el estudio de esta obra. El presente trabajo
abordé el estudio de dicha pintura desde el punto de vista quimico. No se han realizado muchas
investigaciones de esta indole en el Per( y la caracterizacion de los diversos materiales
presentes en la obra puede sentar las bases de futuros trabajos en el campo de la conservacion

y restauracion de patrimonio cultural peruano.



2.1

2.2

2. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar los materiales usados en la pintura sobre tabla “El Sefior de la Caida”
mediante diversas técnicas analiticas (tanto in situ como ex situ mediante el estudio
de micromuestras) con la mision de encontrar mas informacién sobre la paleta y
técnicas del autor.

Obijetivos especificos

Observar la presencia 0 ausencia de figuras o detalles ocultos a la vista mediante
radiografias de transmision y fotografia de reflectancia infrarroja.

Caracterizar los pigmentos, aceites secantes, barnices y otros materiales presentes en
la obra mediante técnicas analiticas in situ y el analisis de micromuestras de la obra.

Realizar la propuesta de la paleta del autor en base a los materiales identificados.



3. MARCO TEORICO

3.1 Contexto histérico

Bernardo Luis Demdcrito Bitti fue un pintor italiano nacido en Camerino (provincia italiana
de las Marcas), en 1548. En la Italia de dicho tiempo ya habia surgido el Renacimiento y, con
él, un gran desarrollo de técnicas artisticas, caracterizadas por un enfogue naturalista. Sin
embargo, surgid también un movimiento conocido como el manierismo, el cual se basaba en
ir en contra de las reglas establecidas por el clasicismo para buscar “gracia y belleza” en la
figura. No se dispone de mucha informacidn sobre la formacion artistica de Bitti, pero se sabe
que viajo a Roma, posiblemente para perfeccionar su arte.”! De esta forma, se cree que conocié
la obra de maestros renacentistas y se empap de la tercera generacién del manierismo.™®! En
1568, Bitti ingreso a la Compafiia de Jests en Roma (orden de los jesuitas). Ese mismo afio,
los jesuitas en Lima solicitaron al Padre General Everardo Mercuriano — el maximo jefe de la
orden- el envio de un pintor que ayudara a la obra evangelizadora de los indigenas en el
territorio virreinal. En 1573, Bernardo Bitti fue destinado a viajar al PerG y llegd a nuestro pais
en 1575.5

Los estudiosos de las obras virreinales latinoamericanas, entre los que destacan Martin Soria,
Jose de Meza y Teresa Gisbert, han analizado varias de las obras que son hoy atribuidas a
Bernardo Bitti. Este pintor tuvo una importancia enorme en el contexto histérico virreinal del
siglo XVI en el Peru, no solo por su extensa labor evangelizadora sino por su valor artistico,
ya que se desempefié como pintor, escultor y retablista.™ Se considera que, junto con Angelino
Medoro y Mateo Pérez de Alessio, fue una figura clave para la introduccion del modelo
pictérico manierista en el Per(.'”! Bitti es el autor de auténticas obras maestras que se conservan
en Lima, como la Coronacion de la Virgen y la Virgen de la Purificacion (La Candelaria),
gue se encuentran en la iglesia San Pedro de Lima. Se desconoce si firmaba sus obras, a pesar
de que existen indicios de firmas atribuidas a jesuitas con el simbolo “IHS”."!

En la Figura 1 se muestran dos obras con atribucion a Bitti que fueron exhibidas en el 2016 en
el Museo de Arte de Lima durante la exposicion “Pintura cuzquefia”: “La Oracion en el
Huerto” y “Virgen con el Nifio”. Algunas caracteristicas principales de sus obras incluyen, en
palabras de Franz Grupp y Zully Mercado (2010): “...brillante colorido, acartonados
drapeados en las vestiduras, fondos de aspecto irreal, altas, delgadas, cimbreantes y luminosas
figuras humanas y, sobre todo, una serena y conmovedora dulzura en los rostros de virgenes,

cristos y santos representados”.”!



Figura 1. Dos obras con atribucion a Bernardo Bitti. Izquierda: “La oracion en el huerto”;

derecha: “Virgen con el Nifo”. [Fotografia: Jhonatan Arizaga. Exposicion “Pintura

cuzquena” en el Museo de Arte de Lima. Diciembre, 2016].

3.2 Estudios previos de la obra de Bitti

Una obra atribuida a Bitti, la “Madona del Pajarito”, es una pintura sobre tabla que se encuentra
actualmente en la catedral de Cuzco, la cual sufrié graves dafios en un incendio al poco tiempo
de haber sido terminada, pero pudo recibir restauraciones sucesivas y se conserva hasta el dia
de hoy.™ En el reporte del analisis de dicha pintura previa a su restauracion se mencion6 que
fue creada entre 1580 y 1582 en el Cuzco. Fue pintada sobre madera de cedro americano (el
cual se puede encontrar en una gran parte de Latinoamérica, incluyendo el Per(), utilizando
una técnica de “témpera de huevo y pigmentos” sobre una base de yeso (sulfato de calcio). Si
se sabe que Bitti utiliz6 esta técnica y materiales puede ser un punto de referencia importante
para analizar la obra en el presente estudio, el cual est& centrado en una pintura sobre tabla de
atribucion dudosa, llamada “Sefior de la Caida”. La fotografia de esta obra se encuentra en la

Figura 2.
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Figura 2. “El Sefor de La Caida”. [Coleccion Compafia de Jesus, Comunidad de San
Pedro].

3.3 Descripcion de la obra en estudio: “El Seiior de la Caida”
La obra de arte en cuestion corresponde a una pintura sobre una tabla de madera. EI tema de

la obra es la caida de Cristo al cargar la cruz y la consecuente ayuda de Simon de Cirene. Los

datos disponibles de esta obra en el registro del Patrimonio Cultural de la Nacién se muestran



en la Tabla 1. La obra cuenta con ocho personajes, los cuales parecen no haber sido creados
con el mismo estilo artistico. Estos fueron identificados segin la numeracién mostradas en la

Figura 3, cuyas descripciones se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Ficha de registro de la obra en estudio en el catalogo del Patrimonio Cultural de la

Nacion.
TIPO DE BIEN Pintura
:g NOMBRE “El sefior de la Caida”
3 g AUTOR An6nimo
§ 55’ FIRMA / ATRIBUCION Ninguno
8 € ESTILO Barroco
S | ESCUELA/PROCEDENCIA Lima
FECHAJ/EPOCA Siglo XVIII
MATERIAL Tela
TECNICA DE Aleo
MANUFACTURA
U=Elies D»E No presenta
DECORACION
TECNICA DE ACABADO Barnizado

Escena de la Pasion en la cual Cristo cae al
suelo cargando la cruz. Viste tlnica rosada. A la
derecha se encuentra la Virgen Dolorosa, quien

g ) le observa con las manos implorantes. Dos
8 DESCRIPCION hombres aparecen en segundo plano, uno
E sosteniendo una picay el otro ayudando a
= Cristo con el madero crucifixional. Al fondo se
a hallan tres personajes dolorosos mas y parte de
un arbusto.
DIMENSIONES DEL BIEN Alto: 152,5 cm. Ancho: 117 cm.
ESTADO DE
CONSERVACION BUeno
ESTADO DE INTEGRIDAD Completo
DETALLE DE -
CONSERVACION .
TRATAMIENTO Obra restaurada

Es importante resaltar que el tipo de material reportado en la ficha técnica es incorrecto, puesto
que esta se trata en realidad de una pintura sobre tabla y no un lienzo. De forma adicional,
segun lo reportado por los encargados del Taller de Conservacion y Restauracion de San Pedro
de Lima, esta obra tendria un estilo manierista y podria haber sido realizada en el siglo XVI,

lo cual discrepa con el estilo y la época de creacion estipulada en la ficha técnica.



Figura 3. Division de los personajes por secciones en la obra “El Sefior de la Caida”. Los

personajes de la seccion 7 son (de izquierda a derecha): 7A, 7B y 7C. [Coleccién Compafiia
de Jests, Comunidad de San Pedro].



Tabla 2. Descripcion de los personajes que aparecen en la obra.

Personaje DESCRIPCION

p1 Personaje con un turbante verde, cuyo rostro no se aprecia por completo
(esta tapado por lo que aparenta ser una tnica marrén).
Aparentemente se trata de una pierna cuyo cuerpo no se aprecia en la obra
(o si se tratase del personaje de la seccion 1, se veria bastante forzada por la
P2 forma cémo ha sido plasmada). Este es uno de los motivos por los que se
sospecha que la obra era originalmente mas grande, pero que fue
posteriormente cortada.
Personaje con un cayado. A diferencia de los otros personajes, no cuenta
P3 con la cara alargada ni excesivamente palida. Probablemente se trate de uno
de los acompafiantes de Jesucristo en el camino al Gélgota.
Jesucristo cargando la cruz, siendo ayudado por otro personaje. Se observa

Pa que se encuentra mirando a la mujer de la seccién 6.

P5 Personaje que ayuda a Cristo a llevar la cruz. Lo més probable es que se
tratara de Simén de Cirene.
Personaje femenino con las manos cruzadas. Probablemente se trate de la

P6 Virgen Doloro_sa, quien acompaﬁaba a C_risto en cami_no al Gc')_lgota. Se
observa que mira al personaje de la seccion 5 con actitud suplicante. Una
vista mas cercana muestra lagrimas en su rostro.

P7.P8. P9 Tres personajes con un semblante triste (de izquierda a derecha: P7, P8y

P9). Se tratarian de otros acompafantes de esta escena.

Tal como se observa en la Figura 3, los personajes P1 y P2 se encuentran aparentemente
incompletos. Por otro lado, existen algunas diferencias entre el personaje P3 y los del P4 al
P9, por lo que se considerd la posibilidad de que varios artistas hayan participado en la creacion
de esta obra. También es posible que algunos personajes sean una adicion posterior a la pintura
original.

La inspeccidn visual inicial del reverso del cuadro (Figura 4) mostré que se trataba en realidad
de dos piezas de madera unidas por unos listones y juntas (también de madera). En parte de
estas piezas se observaron trozos de tela, grapas y algunos agujeros circulares. Por la forma
como se encuentra cortada la tabla y la aparente remocion de personajes en el cuadro, es
posible que esta obra haya sido parte de una obra de mayores dimensiones. No se dispuso de
mayor informacion sobre el estado original de la obra (méas alla de que se indica alguna

restauracion previa en la ficha técnica), por lo que no se pudo confirmar este hecho.
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Figura 4. Vista del reverso de la obra “El Sefior de la Caida”. [Coleccién Compafiia de
Jesus, Comunidad de San Pedro].

3.4 Materiales usados en una pintura sobre tabla
Una pintura esta constituida por una serie de materiales dispuestos en capas, unas sobre otras.

Se debe tomar en cuenta que estas son aplicadas de forma secuencial, por lo que las que se

encuentren en la zona interna seran mas antiguas, y las que se encuentren en la zona mas
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externa seran mas recientes. La organizacién general de estas capas se encuentra descrita en

la Tabla 3, y un esquema se muestra en la Figura 5. "

Tabla 3. Organizacion de las capas en una pintura.

CAPA DESCRIPCION
Es un material que cubre las capas pictoricas. Puede ser usado para
protegerlas del medio ambiente, asi como para darles diferentes efectos
visuales.”® Al ser la capa mas externa, suele sufrir transformaciones por
reacciones quimicas con la atmdsfera, evidenciadas, por ejemplo, por
cambios de color.
La(s) capa(s) | Constituidas por los pigmentos coloreados, dispersos en un
pictorica(s) | aglutinante.'!

La capa de Es una capa de material que es usado generalmente para darle un cierto
imprimacion | tono de color o acabado a la obra.***?!
Es un material que se coloca directamente sobre el soporte, de tal forma

El barniz o capa
protectora

La capa de N .
prepararz;ién o | Quese obtenga una superficie uniforme sobre la cual soportar la(s)
aparejo capa(s) pictorica(s). En el caso de una pintura sobre tabla se solia usar

yeso con una cola animal.™”

Es el material sobre el cual se realiza la obra. Este puede ser madera,

papel, tela, cuero, entre otros. La madera tiene la particularidad de ser

La capa de sensible a las condiciones ambientales en las que se encuentra (como la
soporte humedad, la temperatura) asi como a la invasion de otros organismos

(como insectos xilofagos u hongos), y estd sujeta a procesos de

degradacion con el paso del tiempo.****!

<+—— Barniz
O & L = ' -
‘
\

~  Capa(s) pictorica(s)

Capa de preparacién o
aparejo

Figura 5. Esquema general de la disposicion de capas en una pintura sobre tabla.




Cada capa no contiene un unico compuesto, sino que es una mezcla compleja de diversos
materiales. Es posible indagar acerca de la técnica del artista (como el uso preferente de ciertos
materiales para el aparejo, el grosor de las capas pictdricas, o los aglutinantes utilizados) y la
época en la que fue realizada la obra (cada material ha sido usado en épocas especificas de la
humanidad, algunas desde la antigiiedad y otras desde hace menos de un siglo) a partir de los
analisis quimicos de los diversos compuestos presentes en las muestras analizadas.

Durante los primeros afios del virreinato espafiol en América del Sur en el siglo XV los artistas
usaron técnicas y materiales propias de las escuelas renacentistas (y en el caso de Bitti, el estilo
manierista), y no fue hasta la segunda mitad del siglo XVII que comenzaron a observarse
cambios en los materiales y estilos de las obras, propias del periodo barroco.®*® A
continuacion se detallaran varios materiales comunes en el siglo XVI y que podrian

encontrarse en la obra “El Sefior de la Caida”.

3.4.1 Lamaderay lacapa de preparacion

La madera es un soporte vegetal con caracteristicas variables en funcion a la especie de arbol.
Este material es susceptible a la degradacion por ataques de insectos xil6fagos, hongos y otros
parésitos que pueden habitar en ella, asi como la expansion, contraccion y doblez por accidn
de la humedad, la temperatura y la fuerza que se le aplique. Por este factor, es usual agregar
unas tiras de madera de encaje como refuerzo de la tabla, de tal manera que esta no cambie su
forma, tal como se vio en la Figura 4.

Se pueden tener maderas con una mayor o menor dureza, flexibilidad, resistencia a la
humedad, entre otras propiedades deseables. Debido a que la madera es voluminosa y puede
llegar a ser dificil de transportar, es posible que los artistas eligieran un ejemplar nativo a su
lugar de trabajo. Se ha reportado que las maderas preferidas por los artistas latinoamericanos
fueron el cedro de Nicaragua y Panama, y el roble de Guayaquil.**!

Debido a que la madera es una superficie porosa e irregular es necesario realizar un tratamiento
inicial (conocido como preparacion o aparejo, y como ground en inglés) para que la superficie
sobre la cual se pinte sea uniforme y resistente. Segun las fuentes consultadas, el material
Optimo para el aparejo de tablas de madera y que fue ampliamente utilizado en el siglo XVI
fue el yeso (sulfato de calcio hidratado) junto con una cola (material proteico con funcién de
pegamento) proveniente de una fuente animal (obtenida tras hervir huesos, pieles o
cartilagos).*'®! Para realizar el aparejo se seguian dos pasos principales: el primero consistia

en cubrir la madera con una capa de cola animal (este procedimiento es conocido como
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apresto, o sizing en inglés) para sellar los poros, sobre la cual se colocaba una capa de yeso

con cola animal. El segundo paso consistia en lijar esta capa y dejarla completamente lisa.!*

3.4.2 Las imprimaciones, pigmentos y barnices

Una vez lista la capa de preparacion, los artistas solian colocar una capa de imprimacion. La
imprimacion cumplia una doble funcién: impermeabilizaba el aparejo y permitia la aplicacion
de una tonalidad base a toda la obra. Es posible que se aplicara ttmpera en esta etapa, como
fue evidenciado en el anélisis de la obra “La Madona del Pajarito” mencionado previamente.?
En el siglo XVI era comlin que se usaran colores claros, pero a mediados de siglo se
comenzaron a usar imprimaciones coloreadas a base de ocres. Para citar un ejemplo, Tiziano,
un artista muy importante en Europa a inicios del siglo XV1, aplicé una capa de imprimacion
coloreada muy delgada y transparente en sus obras, lo cual le daba una tonalidad base sobre la
cual ejecutar toda la pintura. Esta capa es conocida como primuersel, la cual era colocada por
encima del aparejo.*****"]

Los pigmentos més utilizados de la época virreinal eran, en un inicio, provenientes de Europa,
aunque también se utilizaron materiales locales (como es el caso de los ocres o la
cochinilla).®*® En la Tabla 4 se muestran algunos de los compuestos que se esperarfan en una
obra del siglo XVI.

Si bien es cierto que el tamafio de grano no es una caracteristica constante ya que depende de
la forma en la que fue preparado el pigmento, segun la temperatura, el proceso de molienda o
su obtencién quimica, es importante para el efecto visual obtenido por el artista: un menor
tamafio aumenta su opacidad y poder de recubrimiento,™® pero a su vez puede variar
ligeramente el color observado del mismo. Este ultimo punto es especialmente importante para
los pigmentos azules o verdes, ya que pierden color al ser finamente molidos.®”
Adicionalmente, el tamafio de grano se relaciona con la “porosidad” del pigmento; es decir, a
menor tamafio de grano, el solvente o el aglutinante puede acomodarse mejor entre las
particulas.”! Esta preparacion de los pigmentos también fue importante para la ejecucién por
parte de cada artista, siendo parte de su técnica.

Finalmente, respecto a los barnices, en la época virreinal era comin el uso de resinas de origen
vegetal disueltas en aceites secantes.? Las resinas fueron utilizadas con un doble propésito:
proteger la obra de arte ante la degradacién por el contacto con el ambiente y darle un acabado
especial a gusto del autor. Las siguientes resinas eran encontradas habitualmente en las tiendas
de materiales artisticos en Lima: ambar, sandaraca, almaciga, trementina (destilado de resinas

de pina) y menjui (balsamo aroméatico de un arbol que crece en el continente asiatico).™ Otros
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materiales que podrian haber sido utilizadas en dicha época incluyen la resina colofonia, y

recetas a base de gomas vegetales y huevo.®

Tabla 4. Pigmentos esperados en una obra del periodo virreinal en el siglo XV/1.15%%

COLOR NOMBRE COMPOSICION QUIMICA
Blanco Albayalde (blanco de plomo) 2 PbCO3-Pb(OH)2
Bermellon HgS

. . Oxidos de hierro, aluminio, titanio,
Ocres o tierras rojas

Rojo calcio y magnesio
Laca roja Colorantes orgénicos naturales

Minio (Pb*)2Pb* 04

Azurita Cuz(C0Os)2(OH)2

Azul ) Esmalte lones de cobalto en una matriz de vidrio
Indigo (colorante orgénico) Ci6H10N202
Vivianita natural Fe2*Fe2+(PO4)2-8H.0

Malaquita Cu2CO3(0OH)2
Verde Verdigris Cu(CHsCO0)2

Oxidos de hierro, aluminio, titanio,

calcio y magnesio
Amarillo de plomo y estafio (tanto snPb
el tipo | como el tipo 11)%?*]
Amarillo Oropimente As2S3
Oxidos de hierro, aluminio, titanio,
calcio y magnesio
Carbén vegetal C
Negro de huesos Cas(P0O4)2 + CaCOs +C

Tierra verde

Ocres o tierras amarillas

Negro

3.4.3 Degradacion debido a jabones de plomo

Uno de los aspectos mas problematicos con respecto a la degradacion de las pinturas
corresponde a los jabones de metales pesados. Estos se producen por la reaccion de un metal
presente en grandes cantidades con &cidos grasos provenientes de los aglutinantes o de los
barnices, lo cual da lugar a la formacion de sales.’* Debido a que el uso de blanco de plomo
era bastante comuin en las obras del siglo XV, es posible encontrar jabones de plomo durante
el andlisis de la obra, lo cual suele evidenciarse por la deformacion de las capas en las muestras
obtenidas.

3.5  Técnicas analiticas basadas en la interaccion entre la materia y la radiacion

electromagnética
Muchas de las técnicas analiticas disponibles para el analisis no destructivo de obras de arte

se basan en la interaccion entre la materia y la radiacion electromagnética para obtener

informacidn acerca de los materiales que las componen. Entre dichas técnicas se tienen la
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fotografia de fluorescencia de luz ultravioleta, la fotografia de reflectancia infrarroja, la
espectroscopia Raman, la espectrometria de fluorescencia de rayos X, las radiografias por
transmision, la microscopia Optica y la microscopia electrénica de barrido acoplada a un
espectrometro de fluorescencia de rayos X por energia dispersiva. Por esta razon, a
continuacion se describira cdmo es la interaccion entre la luz y la materia.

Segun la mecanica clasica, la radiacion electromagnética (luz) se trata de una perturbacion
oscilante en el campo magnético y eléctrico que se propaga en el vacio a una velocidad
constante de aproximadamente 3x10® metros por segundo (c). La luz también se puede
entender como una coleccién de paquetes discretos de energia llamados fotones, los cuales son
descritos por la Ecuacion 1 en funcion a su frecuencia (v), longitud de onda (A), nimero de

onda (¥) y a la constante de Planck (h)."
E=h-v=h--=h-c-¥ (Ecuacion 1)

El poder de penetracion de la radiacion electromagnética depende de la longitud de onda
incidente y de la naturaleza de la muestra que se analiza. Todo tipo de radiacion
electromagnética tiene cierta interaccién con la materia, pero esta depende mucho de su
energia. El poder de penetracién (T) de la radiacion decrece con el aumento del espesor (L) y
la densidad del material (p) con un valor caracteristico del coeficiente de atenuacion (n) —l
cual es dependiente de la longitud de onda estudiada—, propuesta por la ley de Beer-Lambert

en la Ecuacion 2.2%

o IL = e HPL (Ecuacion 2)
0

Segun la energia con la que llegue el fotdn se podra realizar una excitacion a nivel atdbmico o
a nivel molecular.?>?"%1 |_a excitacion a nivel atomico se daria en casos en los que la energia
corresponda a transiciones electronicas (como es el caso de la radiacion ultravioleta o los rayos
X), mientras que el segundo caso se daria cuando la energia corresponda a estados moleculares
excitados, producto de la suma de los estados vibracionales, rotacionales y electronicos de la
molécula. En la Figura 6 se muestran los efectos mas importantes de cada zona del espectro
electromagnético sobre la materia. Al analizar una pintura se deben tomar en cuenta las capas
que la componen (ver la Tabla 3), ya que cada una de ellas presentara diferentes materiales.
En la Figura 7 se puede observar un esquema de las capas que pueden ser penetradas por cada
tipo de radiacion. Algunos materiales pueden absorber ciertos tipos de radiacion mejor que
otros en base a su estructura atbmica y molecular, lo cual varia el grado de penetracion de la

radiacion incidente y proporciona informacion quimica util.
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Por ejemplo, los materiales mas densos de una muestra tendrian una mayor probabilidad de
absorber rayos X incidentes, ya que al existir una mayor cantidad de atomos en el camino del
haz de radiacion existiria también un mayor nimero de electrones (y la transicion entre niveles
energéticos electronicos se encuentra en este rango de energia).”” Las radiografias (imagenes
por rayos X) se basan en este principio, en las que se pueden observar detalles en una muestra
en base a la diferencia de densidad de sus componentes. En el caso de una pintura, se pueden
diferenciar las zonas pintadas con materiales en base a metales pesados (como el plomo o el
mercurio) de los pintados con otros elementos més ligeros (como pigmentos organicos) y otros
objetos que no se encuentren a simple vista (como grapas o clavos) debido al elevado poder
de penetracidn de esta radiacion.
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Figura 6. Espectro electromagnético y su interaccién con la materia.”
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Figura 7. Esquema de penetracion aproximada de la luz sobre las capas de una pintura a

diferentes longitudes de onda.*"
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3.5.1 Fotografia de luz ultravioleta (UV)

La luz UV corresponde al rango del espectro electromagnético de mayor energia que la luz
visible pero menor energia que los rayos X. Comprende las longitudes de onda desde 100 hasta
400 nm.*? La materia también puede absorber, reflejar o dispersar los fotones a estas
longitudes de onda. Sin embargo, su energia puede ser suficiente para provocar reacciones
quimicas adicionales.

La luz UV puede ser usada para examinar el estado de la preservacion de pinturas mediante el
fendmeno de fluorescencia. La fluorescencia es un tipo de relajacion energética, la cual
corresponde a un proceso por el cual un sistema pasa de un nivel energético excitado a uno
menor. Si un foton de luz lleva a la molécula a cualquier nivel vibracional excitado asociado
a un nivel electrénico superior, esta perdera energia mediante un proceso no radiativo,
entregando energia vibracional a las moléculas cercanas. Finalmente, al llegar a un estado
electronico excitado podra descender al estado electronico fundamental (o a algun nivel
vibracional asociado a este) mediante la pérdida de un foton. Este fotdn emitido tendra una
longitud de onda mayor a la del absorbido, y en muchos casos llegaré a caer en el rango de luz
visible. Este proceso es mucho més rapido que la pérdida de energia por una transicion entre
estados electronicos.?® En la Figura 8 se muestra un esquema de este proceso (ver las flechas
anaranjadas para una mejor visualizacion del mismo).

Las capas més externas de una pintura suelen absorber fuertemente la radiacion UV y generan
fluorescencia (suelen contener barnices, aceites y material proteico); esto provoca una baja
penetracion de la luz UV hacia las capas més internas. Debido a esto la fluorescencia de los
pigmentos presentes en las capas pictoricas se ve reducida,® mas no resulta despreciable.

En las pinturas de la época virreinal en el Peru se uso el blanco de plomo de forma extensiva.
Por si solo, este pigmento presenta una fluorescencia bastante baja, pero en presencia de
aceites puede aumentar considerablemente.®" Se ha reportado en la literatura que el blanco de
plomo puede inducir una elevada fluorescencia UV en presencia de aceite de linaza, con un
tono blanco-azulado.®! Una posible explicacion es que los iones de metales pesados como el
plomo aceleran el proceso de “secado” (polimerizacion de las cadenas lipidicas). Este proceso
no solo puede generar varios productos de degradacion del aceite de linaza (los cuales pueden
presentar fluorescencia y también son responsables del amarillamiento del aceite) sino que la
formacion de quelatos entre dichos compuestos y los iones metélicos pueden reducir o

aumentar la fluorescencia de la mezcla.®
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Figura 8. Procesos de absorcidn de energia y relajacion, los cuales dan origen al fendmeno de

fluorescencia molecular.?®

3.5.2 Fotografia de reflectancia de luz infrarroja (IR)

La luz infrarroja (IR) tiene un mayor poder de penetracion que la luz UV al tener una longitud
de onda mayor (la cual va desde 760 nm en el infrarrojo cercano hasta 1 mm en el infrarrojo
lejano). Esto permite que algunos materiales opacos a la luz visible sean transparentes a este
tipo de radiacion ya que no la absorben ni interacttan con ella.

La fotografia de reflectancia infrarroja es posible gracias a los fenémenos de reflectancia y
luminiscencia.®’~*! Esta técnica se basa en una forma de la interaccion de la materia con la
luz, en la que esta incide en la muestra y es reflejada hacia un detector. Algunos pigmentos o
materiales aparentemente indiferenciables ante la luz visible pueden mostrar diferentes
respuestas (por procesos de absorcion y luminiscencia) a la luz infrarroja, lo cual permite su
diferenciacion y caracterizacion.®® Por ello, se puede obtener informacion acerca de los

compuestos presentes en una pintura debido a que no todos los materiales dispersan la luz IR
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de la misma forma,"*” en especial aquellos usados para los trazos (como el carboncillo o grafito
de un lapiz).

Se ha reportado en la literatura el uso de una camara web con funcién de vision nocturna para
realizar el andlisis por imagen infrarroja (tanto de reflectancia como por transmisién) de una
pintura, con muy buenos resultados.”" De esta forma, es posible realizar estos anélisis con
equipamiento de bajo costo y facilmente adquirible. Un ejemplo del uso de esta técnica en un
dibujo sobre papel se presenta en la Figura 9. Es posible apreciar con claridad los trazos de
carbon por debajo de la obra finalizada, los cuales no son observables a simple vista.

Figura 9. Aplicacion de la fotografia en el infrarrojo cercano para obtener informacion
sobre los trazos en un dibujo sobre papel [1461-1525]. Arriba: fotografia en color. Abajo:
Fotografia infrarroja a 1040-1000 nm.=
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3.5.3 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman se basa en la dispersion inelastica de la radiacion electromagnética
tras la excitacion de las moléculas presentes en la pintura con un laser monocromatico (de una
Unica longitud de onda).

La difusion (o dispersion) de la luz es un proceso “no cuantizado” !

que consiste en la
absorcién de un fotdn por un sistema, el cual es llevado hasta un nivel energético “virtual”.
Segln como regrese a un estado de menor energia se pueden encontrar dos casos: difusion
elastica y difusidn inelastica. En la difusidn elastica el sistema pasa de un nivel energético
basal a uno excitado y, al relajarse, regresa al nivel basal inicial y emite un foton con la misma
frecuencia que el incidente. Esta difusion es conocida como Rayleigh. En el caso de la difusion
inelastica, el sistema no vuelve al nivel energético original (el cual puede ser el basal o un
estado ya excitado) tras ser llevado a un estado “virtual” como en la dispersion elastica. Aqui,
el nivel energético que alcanza tras la relajacion puede ser superior (dispersion Stokes) o
inferior (dispersién anti-Stokes) al nivel inicial. A partir de ello, en una dispersidn Stokes el
fotdn emitido tras la relajacion tiene una frecuencia menor a la del foton incidente, mientras
que en una dispersion anti-Stokes el fotdn emitido tras la relajacion tiene una frecuencia mayor

a la del foton incidente, tal como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Esquema de los procesos electronicos que dan origen a las dispersiones de
Rayleigh y Raman.??!
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No es siempre posible obtener sefiales Gtiles de una muestra debido a la fluorescencia de los
materiales presentes (como los aglutinantes, barnices y pigmentos). Cuando esto sucede, la
linea base es mas intensa que las sefiales Raman del analito y no es posible la identificacion
de los analitos con la fuente de excitacion usada. La probabilidad de que ocurra un proceso de
fluorescencia es mucho mayor que la de la dispersion Raman (s6lo un foton por cada 10° a 10°
fotones incidentes son dispersados de esta forma).!*?

La fluorescencia se puede reducir al cambiar la fuente de excitacion de tal forma que el
material analizado no absorba a la longitud de onda aplicada y la relacion sefial-ruido (S/N)

sea la maxima posible."?
3.5.4 Espectrometria de fluorescencia de rayos X (FRX)

Los rayos X son una forma de radiacion electromagnética de alta energia (abarcan el rango
entre 1 pm y 1 nm) B4 que interactda con los atomos del objeto de estudio, y el nivel de
penetracion depende de la densidad del elemento que atraviesan.®! La energia de los fotones
es suficiente para ionizar los atomos en diferentes niveles energéticos, lo cual se utiliza en
multiples técnicas analiticas, como la espectrometria de fluorescencia de rayos X (FRX) o las
radiografias.

Cuando un material es expuesto ante una fuente de rayos X, un electron de las capas méas
internas de sus atomos es arrancado fuera del &tomo. Al descender un electron de los niveles
superiores para suplir esta pérdida, se emite radiacion mediante el fendmeno de fluorescencia
(ver seccion 3.5.1). Esta radiacion emitida, cuya energia es caracteristica del elemento que ha
sido afectado,® se clasifica segun la posicién del electron eyectado y de la capa de
procedencia del que ocupa su lugar: si el electron eyectado proviene de la capa electronica mas
interna la linea caracteristica se denominara K; si proviene de la capa siguiente se denominara
L y asi sucesivamente.

Adicionalmente, si el electron que ocupa su lugar proviene de la capa inmediata superior se
denominaréa con el subindice “a”, mientras que si el electrdn proviene de la capa subsiguiente
se denominara “f”. En la Figura 11 se muestran algunas transiciones electronicas observadas
en un espectro de FRX.

En un espectro de FRX no se observan lineas propiamente dichas puesto que las muestras
analizadas son una mezcla compleja de materiales, en cuyas interacciones elasticas e
inelasticas (discutidos en la seccion 3.5.3) entre los fotones y los &tomos presentes pueden
existir maltiples efectos de pérdida, mantenimiento o ganancia de energia. Estos efectos
pueden generar artefactos que dificultan el analisis de una muestra. Un inconveniente de esta

técnica es que algunos elementos presentan superposiciones en sus lineas caracteristicas. Tal
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es el ejemplo del azufre, plomo y arsénico: las lineas K del azufre coinciden con las lineas M
del plomo, asi como las lineas L del plomo coinciden con las lineas K del arsénico. De igual
forma, si existe un contenido elevado de plomo, sus lineas L pueden opacar las L del mercurio.
Esta técnica permite un andlisis elemental de la muestra, pero no brinda la posibilidad de
discriminar los compuestos que se encuentran presentes, por lo que se necesitan técnicas
complementarias para determinar esta informacion restante. Entre estas Gltimas se encuentran
el analisis Raman, cromatografias, tinciones, entre otras. Es comun en la literatura observar
andlisis por FRX y Raman en conjunto, y han sido previamente usados de forma exitosa para
el estudio de pinturas sobre madera.”®! Debido a esto, su uso en comin es un buen punto de

partida para proponer los analisis posteriores que sean requeridos.

Atomic transitions valence electrons for:
N ‘ = K, ... Br
K - emission L - emission
M —| g | Na, .. Cl
. 115218 - 1«45
L | e e T
! o Q
1 2 s ) '] 2
Y Y Y Y Y Y
H
K > 8

Figura 11. Transiciones electronicas que dan origen a las sefiales observadas en un espectro
FRX. Un electron de la capa electronica K es arrancado por un rayo X incidente y otro electron

ocupa su posicion, dando origen a las lineas K, L y M en un espectro FRX.1

3.5.5 Radiografias por transmision

Una radiografia por transmisién consiste en la irradiacién de un objeto con una fuente de rayos
X, bajo el cual una placa radiografica se colorea en escala de grises segun esta radiacion incide
sobre la misma. Esto se da en funcidon a la densidad de los objetos que se encuentren en el
camino del haz de radiacion.

Su uso comun en el ambito médico ha sido extendido al campo del analisis artistico, puesto
que permite revelar detalles que no son observables a simple vista (tales como clavos y grapas)

y se puede complementar con otras técnicas ya mencionadas anteriormente. En algunas
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ocasiones es posible apreciar claramente una imagen, ya que la radiografia por transmision
permite ver un contraste claro-oscuro por el cambio de densidad de los atomos en la muestra,
lo cual suele coincidir con los detalles de los personajes y figuras en la obra.

En la Figura 12 se muestra un ejemplo del uso de las radiografias por transmisién junto a otras
técnicas en el andlisis de la obra “Grasgrond”, una pintura creada por Van Gogh en 1887.
Mediante una radiografia por transmision, un mapeo por fluorescencia de rayos X y por

reflectancia de IR (IRR) se pudo encontrar un rostro oculto bajo la pintura actual.*®

Figura 12. “Grasgrond”, de Van Gogh. lIzquierda, en marco rojo. Descubrimiento de un

rostro oculto en la obra: (a) Pintura original, (b) radiografia por transmision, (c) reflectancia
de IR (IRR). Derecha, en marco azul. Mapeo por fluorescencia de rayos X de cuatro
elementos diferentes: (a) plomo, (b) antimonio, (c) mercurio y (d) zinc."!

3.5.6 Microscopia 6ptica

La luz visible corresponde al rango del espectro del electromagnético que los seres humanos
podemos captar naturalmente con la vista, el cual va desde 380 hasta 760 nm.F? A grandes
rasgos nos permite observar los colores y detalles de los materiales que componen la pintura,
asi como su relieve (proporciona informacion del estilo del artista por las pinceladas y texturas)
o imperfecciones presentes en ella (grietas, rajaduras). Sin embargo, debido a que el ojo
humano no puede resolver detalles en un objeto muy pequefio, es necesario utilizar la
microscopia. Esta técnica se encarga de magnificar una imagen utilizando una fuente de

radiacion (en este caso, la luz visible), cuyo limite de resolucién o capacidad para resolver
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(diferenciar) dos puntos que aparecen separados en una imagen “® dependen de la longitud de
onda utilizada y de la apertura angular del microscopio.

En el analisis artistico la microscopia 6ptica resulta muy Gtil para identificar detalles de una
muestra que no pueden ser apreciados a simple vista. Esto incluye la distribucién de capas de
una micromuestra (en la que se soporta gran parte de esta investigacién) asi como los

materiales presentes en ellas.

3.5.7 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido es una técnica que se basa en el uso de electrones en
lugar de luz para poder visualizar detalles que no son visibles por el ojo humano. Este proceso
es realizado mediante el enfoque de un fino haz de electrones sobre una muestra, el cual es
pasado sobre una muestra con un barrido de trama."”® La interaccion de los electrones sobre
la muestra puede ocasionar multiples efectos (ver Figura 13), de los cuales dos son usados
comUnmente para producir imagenes: el primero corresponde a la reflexion elastica de los
electrones al interactuar con los ndcleos atdmicos de la muestra, cambiando sus trayectorias
(electrones retrodispersados o back-scattered electrons, BSE); el segundo corresponde a un
efecto de dispersion inelastico en el que los electrones incidentes llevan suficiente energia para
expulsar los electrones dentro de los &tomos (electrones secundarios).™*”!

Por lo general, los electrones secundarios son usados para analizar la topologia de la muestra,
mientras que los electrones retrodispersados proporcionan informacion sobre la composicion
de la muestra —estos son producidos con mayor probabilidad tras la interaccion con &tomos

de nimero atémico superior.?®!

Rayo incidente
Rayos X Electrones retrodispersados

Electrones secundarios

N
~,

i SR A
. N

Muestra

Electrones transmitidos

Figura 13. Diferentes efectos que generan los electrones incidentes sobre una muestra.*®!

24



El limite de resolucion teérico es de 9 nm."® Esto es aprovechado para realizar analisis con
fluorescencia de rayos X en puntos muy cercanos entre si, los cuales brindan informacién
elemental de la muestra. Los objetos que son expuestos al haz deben ser conductores de la
electricidad, ya que en caso no lo sean pueden sufrir de un efecto de carga.”” Este proceso se
debe a que la velocidad de ganancia de electrones es menor a la de la pérdida de los mismos
en materiales aislantes, lo que puede originar una descarga repentina que genera artefactos en
la imagen. Es por ello que los trozos de resina que contienen la muestra de pintura deben ser
cubiertos con pintura de carbono coloidal antes de colocarse en el equipo SEM, dejando solo
la muestra al descubierto. En este caso, debido a que los compuestos presentes en la pintura
suelen estar formados por metales y elementos de alto peso molecular, no es necesario realizar

ningun tratamiento previo a la muestra.

3.6 Otras técnicas analiticas para el estudio de obras de arte

Otras técnicas que han sido utilizadas ampliamente para la identificacion de compuestos
presentes en obras artisticas incluyen la espectrometria de masas, las cromatografias
(separacion de sustancias en base a su interaccion con una columna que contiene una fase
mavil y una fase estacionaria) y las tinciones.

La espectrometria de masas es una técnica analitica muy atil y versatil que permite la
identificacion de sustancias y compuestos presentes en una muestra en base a la ionizacion y
fragmentacion de sus moléculas. Todo espectrémetro de masas tiene una entrada de muestra,
una fuente de ionizacién, uno o més analizadores de masa y un detector.”®! La fuente de
ionizacion influye en el tipo de iones formados (sean positivos 0 negativos), asi como la
extension de la fragmentacion que se produciran sobre las moléculas. Existen muchos tipos de
ionizacion, pero en esta investigacion se usaron la ionizacion electronica (IE) y la
ionizacion/desorcion por laser asistida por una matriz (MALDI, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization por sus siglas en inglés). Al ionizarse una molécula esta obtiene una
carga y sufre una deflexion en su trayectoria por accion de un campo eléctrico externo. El
espectrometro de masas puede detectar cada ion (con sus respectivos is6topos) y generar un
espectro de abundancia relativa de cada uno versus su cociente masa/carga (m/z).""!

Como ya se mencioné anteriormente, las muestras de pintura estudiadas corresponden a
mezclas complejas de diversos componentes. En muchos casos es necesaria una separacion de
dichos componentes en la matriz para obtener informacion util de la muestra. La cromatografia
es una técnica separativa en la que los componentes de una muestra pasan por una fase movil
(en la cual se encuentran disueltos) y una fase estacionaria (la cual se encuentra fija en una

superficie) presentes en una columna, cada una con diferentes propiedades fisicas y quimicas.
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La correcta separacion de los componentes de la muestra depende de muchos factores. Entre
los fendmenos de transporte (cdmo se mueven los componentes de la muestra problema a
través de la fase movil) se pueden considerar los efectos de la viscosidad de la fase mavil, el
tamafio de las particulas de los analitos, la velocidad del flujo, la presién del sistema, entre
otros.®®! Por lo general, la afinidad de los analitos a la fases movil y la fase estacionaria (la
cual se encuentra fija en una superficie) depende de sus estructuras quimicas, y la medida en

que interaccionan con una u otra generan una separacion en el tiempo. "

3.6.1 Espectrometria de masas mediante ionizacion MALDI y analizador de masas
Orbitrap (MALDI-MS)

Entre las técnicas que se han desarrollado para un analisis directo de muestras (sin necesidad
de acoplarla a una columna cromatografica) se encuentra la ionizacién asistida por matriz
(MALDI). Esta forma de ionizacion se basa en la utilizacion de una matriz adecuada en la cual
se depositan los analitos de interés, de tal forma que al ser irradiada por un laser a cierta
longitud de onda sea vaporizada y arrastre a los compuestos presentes en ella hacia el
analizador de masas.®? Esta técnica de ionizacién es lo suficientemente “suave” como para
generar poca fragmentacion en los analitos, los cuales pueden llegar practicamente intactos al
detector.*®!

Entre los Ultimos avances de la espectrometria de masas se encuentra el analizador Orbitrap.
Su funcionamiento se basa en agrupacion selectiva de iones, los cuales orbitan alrededor de
un electrodo central que genera un campo electrostatico. Esta configuracion del analizador de
masas, junto con la ionizacion MALDI, permite una resolucion y sensibilidad muy alta, lo cual
hace posible la identificacion de compuestos que normalmente no seria posible con otros tipos
de analizadores de masa."®!

La espectrometria de masas ha sido utilizada previamente para la identificacion de pigmentos
naturales de origen bioldgico (como las lacas y pigmentos rojos mencionados en documentos
historicos del siglo XV1)!®*® en diferentes estudios utilizando varios métodos de ionizacion y
analizadores de masa.®** En uno de los estudios se reportaron los iones [M-H]  altamente
resueltos del &cido carminico (m/z = 491,0840), el &cido kermésico (m/z = 329,0301) y varios
otros compuestos presentes en una muestra de cochinilla americana.®® Esta informacion da
pie a la posibilidad de identificar la presencia de cochinilla usando la combinacion de la
ionizacion MALDI con un analizador Orbitrap. Adicionalmente, se puede utilizar la
espectrometria de masas en tandem dependiente de datos (dd-MS?) sobre los iones precursores
para confirmar la identidad de los iones precursores encontrados al comparar los m/z de sus

fragmentos con los encontrados en las bases de datos.
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Se encontrd también que otras lacas organicas de origen vegetal han sido utilizadas desde la
antigiiedad, las cuales se encuentran compuestas principalmente por alizarina y purpurina.®
Tal es el caso de la planta Rubia Tinctorum, cuya raiz ha sido usada para producir una laca
roja y ha sido estudiada por MALDI previamente, reportandose el ion caracteristico

m/z = 256,16 en el modo negativo."®

3.6.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Para el estudio de los aglutinantes y barnices presentes en una muestra de pintura se puede
recurrir a la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Esta técnica
se basa en la separacion de componentes de una muestra tras ser vaporizada, la cual corre a
través de una columna cromatogréafica gracias al arrastre de un flujo de gas inerte. Puesto que
no todos los componentes presentan la misma afinidad con dicha columna, se genera una
separacion durante la elucion. Posteriormente, los componentes son ionizados y fragmentados
por una fuente de ionizacion. La ionizacion electronica es muy usada en esta técnica, la cual
genera una fragmentacion extensiva de los analitos.

Un punto a tomar en cuenta es que las muestras pueden necesitar una preparacion previa al
analisis cromatografico. Se pueden usar, segun la necesidad, diferentes agentes derivatizantes
en la misma muestra para analizar diferentes compuestos (como resinas, acidos grasos,
aminoacidos y otros compuestos), los cuales modifican quimicamente a los analitos con el
objetivo de otorgarles caracteristicas deseables en la cromatografia (como un aumento en la
volatilidad).®®" De esta forma, la cromatografia es una herramienta muy importante para la
caracterizacion de barnices y medios aglutinantes de pigmentos,’®” que pueden proveer mayor
informacidn acerca de los materiales utilizados por el pintor.

Para el trabajo con GC-MS, es recomendable trabajar con un estandar interno para poder
realizar el analisis cuantitativo de forma reproducible y fiable. Idealmente, el estandar interno
debe tener una estructura y propiedades quimicas similares a los analitos estudiados (de tal
forma que el tiempo de retencion sea cercano), mientras que este no debe aparecer
naturalmente en la muestra analizada. En el caso del analisis de aglutinantes lipidicos y
barnices en una pintura, el &cido tridecanoico cumple con estos criterios y ha sido utilizado

con éxito en pinturas.’®®
3.6.2.1 Estudio de aceites
En la literatura se encontré que los aceites usados en una pintura podian ser determinados a

partir de la relacion entre las &reas de los acidos grasos palmitico y estearico (P/S), cuya
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proporcion es relativamente estable en el tiempo y no sufren cambios quimicos
significativos.®*¢*%*°! Sin embargo, esto sélo es posible si se verifica la linealidad de la
respuesta del equipo a diferentes concentraciones de acidos grasos y no existe falta de ajuste
para el modelo de regresién calculado, con un valor de significacion de 5%."° En la Tabla 5
se muestran las proporciones P/S caracteristicas de los aglutinantes reportados en la literatura.
Es importante tener en cuenta que la relacion P/S puede variar en el tiempo hacia un valor
menor debido a la evaporacion de los &cidos grasos presentes en la obra, pero este efecto se ve
reducido en el caso de que los pigmentos puedan estabilizarlos (como cuando ocurre un

proceso de formacion de jabones de metales pesados).f®

Tabla 5. Valores de la relacion P/S reportados en la literatura para la identificacion de
aglutinantes lipidicos.

RELACION P/S
REFERENCIA . . . Aceite de semilla de
Aceite de linaza Aceite de nuez amapola
(1] 1,2+0,2 22+03 No se report6
[6¢] 15 2,2 38
[67] 1,0+0.1 (en No se reportd No se reportd
combinacion con yeso)

[69] 1,40 + 0,10 2,72 +0,19 4,46 + 0,66
(70l No se report6 33+0,1 39+01
1] 14-19 22-28 29-37

ks 09-18 19-28 20-50

aceptado
3.6.2.2 Identificacion de barnices

La identificacion de barnices mediante GC-MS es posible mediante la identificacion de
biomarcadores caracteristicos de las resinas que las componen, los cuales son compuestos que
mantienen su estructura quimica con pocos cambios significativos con el paso del tiempo. De
esta manera es posible determinar el compuesto original a partir de los marcadores
encontrados, asi hayan sufrido modificaciones debido al envejecimiento natural, a factores
ambientales o a la produccion del barniz. A modo de ejemplo, en la Figura 14 se pueden
observar algunos productos encontrados en un barniz a base de resina de pino, los cuales
pueden ser utilizados como marcadores para la identificacion de colofonia.l"”

Para la identificacion de barnices en una muestra de pintura es necesario identificar los
biomarcadores mas Utiles tras una separacion previa de otros compuestos (como acidos
grasos), los cuales pueden enmascarar las sefiales de los compuestos provenientes de resinas

al encontrarse en una mayor proporcion.
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Figura 14. Algunos compuestos presentes en una resina de pino debido a procesos

oxidacion y calentamiento durante el tratamiento de la misma.?

3.6.3 ldentificacién de material proteico mediante tincién con Ponceau S

El método de analisis por tinciones es Util para determinar la naturaleza de los compuestos
organicos presentes en las muestras, como son las lacas, barnices, aglutinantes y algunos
pigmentos. Debido al reducido tamafio de las muestras es necesario utilizar un microscopio
Optico para detectar la coloracion de los componentes.

Existe una gran variedad de agentes de tincién,™

y se debe probar cuales son los mas
indicados para cada caso especifico, teniendo en cuenta una idea previa de los posibles
compuestos usados en la época. En el caso de la pintura virreinal, y como ya se discuti6
previamente, los materiales que se estarian esperando incluirian colas animales (como cola de
conejo o colapez) o gomas vegetales, asi como otros compuestos de origen animal (como clara
0 yema de huevo). Sin embargo, es necesario tener cuidado debido a que pueden existir falsos
positivos o falsos negativos segun la matriz de la muestra y los compuestos presentes, que en
algunos casos pueden causar interferencia.

Para la observacion de la presencia o ausencia de material proteico se utiliz6 Ponceau S, un
agente de tincién de color rojizo, el cual tifie de color rojo-anaranjado una muestra que

contenga yema de huevo y de rojo-rosado una muestra que contenga alguna goma animal.
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4, PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y reactivos

En las Tablas 6 y 7 se muestran los materiales, reactivos y solventes utilizados durante esta

investigacion.

Tabla 6. Materiales usados en el presente trabajo.

MATERIALES MARCA
Lijas al agua gruesas - 360A, 600A, 800A Abralt
Lijas al agua finas - P1500A, P2500A Asalite
Pafios de pulido (Micro-mesh cushioned abrasives) — 4000, | Micro-Surface Finishing
6000, 8000, 12000 Products Inc.
Resina epoxi y Leco
Endurecedor de resina de “curado rapido” Leco
Pintura conductiva de carbono (grafito coloidal) SPI Supplies
Molde de silicona, con cubetasde 1 cm x 1 cm Be Cool
Bisturi
Sierra de joyeria
Reactiviales cnicos de 0,3 mL con tapas de PTFE Wheaton
Viales de 1,5 mL Agilent Technologies
Tapas con rosca para viales de 1,5 mL Agilent Technologies
Septos rojos de PTFE Agilent Technologies
Micropipeta de 200 pL Isolab
Microtips de 200 pL (polipropileno) Isolab
Micropipeta de 20 pL Witeg
Jeringa de 25 pL (Gastight 1702) Hamilton company
Jeringa de 100 pL (Gastight 1710N) Hamilton company
Indicadores universales de pH Merck

Tabla 7. Reactivos y solventes utilizados en esta investigacion.

COMPUESTO MARCA
Methprep I (solucion de hidroxido de m-(trifluorometil)fenil-
trimeglafnonio(en metanol al 0,2 N), ampollas d((e 1mL : Grace Alltech
Estandares de acidos grasos: tridecanoico, palmitico y estearico Sigma-Aldrich
Estandares de resinas: dammar, colofonia y copal
Metanol p.a. Merck
Tolueno p.a. Merck
Acetona p.a. Merck
Eter etilico Merck
Acido acético glacial Merck
Acido trifluoroacético (TFA) Merck
Acido carminico GR Merck
9-aminoacridina Sigma-Aldrich

30



4.2 Instrumentos y equipos

En la Tabla 9 se muestran los instrumentos utilizados y equipos utilizados en esta

investigacidn. Los instrumentos marcados con asterisco (*) se encuentran en el Laboratorio

de Investigacién Cientifica y Analisis del Museo Winterthur, Delaware, Estados Unidos.

Todos los demés equipos e instrumentos se encuentran disponibles en los laboratorios de

la seccion quimica o del Centro de Caracterizacion de Materiales de la PUCP.

Tabla 8. Instrumentos y equipos usados en esta investigacion.

X portétil

INSTRUMENTO MARCA/MODELO ACCESORIOS
Camara web Sabrent / WCM-6LNV g;lggsde luz visible LEE Filters
Bafio de ultrasonido Cole-Parmer / 8891 Ninguno
Espectrémetro de
fluorescencia de rayos Bruker / Tracer I11-SD Ninguno

Espectroscopio Raman
portatil

B&W Tek / i-Raman Plus

Laser de 785,18 nm (potencia
maxima de 420 mW)

Espectroscopio Raman
de sobremesa con
microscopio confocal

Renishaw / inVia

Laser Renishaw RL785 de 785 nm
(potencia nominal de 300 mW * 30
mW), laser Renishaw RL633 de 633
nm (potencia nominal de 17,5 mW)

Microscopio Optico
binocular

Leica Microsystems / M80

Aumento ocular 10X, objetivo de
1,25X (Achio)

Microscopio optico
binocular*

Zeiss / Axio Imager.M2m

Ocular de 10X, objetivos de 5X,
10X, 20X y 50X. Fuente de luz:
lampara de mercurio Kibler Codix
HXP 120C

Céamara digital

Canon / EOS Rebel T5i

Adaptador de microscopio (Martin
Microscope Company)

Camara digital*

Zeiss / AxioCam HRc

Software de procesamiento de
imagenes: Zeiss AxioVision

Microscopio electrénico
de barrido

FEI / Quanta 650

Detector EDS

Microscopio electronico
de barrido*

Zeiss/ EVO MA15

Fuente: LaB6, con voltaje de
aceleracion de electrones de 20 kV
Detector EDS: Bruker Nano X-
flash® 6 | 30

Bloque de
calentamiento analogo

VWR / 460-32xx series

Ninguno

Cromatografo de gases
acoplado a un
espectrometro de masas

Agilent / 7890B GC

Espectrometro de masas Agilent
5977A MSD.

Columnas: Agilent DB-5ms Ultra
Inert, Agilent DB-23. Ambas de 30
m de largo, 0,25 mm didmetro, 0,25
um de grosor de pelicula

Espectrémetro de masas

Thermo Scientific/ Q
Exactive HF

Fuente de ionizacion MALDI:
MassTech AP/MALDI(ng)
(longitud de onda de l&ser: 355 nm,
potencia maxima de 80W)
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4.3 Metodologia

4.3.1 Analisis preliminares por fluorescencia por luz ultravioleta

Para la primera parte del estudio de la obra esta fue retirada de su emplazamiento original
y llevada al taller de restauracion de la iglesia San Pedro de Lima. Ahi se realizo el examen
visual de la obra, asi como una inspeccion con luz ultravioleta.

La fuente de luz ultravioleta correspondio a dos tubos fluorescentes disponibles de forma
comercial con el nombre de “luz negra”. Para una iluminacion mas precisa de la obra se
armo un sistema a manera de una ventana rectangular, forrando la parte externa de los tubos
de luz con papel negro, de tal forma que la radiacion no fuera captada directamente por la
camara ni iluminara otras zonas del cuadro. Las fotografias fueron obtenidas usando una
camara digital sin ningun filtro acoplado a la lente.

4.3.2 Examinacion de la obra por radiografias de transmision

Las radiografias de la obra fueron tomadas en la sala de radiografias del Hospital de la
Solidaridad (Avenida Camana 700, Cercado de Lima). Debido al tamafio de la tabla, las
radiografias fueron obtenidas por secciones, tal como se muestra en la Figura 15. El analisis
se realiz6 aplicando un pico de voltaje de 48 kV al tubo de rayos X, con una corriente total

de 2,8 mAs (miliAmper segundo).

Figura 15. Toma de radiografias de la obra. El procedimiento se realiz6 por secciones

cuadradas. [Fotografia: Nancy Junchaya].
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4.3.3 Analisis in situ mediante espectrometria de fluorescencia de rayos X (FRX)

Se utiliz6 un espectrémetro de fluorescencia de rayos X portatil Bruker Tracer 111-SD (sin
ningun filtro acoplado) para el analisis in situ. El analisis fue realizado a través del software
S1PXRF, el cual permitié el manejo del instrumento desde una laptop con el sistema
operativo Windows 7. El tiempo de analisis fue de 30 segundos, con un voltaje de 40 kV'y
una corriente de 10,3 HA en todos los casos. Estos archivos fueron procesados
posteriormente con el programa Bruker Artax 7.4.0.0.

La toma de espectros de diferentes puntos se realiz6 en dos fechas diferentes, y los puntos
de analisis se muestran en la Figura 16. La exploracion inicial consistid en el analisis de 22
zonas de la obra (puntos verdes en la figura, etiquetados con letras mayusculas), el cual se
llevo a cabo para obtener informacion rapida sobre los elementos presentes en varias zonas
de interés. En una segunda fecha se realiz6 un analisis mas minucioso de otras zonas,
incluyendo a todos los personajes, la vegetacion del fondo y el cielo, toméandose en total

122 puntos. En la Tabla 9 se muestran los cddigos y el color de la pintura en estos puntos.

4.3.4 Anadlisis in situ por espectroscopia Raman

Se utiliz6 un espectroscopio Raman portétil B&W Tek i-Raman Plus con una fuente de
excitacion de 785,18 nm para el analisis in situ de la pintura sobre tabla. Los puntos de
analisis fueron los mismos que los considerados para el estudio por espectrometria de
fluorescencia de rayos X (ver Figura 16 y Tabla 9). El software usado para la obtencion de
los espectros fue BWSpec 4, proporcionado por el fabricante del equipo. Antes de cada
analisis se realizo una medicion “oscura” (“dark™), en la cual se cubrid el filamento de fibra
Optica con un trozo de poliestireno expandido (TEKNOPOR®) y se tomé un espectro sin
encender el laser (el programa presenta esta opcion en su interfaz gréfica). Con este
procedimiento el software realiza la substraccion del ruido de fondo y genera la correccion
de la linea base del espectro obtenido. El tiempo de integracion fue de 1000 ms, con tres
repeticiones y la potencia del laser al 10%. En todas las mediciones el laser fue cubierto
con un pequefio trozo de TEKNOPOR® para evitar dafiar la superficie de la obra, asi como

para evitar la interferencia de la luz ambiental durante las mediciones.
4.3.5 Andlisis in situ de la obra por reflectancia infrarroja
En el presente estudio se uso una cdmara web de la marca Sabrent (modelo WCM-6LNV),

a la cual se le acoplo un filtro de luz visible Lee Filters 87C, como se encontré reportado
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en la literatura.™"! Con ayuda de una ldmpara infrarroja se iluminaron partes de la obra, las
cuales fueron luego visualizadas en una computadora usando el software de captura de
video proporcionado por el fabricante de la cdmara web. La fuente de luz infrarroja fue
colocada en una posicién tal que no generara reflexiones especulares en la imagen obtenida

que pudieran enmascarar detalles de la obra.

Figura 16. Todos los puntos de analisis por FRX realizados a la obra de arte. [Coleccién

Compaiia de Jesus, Comunidad de San Pedro].
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Tabla 9. Puntos analizados por espectrometria de fluorescencia de rayos X vy

espectroscopia Raman in situ.

PUNTO COLOR PUNTO COLOR PUNTO COLOR
A Verde 20 Marron claro 57 Verde
Marrén 21 Marrén/mostaza 58 Marroén claro
C Morado 22 Azul 59 Verde
D Morado claro 22b Marrén 60 Verde
E Morado 23 Marron 61 Anaranjado
F Amarillo 24 Marron claro 62 Verde
G Amarillo 25 Marrén oscuro 63 Marron
H Rosado 26 Marrén rojizo 64 Gris/rojo
[ Marrén oscuro 27 Amarillo/crema 65 Gris/rosado
J Blanco 28 Amarillo 66 Gris verdoso
K Marron claro 29 Rojo oscuro 67 Marron
L Marroén oscuro 30 Marrén claro 68 Morado
M Azul-verdoso 31 Marrén claro 69 Azul-verdoso
N Gris 32 Amarillo 70 Azul/rosado
o] Gris 33 Blanco 71 Verde negruzco
P Gris 34 Gris 72 Mostaza
Q Azul-grisaceo 35 Gris 73 Rosado
R Azul-verdoso 36 Rosa 74 Rosado
S Verde 37 Anaranjado 75 Blanco/rosa
T Marrén 38 Blanco 76 Verde
U Blanco 39 Amarillo/anaranjado 77 Verde
\Y Morado oscuro 40 Blanco/gris/marrén 78 Verde oscuro
W Morado claro 40b Amarillo/marron 79 Verde
1 Mostaza 41 Rosa grisaceo 80 Rojo
2 Marroén 42 Marroén 81 Blanco
3 Azul-verdoso 43 Rosado 82 Rojo
4 Marrén 44 Marrén oscuro 83 Rojo oscuro/negro
5 Verde oscuro 45 Marron claro/rosa 84 Blanco
6 Verde claro 46 Gris 85 Marrén
7 Gris 47 Marron 86 Blanco
8 Marrén 47b Gris/rosado 87 Rojo
9 Marrén 48 Marrén 88 Gris claro
Marrén
10 verdoso 48b Rosado 89 Marron grisaceo
11 Verde 49 Marrén claro 90 Morado
12 Mostaza 50 Blanco 91 Celeste verdoso
13 Verde oscuro 51 Morado 92 Gris verdoso
15 Verde 52 Rojo 93 Verde
16 Marrén 53 Marrén oscuro 94 Verde oscuro
17 Verde claro 54 Blanco/amarillo claro 95 Verde
18 Marroén rojizo 55 Rosado 96 Verde grisaceo
19 Rosa claro 56 Azul verdoso
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4.3.6 Toma de micromuestras por parte del Taller de Conservaciony Restauracion

de la Iglesia San Pedro de Lima

La toma de micromuestras fue realizada en el taller de conservacion de la iglesia San Pedro
de Lima por un conservador calificado. Usualmente, esta toma se realiza en lugares que no
supongan un dafio mayor (o al menos visible) a la obra, como los bordes o craqueladuras
ya existentes. En lo posible se procura no hacerlo en los rostros. La persona encargada de
esta tarea utilizé un bisturi de hoja de punta, con el cual se realizé un corte triangular y
profundo, procurando tomar todas las capas. En la Figura 17 se muestran las zonas de las
cuales se extrajeron las micromuestras, y en la Tabla 10 se detalla el color principal de las
mismas. En la mayor parte de los casos, las micromuestras obtenidas sufrieron
fragmentaciones posteriores, y cada fragmento fue ser tratado como una micromuestra
independiente.

Figura 17. Zonas de toma de micromuestras. [Coleccion Compafiia de Jesis, Comunidad
de San Pedro].
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Tabla 10. Micromuestras obtenidas de la obra “El Sefior de la Caida”.

PUNTO COLOR PUNTO COLOR
M1 Verde M9 Amarillo
M2 Verde M10 Rosado
M3 Rojo M1l Verde
M4 Rosado M12 | Rojo oscuro-carmin
M5 Azul grisaceo M13 Rosado palido
M6 Rosado M14 Amarillo
M7 Marrdén-rojizo M15 Blanco
M8 Rosado M16 Verde/anaranjado

4.3.7 Examinacion de micromuestras por microscopia 6ptica

Los fragmentos de las micromuestras M1 — M16 se observaron bajo el microscopio con luz
visible para determinar cuales se podrian utilizar para los analisis siguientes. Una buena
micromuestra cuenta con todas las capas estratigraficas; es decir, incluye el barniz, la capa
0 capas pictdricas, una posible capa de aparejo y la capa de preparacion. También es posible
que se incluya parte de la capa de soporte (el cual no fue el caso para este estudio). S6lo
aquellas micromuestras que cumplieron estas caracteristicas fueron montadas usando una

resina epoxica de curado rapido.

4.3.8 Montaje de micromuestras en resina

Se prepar6 una mezcla de resina epéxica de dos componentes en una cubeta de jebe (de
tamafio 1 x 1 x 1 cm). Se rellend hasta la mitad de su capacidad y se dejo curar al menos
por un dia. De esta forma se genero un soporte sobre el cual se coloco la micromuestra.
Tras ello se prepar6 otra mezcla de resina epdxica de dos componentes y se cubrié la
micromuestra hasta completar la capacidad de la cubeta, cuidando que no se formaran
burbujas. Se dej6 curar al menos un dia, hasta que la resina estuviera completamente
endurecida.

Se procedio a cortar la resina con una sierra de joyero hasta el punto donde se encontraba
la micromuestra. A partir de ahi se utilizaron lijas de diferentes grosores para pulir la resina
y dejar al descubierto las capas que conforman la micromuestra (seccion transversal). La
inspeccion de la micromuestra soportada en resina fue realizada utilizando un microscopio
Optico. Un fragmento de micromuestra de cada punto de obtencion (Tabla 10) fue montado
en resina de dos componentes. Estos fragmentos montados en resina epdxica fueron

codificadas como SC1 — SC16, respectivamente.
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4.3.9 Andlisis de micromuestras mediante microscopia 6ptica y fluorescencia

ultravioleta

Se utilizd un microscopio Zeiss Axio Imager.M2m con fuentes de excitacion de luz visible,
365 nm, 405 nm y 485 nm. Se tomaron fotografias de las dieciséis micromuestras montadas

en resina, ampliadas con una magnificacion de 200X.

4.3.10 Analisis de micromuestras por microespectroscopia Raman

Se utilizé un espectroscopio Raman de sobremesa con microscopio confocal Renishaw
inVia, con fuentes de excitacion de 532 nmy 785 nm. Los espectros se obtuvieron variando
las condiciones de tiempo de exposicion al laser, tiempo de muestreo, nimero de
repeticiones y potencia del laser para cada punto analizado. Se probaron también algunas
funciones disponibles en el software, como la eliminacion de rayos cosmicos y la
minimizacion de la exposicion de la muestra al laser. Se mejoraron los resultados cerrando
todo lo posible el diafragma del microscopio antes de realizar el andlisis. El uso del modo
pinhole — ON no permiti6 obtener sefiales Gtiles (s6lo se observé ruido), por lo que no se
recomienda su uso para este analisis.
Los espectros Raman obtenidos fueron procesados con el programa Horiba LabSpec 5 y
comparados con los espectros disponibles en las bases de datos gratuitas en internet:

- Cultural Heritage Science Open Source (CHSOS)

https://chsopensource.org/download/8102/

- University College London (UCL Chemistry)
http://www.chem.ucl.ac.uk/resources/raman/

Si bien estas bases de datos cuentan con informacion atil sobre los compuestos analizados,
es preferible contar con una base de datos propia —usando el mismo equipo y condiciones
con los que se analizaron las muestras de la obra—. Se dispuso de una tabla con pigmentos
obtenida de la organizacion Cultural Heritage Science Open Source

(https://chsopensource.org/tools-2/pigments-checker/), la cual presenta varios materiales

usados en obras de diferentes épocas. A partir de dicha tabla, se cre6 una base de datos
propia usando el microscopio Raman Renishaw inVia, usando las fuentes de excitacion de

633y 785 nm a diferentes intensidades.!"
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4.3.11 Andlisis de micromuestras mediante microscopia electronica de barrido

acoplada a espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (SEM/EDS)

La resina que soportaba a la micromuestra fue cortada a un grosor de entre 1 a2 mmy
luego fue cubierta con pintura de carbono, dejando libre la zona de la muestra y una
pequefia parte de sus alrededores. Luego, fue llevada al microscopio electrénico de barrido.
Se utilizé el software TEAM EDAX para el manejo del equipo y la adquisicion de datos.
Se ajusto la distancia de trabajo (WD, working distance por sus siglas en inglés) a una
distancia de 10 mm. Los analisis de las muestras fueron realizados tanto a bajo como alto
vacio. Se realizaron andlisis puntuales, mapeos (informacion elemental en un area) y

andlisis lineales (informacién elemental en una linea de cierto grosor).

4.3.12 Analisis de micromuestras mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS)

Se diluy6 una ampolla de 1 mL de Methprep Il con 2 mL de tolueno. De esta manera se
conto6 con una solucion Methprep 1l / tolueno 1:2 como agente derivatizante, el cual es muy
atil ya que realiza la metilacién de diversos compuestos sin necesidad de un tratamiento
previo. La utilidad de este reactivo para andlisis de obras de arte fue demostrada en un
trabajo previo de White y colaboradores (1996),1"*) asi como en un método estandar (ASTM
D5974-15) " para la determinacion de 4cidos grasos y de colofonia por cromatografia de

gases.

43121 Derivatizacion de muestras para anélisis de barnices

El analisis de los barnices disponibles (colofonia, copal y dammar) se realizo segun el
procedimiento descrito a continuacion, adaptado del trabajo de Andreotti y colaboradores
(2006).1°

Enun reactivial se coloco 1 mg de una resina y se agregaron 300 L de hidroxido de potasio
al 10% en etanol al reactivial. Se calent6 el reactivial por 4 horas a 85 °C usando un bloque
de calentamiento v, tras dejar enfriarlo unos minutos, el contenido fue trasvasado a otro
vial (fraccion acuosa), usando dos porciones de 100 uL de agua destilada para mejorar la
recuperacion de la muestra saponificada. A continuacion, se afiadié una porcion de 200 pL
de hexano al vial con la fraccion acuosa y se agitd brevemente. Tras la separacion de las
fases se extrajo la fraccion orgénica en otro vial (fraccion de hexano). Se repitio la

extraccion con dos porciones adicionales de 200 pL de hexano. A la fraccion acuosa se le
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agreg6 gota a gota una solucion acuosa de acido trifluoroacético (TF) en agua 1:1 hasta
alcanzar un pH de 1. Posteriormente se afiadié una porcion de 200 pL de éter etilico al vial
con la fraccion acuosa tratada previamente y se agité brevemente. Tras la separacion de las
fases se extrajo la fraccion organica en otro vial (fraccion etérea). Se repiti6 la extraccion
con dos porciones adicionales de 200 pL de éter etilico.

Se tomo una alicuota de 100 pL de la fraccion etérea y se coloco en un reactivial. Usando
un flujo suave de nitrégeno se evapord el éter etilico y se afiadieron 50 pL de Methprep Il
/tolueno 1:2 al reactivial. El reactivial fue calentado por una hora a 60 °C usando un bloque
de calentamiento y, tras dejarlo enfriar unos minutos, todo el contenido fue vertido en un
inserto de vidrio. Finalmente, 150 pL de tolueno fueron agregados al inserto para completar
un volumen final de 200 uL, del cual se inyect6 1uL en el cromatogrado de gases usando

un inyector automatico.

43122 Derivatizacion de acidos grasos para validacion del método analitico

El procedimiento de derivatizacion descrito a continuacion fue adaptado de los trabajos de
Andreotti y colaboradores (2006),"®" asi como de Lluveras y colaboradores (2010).5"!

Se prepar6 un estandar de cada acido graso libre en acetona: palmitico (0,29248 mg/qg),
estearico (0,4946 mg/g) y tridecanoico (0,17063 mg/g). La concentracién de todos los
acidos grasos fue descrita en términos de miligramos de acido graso por gramo de solucién
total (acido graso mas acetona). Se coloco el volumen elegido de cada acido graso en un
mismo reactivial y se anotd la masa de cada solucion de &cido graso afiadida. A
continuacion, se agrego la cantidad elegida de solucion de acido tridecanoico y se anoto su
masa. Usando un flujo suave de nitrogeno se evaporo toda la acetona del reactivial. 30 pL
de Methprep 1 / tolueno 1:2 fueron afiadidos al reactivial y este se calentd por una hora a
60 °C usando un blogue de calentamiento. Luego de dejar enfriar el reactivial unos minutos,
se vertio el contenido en un inserto de vidrio al cual se le afiadieron 170 pL de tolueno al
inserto para completar un volumen final de 200 pL.

Para preparar el blanco de anlisis se agregaron 20 pL de acetona (con la que fueron
preparados los estandares de &cidos grasos) a un reactivial. Acto seguido, la acetona fue
evaporada con un flujo de nitrégeno. Tras ello, 30 pL de Methprep 11 / tolueno 1:2 fueron
afiadidos al reactivial y este fue calentado por una hora a 60 °C usando un bloque de
calentamiento. Luego de dejar enfriar el reactivial unos minutos, se vertio el contenido en
un inserto de vidrio al cual se le afiadieron 170 pL de tolueno al inserto para completar un
volumen final de 200 pL. Se inyect6 1 pL de cada muestra derivatizada al cromatégrafo de

gases utilizando un inyector automatico.
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Este procedimiento fue utilizado para generar las curvas de calibracion con los que se
verificaria la linealidad del método aplicado. Se agregaron los acidos grasos en cada vial y

se reportd la masa de cada uno tras la evaporacion del solvente en la Tabla 11.

Tabla 11. Masas de acidos grasos usados para la generacion de la curva de calibracion del

método empleado. Para ello, se realizé el anlisis por triplicado para cada uno de los puntos

de la curva.

VIAL MASA DE ACIDOS GRASOS
Palmitico (mg) Estearico (mg) Tridecanoico (mg)

AGO 1 0,00000 0,00000 2,27708
AGO 2 0,00000 0,00000 2,29216
AGO 3 0,00000 0,00000 2,29216
AG1 1 0,17549 0,34622 2,30724
AGL 2 0,26323 0,39568 2,26200
AG1 3 0,20474 0,29676 2,27708
AG2 1 1,08218 1,18704 2,26200
AG2 2 1,08218 1,18704 2,26200
AG? 3 1,08218 1,08812 2,30724
AG3 1 4,41645 5,44060 2,27708
AG3 2 4,41645 5,58898 2,27708
AG3 3 447494 5,83628 2,33740
AG4 1 6,63930 756738 2,26200
AG4 2 6,63930 7,46846 2,30724
AG4 3 6,58080 7,56738 2,32232

43.12.3 Derivatizacion de muestras de pintura

La identificacion de resinas se realizé mediante el procedimiento descrito en la seccion
4.3.12.2, mientras que para efectuar la identificacion de aglutinantes se siguid el
procedimiento descrito a continuacion:

En un reactivial se colocaron 15,1 mg de la solucion de &cido tridecanoico (estandar
interno) en acetona (0,1508 mg/g) y se evapord con un flujo de nitrogeno suave. Se depositd
la muestra de pintura (de peso menor a 0,1 mg) en el reactivial y se derivatiz6 con 30 uL
de Methprep 11/ tolueno 1:2 a 60 °C por una hora. Tras unos minutos de enfriamiento, todo
el contenido fue colocado en uninserto de vidrio dentro de un vial de 1,5 mL y se completd
a un volumen de 200 pL con 170 pL de tolueno. Finalmente, 1 ul de la solucion
derivatizada fue inyectada al equipo usando el inyector automatico.

La diferencia en el volumen de Methprep 11/tolueno 1:2 usado entre ambos procedimientos
fue tomado del trabajo de Manzano y colaboradores (2011)."! En dicha investigacion

demostraron que el volumen de Methprep 11 / tolueno 1:2 6ptimo es de unos 15 pL para las
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cantidades que analizan. Puesto que las masas de &cidos grasos que se utilizaron en su
investigacion son comparables a las del presente trabajo, se decidio reducir el volumen de
Methprep 11 / tolueno 1:2 hasta 30 pL para asegurar la derivatizacion completa de los

componentes analizados.

43124 Analisis cromatografico de las muestras derivatizadas

Se llevaron los viales al equipo, se colocaron en el muestreador automatico y se
programaron los métodos cromatograficos. Para el analisis cualitativo de las resinas se
utilizé una columna Agilent DB-5ms de 30 metros de longitud, 0,25 mm diametro y 0,25
pm de grosor de pelicula. Los pardmetros de las corridas cromatograficas realizadas,
descritos en la Tabla 12, fueron adaptados del trabajo de Schilling y colaboradores
(2004).""

Los modos de analisis disponibles en el equipo fueron SCAN (un barrido de todos los iones
en el intervalo programado por el método) y SIM (monitoreo de uno 0 mas iones
especificos). El modo SCAN fue utilizado en exploraciones iniciales, el cual abarcé el
rango de 45 — 700 unidades de masa atomica (u.m.a.). Este modo permitid la identificacion
de los iones caracteristicos y comunes de cada compuesto. A partir de esta informacién se
utilizé el modo SIM, el cual fue utilizado para identificar los tiempos de retencion de los

marcadores caracteristicos presentes en cada resina y asi encontrar su identidad.

Tabla 12. Parametros de las corridas cromatograficas utilizadas en el andlisis cualitativo

de resinas.
PARAMETRO VALOR
Gas portador Helio / 11,327 psi (presién constante)
Entrada Splitless, 300°C
Horno 55 °C (2 minutos), _10 °C/min hasta 315 °C (17
minutos). Temp. Maxima: 320 °C
Inyeccion 1L

Los cromatogramas y espectros de masa obtenidos fueron procesados utilizando el software
Agilent MassHunter y el programa AMDIS (con la base de datos NIST).

Para el andlisis cuantitativo de los acidos grasos en las muestras de pintura y de aceites se
utiliz6 una columna Agilent DB-23 de 30 metros de longitud, 0,25 mm diametro y 0,25 pm
de grosor de pelicula. El fabricante asegura que esta columna ha sido disefiada
especificamente para la separacion de acidos grasos, lo cual es til para la determinacion
cuantitativa de los mismos. Los pardmetros de la corrida cromatogréafica (ver Tabla 13)
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fueron adaptados del trabajo de Zou y Wu (2017) ™ para el uso de un espectrémetro de

masas en lugar de un detector FID.

Tabla 13. Parametros de las corridas cromatograficas utilizadas en el analisis de acidos

grasos en muestras reales.

PARAMETRO VALOR
Gas portador Helio / 12,051 psi (presion constante)
Entrada Split, 250 °C, ratio de split 30:1
50 °C (1 minuto), 25 °C/min hasta 175 °C,
Horno 4 °C/min hasta 230 °C (5 minutos). Temp.
Méaxima: 260 °C
Inyeccion 1uL

Los cromatogramas y espectros de masa obtenidos fueron procesados utilizando el software
Agilent MassHunter y el programa de codigo abierto OpenChrom Community Edition
(Dalton), v.1.3.0. Estos programas permitieron la integracion de las areas de los picos

correspondientes a los acidos grasos analizados.

4.3.13 Identificacion de colorantes organicos mediante espectrometria de masas por

ionizacién/desorcion asistida por matriz (MALDI-MS)

Se prepar6 una solucion en metanol de la matriz 9-aminoacridina (1 pg/mL) y de acido
carminico (10 pg/ml). Adicionalmente se realizé una extraccion de una micromuestra de
pintura utilizando 100 puL de metanol en un bafio de ultrasonido (42kHz) por una hora.
Cada muestra (la solucion de acido carminico y el extracto de pintura) fue mezclada con la
solucion de matriz en una relacién 1:1 en volumen y se realizé una deposicion de 1 pL de
cada solucion sobre una placa metélica, de tal forma que la muestra se distribuyera
uniformemente en cada diana. La reproducibilidad de un analisis mediante ionizacion
MALDI depende de una preparacion correcta de la matriz y del analito que se coloca en
ella, asi como la deposicion uniforme de la muestra sobre la placa metélica, la intensidad
del laser, la energia de colision (para la espectrometria de masas en tandem) y otros
parametros, por lo que es necesario realizar multiples pruebas previas con la matriz y las
muestras problema para optimizar el experimento.

Se utilizo un espectrometro de masas Thermo Scientific Q Exactive HF acoplado a una
fuente de ionizacion MassTech AP/MALDI. El ion base de la 9-aminoacridina (m/z =
193,077) fue utilizado para determinar la potencia del laser necesaria en el estudio, la cual
fue programada al 40,5 % del valor maximo. Las muestras fueron analizadas mediante un
movimiento en espiral de la placa, tal como se muestra en la Figura 18. En la Tabla 14 se

muestran los parametros de adquisicion de iones en el software Q Exactive HF Tune del
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espectrometro de masas. Los archivos fueron adquiridos con el formato “.RAW” y fueron
visualizados en el mismo programa. Adicionalmente, se utiliz6 un programa de cédigo
abierto (ProteoWizard SeeMS 3.0.18180.0) para visualizar los espectros de masa, asi como
generar “mapas de calor”. Estos “mapas de calor” son representaciones en dos dimensiones
de los tiempos de escaneo versus cada espectro de masa, y la intensidad de cada fragmento
hallado se puede interpretar seguin su color: mientras mas cercano al azul se encuentre (mas
“frio””) tendra menor intensidad, y mientras mas cercano al rojo (mas “caliente”) tendra

mayor intensidad.

Tabla 14. Parametros definidos en el programa de control del espectrometro de masas
Thermo Fisher Q Exactive HF.

MODO PARAMETRO VALOR
Polaridad Negativa
Carga por defecto 1
Resolucién 60000
MODO DE UN Obijetivo de control de ganancia 5%10°
SOLO ION (SIM) automatica (AGC target)
Maximo tiempo de inyeccion 100 ms
Cuenta de bucles (loop count) 5
Ventana de aislamiento 15m/z
Resolucion 60000
ESPECTROMETRIA | OPiStivo fe cortiol de ganancia 2*%10°
DE MASAS EN utomatica (AGC target)
< Méaximo tiempo de inyeccion 100 ms
LlEE) Cuenta de bucles (loop count) 5
DEPENDIENTE DE : L
DATOS (dd-MS?) Ventana de aislamiento 1,5 m/z
Primera masa fija Ninguna
Energia normalizada de colision (NCE) 35
Umbral de control de ganancia 8*10°
automatica (AGC target)
Umbral de intensidad 8*10*
PARAMETROS DE Disparador de maxima sefial (Apex Ninguno
IONES trigger)
ANALIZADOS POR Exclusion de is6topos Encendido
dd-MS? Exclusion de carga Ninguno
Coincidencia con estructura peptidica Ninauno
(Peptide match) g
Exclusion dindmica 10s
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Figura 18. Detalle del patron de vaporizacion en espiral programado para el analisis de
muestras por MALDI-MS. El material de color blanco corresponde a la mezcla de la matriz

con la muestra, depositada sobre la placa metalica.

4.3.14 ldentificacion de material proteico en micromuestras mediante tinciones

Para verificar la presencia de material proteico presente en una muestra de pintura se
preparé una solucion de Ponceau S al 3% en acido acético un dia antes del analisis, tal
como es recomendado en la referencia.™ A partir de esta solucién se prepar6 una dilucion
de 1:8 en volumen con acido acético, de tal forma que se pudieran observar las diferencias
entre la tincién con diferentes concentraciones de Ponceau S.

Se efectuo la tincion sobre dos micromuestras montadas en resina colocando una gota de
la solucion de Ponceau S sobre las capas expuestas por el pulido. Tras 20 minutos, se
lavaron las micromuestras con agua destilada y se llevaron al microscopio para su

observacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio inicial de la obra sin obtencion de micromuestras

5.1.1 Estudio in situ por fluorescencia ultravioleta y reflectancia infrarroja

En el estudio exploratorio por luz ultravioleta se observd que toda la obra presentaba
fluorescencia de color entre blanco, azul y verde, y ciertas zonas se veian mas oscuras. En
la Figura 19 se muestra las fotografias de fluorescencia ultravioleta de varias zonas de la
obra (encerradas en rectangulos rojos). Los puntos oscuros podrian representar zonas de
posibles retoques recientes (como parte de las intervenciones a esta obra) o evidenciar la
falta de fluorescencia de otros pigmentos, tal como puede ocurrir con compuestos de

cobre.

Figura 19. Imagen de fluorescencia ultravioleta de la obra “El Sefior de la Caida”.
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Como se discutio anteriormente en la seccion 3.5.1, la coloracion azul/verdosa observada
podria deberse a la presencia de blanco de plomo en conjunto con aceite de linaza o a la
presencia de algin barniz en la pintura. Por esta razdn resultd necesario caracterizar los

aglutinantes y resinas presentes en la obra.

En las iméagenes obtenidas por reflectancia infrarroja se observaron zonas claras y oscuras,
tal como se puede observar en la Figura 20. Esto se puede deber a la presencia de
compuestos que absorben esta radiacion, como pueden ser tierras oscuras y pigmentos
negros.®"! Adicionalmente, en la figura 21 se observan con claridad algunos trazos de
correccion en la cruz, cerca al personaje P5.

Figura 20. Fotografia por reflectancia infrarroja (izquierda) y por luz visible (derecha) de

los personajes P9 (arriba) y P4 (abajo).
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Figura 21. Comparacién entre la fotografia de luz visible (arriba) y de reflectancia

infrarroja (abajo) del madero cerca del personaje P5. Las flechas indican el lugar donde es

apreciable el trazo correctivo de la cruz.

48



5.1.2 Estudio de la obra mediante radiografias

Se obtuvieron las radiografias por zonas, tal como se menciond en la seccién de
metodologia. Se observaron maltiples clavos y grapas que unen la madera en la parte
posterior (ver Figura 22), asi como los listones de madera que se observan en la Figura 4.

Las pinceladas aplicadas en la obra son visibles mediante esta técnica ya que se observan
patrones claros y oscuros en sucesion. Estos corresponden a las depresiones producidas por
las cerdas de un pincel o una brocha al aplicar un pigmento. Para mejorar la visibilidad de
estas pinceladas se utilizd un software de edicion de imagenes (GIMP 2, Programa de
manipulacién de iméagenes de GNU) para convertir las imagenes de escala de grises a falso
color. Debido a que las radiografias no fueron uniformes (el brillo y contraste fue
seleccionado por el operador del equipo de radiografia para una mejor visibilidad de los
detalles), este falso color s6lo se pudo utilizar de forma referencial debido a artefactos como
el excesivo brillo en las iméagenes. En la Figura 23 se observa una muestra de dicho
procesamiento, en la que es posible apreciar trazos de mayor intensidad a los vistos en otras
partes del cuadro cerca de estos personajes, encerrados en rectangulos rojos discontinuos.
Estos trazos corresponden a algunas irregularidades que se pueden apreciar con dificultad
en la obra bajo luz visible, lo cual podria indicar algun repinte o correccion importante en

los personajes P7 y P8.

5.1.3 Estudio in situ por espectrometria de fluorescencia de rayos X (FRX)

Los analisis in situ por FRX en la obra permitieron sugerir algunos pigmentos y materiales
que eran esperados para la época en la que vivo Bitti (finales del siglo XVI). Uno los
elementos que mas se vio en toda la obra y con elevada intensidad fue el plomo.
Posiblemente se tratara de blanco de plomo, muy utilizado en ese entonces como una base
debido a su alto poder cubriente ! y también como reductor de tonos de otros pigmentos.
Dicho pigmento es bastante toxico, por lo que su uso fue menguando en afios posteriores
al descubrirse otros pigmentos blancos. Otro elemento que se encontrd extensivamente en
la obra fue el mercurio. Este elemento corresponde con seguridad al bermellén (sulfuro de
mercurio, HgS), de color rojo intenso y alta toxicidad, puesto que no se usaban otros

pigmentos a base de este elemento.
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Figura 22. Radiografia de la zona superior izquierda de la obra. Obsérvese los numerosos
clavos y grapas usadas para ajustar la madera, vistos como lineas blancas delgadas.
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Figura 23. Ejemplo de procesamiento en falso color de las radiografias. Arriba: Imagen a
color de esta zona del cuadro. Abajo: radiografia original (izquierda) e imagen de falso color
(derecha).

Los colores observados en los rostros de varios de los personajes se ven excesivamente
blancos, a diferencia del rostro del personaje P3. El andlisis por FRX de las encarnaciones
(zonas que representan la piel) revel6 que estas presentan un contenido elevado de bario y
titanio, cuyos pigmentos blancos tienen una fecha de origen posterior a la época en la que
se habria realizado la pintura: el blanco de titanio (TiO2) se sintetiz6 a partir de 1920,
mientras que el blanco de bario (BaSOs) se sintetiz6 a partir del siglo XIX.®? Gracias a
esta informacion se decidié no tomar micromuestras de estas zonas, puesto que se tratarian
de un repinte. Cabe resaltar que en diversos puntos analizados de la obra se observo la

presencia de cromo, selenio y cadmio, tal como se muestra en la Tabla 15. Debido a que
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los pigmentos en base a estos elementos se comenzaron a utilizar a partir del siglo XIX, no

formarfan parte de la pintura original.??

Tabla 15. Zonas que podrian tener algin repinte en base a los elementos encontrados por
FRX y la fecha de uso reportada en la literatura.??
PUNTO DE ELEMENTOS QUE

ANALISIS EVIDENCIARIAN UN MATERIALES PROPUESTOS
(ver Tabla 9) REPINTE

16 Cd, Se Rojo de cadmio

17 Cr Ti Amarillo (_jg cromo, verde de cromo,
’ verde Viridiana, blanco de titanio

12 Cd Amarillo de cadmio

27 Ti Blanco de titanio

34 Ti Blanco de titanio

35 Ti Blanco de titanio

36 Ti Blanco de titanio

45 Cr, Sr Amarillo de estroncio

46 Ti Blanco de titanio

47 Cr Amarillo de cromo, verde de cromo

64 Ti Blanco de titanio

g7 cr. Ti Anaranjado de cromo, a}ma_rillo de

cromo, blanco de titanio
88 Ti, Ba Blanco de titanio, blanco de bario
93 Cr Amarillo de cromo, verde de cromo,

verde viridiana

94 Cr, Cd Amarillo de cadmio, verde de cromo
. verde de cromo, verde Viridiana,

95 ol B blanco de titanio, blanco de bario

Ya que el mercurio no forma otros compuestos de color rojo, se puede identificar el
bermellon con tan solo esta técnica. El bermelldn ha sido obtenido naturalmente del mineral
cinabrio desde la antigliedad, pero a partir del siglo VIII se pudo producir de forma
artificial.® En la Tabla 16 se muestran los pigmentos y materiales propuestos en base al
analisis por espectrometria de fluorescencia de rayos X. A partir de este analisis no se puede
proponer la identidad de los pigmentos rosados presentes en la tinica de Cristo (personaje
P5), los pigmentos violaceos (tdnica del personaje P7) ni los marrones (aunque de estos
altimos se sospecha el uso de un ocre debido a la presencia de hierro y potasio).

Los espectros usados para la propuesta de pigmentos y materiales se muestran en las dos

paginas siguientes (Figura 24).
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Figura 24. Espectros de FRX de diferentes puntos de la obra (ver Tabla 9). La escala de
intensidad de los espectros fue modificada para una mayor claridad de los elementos

mostrados. [ContinGa en la pagina siguiente]
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Figura 24. Espectros de FRX de diferentes puntos de la obra (ver Tabla 9). La escala de
intensidad de los espectros fue modificada para una mayor claridad de los elementos

mostrados. [ContinGa en la pagina siguiente]
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Figura 24. Espectros de FRX de diferentes puntos de la obra (ver Tabla 9). La escala de

intensidad de los espectros fue modificada para una mayor claridad de los elementos

mostrados. [Continuacion]
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Tabla 16. Pigmentos y materiales originales propuestos en base a los resultados del anélisis
por FRX.

PIGMENTOSY | ESPECTRO DE FRX
COLOR REPI??LEESI\SE'II\'IX'(I? ISVOS MATERIALES REPRESENTATIVO
PROPUESTOS (ver Figura 24)
Blanco Pb Blanco de plomo 33
Ca Calcita 18
Azul Cu Azurita 22
Malaquita / resinato
Verde Cu de cobre 79
. Amarillo de plomo
Amarillo Pb, Sn y estafio (tipo 1 0 2) 28
Bermellon
Hg, S e 52
Rojo (artificial)
Pb Rojo d_e _plomo 26
(minio)
Marrones Rg (p05|bIeSni1)ente Al K, Ocres 22b
Otros
materiales Lt e 48

5.1.4 Analisis in situ usando microespectroscopia Raman

El anélisis Raman in situ también evidencié la presencia de diversos componentes,
incluyendo bermellén, blanco de plomo, sulfato de calcio (yeso) y amarillo de plomo-
estafio. Sin embargo, la elevada fluorescencia Raman solo permitio observar estos detalles
en una cantidad reducida de espectros obtenidos. Por otro lado, los pigmentos de cobre no
se pudieron diferenciar facilmente con esta técnica, puesto que el fendmeno de
fluorescencia no ayuda a la asignacion de la identidad de dichos compuestos al ser mayor
que la intensidad de las sefiales de los pigmentos.

Los puntos analizados fueron los mismos que los puntos numerados en la Figura 16. De
esta forma, se pudo realizar una comparacion con los posibles pigmentos y materiales
analizados por FRX anteriormente. En la Figura 25 se muestran algunos espectros Raman

con los que lograron evidenciar la presencia de los materiales descritos en la Tabla 17.
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Figura 25. Arriba: espectros Raman obtenidos del punto 37, en los que se puede observar
la presencia de yeso, amarillo de plomo-estafio y rojo de plomo. Abajo: espectros Raman

obtenidos del punto 7, en los que se evidencia la presencia de bermellon.

Tabla 17. Pigmentos confirmados con el analisis Raman portétil (in situ).

PUNTOS ANALIZADOS
PIGMENTQOS 117132373943 |50|67|73|74|80 |81 |84
Amarillo de plomo- . ol ol o
estano (tipo 1)
Bermell6n ° o | o o | 0| 0| 0| o | @
Rojo de plomo
Yeso

La espectroscopia Raman in situ permiti¢ identificar facilmente la presencia de amarillo de
plomo-estaiio, bermellon y blanco de plomo. Sin embargo, no se identificaron otros
compuestos debido a que la relacion sefial/ruido fue muy baja para cada caso. Se logré

identificar yeso en un solo punto, por lo que fue necesario comprobar la presencia de este

material en las micromuestras obtenidas.
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5.2 Analisis de micromuestras obtenidas

Se examinaron las micromuestras SC1 — SC16 mediante microscopia Optica en el
Laboratorio de Investigacion Cientifica y Analisis del Museo Winterthur. EI microscopio
se encontraba acoplado a una fuente de luz visible y ultravioleta (365, 405 y 485 nm). Las
fotografias de luz visible de las dieciséis micromuestras montadas en resina se muestran en
la Figura 26.

Figura 26. Fotografias de las micromuestras montadas en resina, observadas con el

microscopio 6ptico. [ContinGa en la siguiente pagina]
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Figura 26. Fotografias de las micromuestras montadas en resina, observadas con el

microscopio optico. [ContinGa en la siguiente pagina]
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Figura 26. Fotografias de las micromuestras montadas en resina, observadas con el

microscopio optico. [Continta en la siguiente pagina]

60



Figura 26. Fotografias de las micromuestras montadas en resina, observadas con el

microscopio 6ptico. [Continuacion]

De todas las micromuestras, tres de ellas (SC3, SC7 y SC9) presentan dos capas pictoricas
y corresponden a zonas en las cuales se aprecia una coloracion roja. Las trece
micromuestras restantes presentan una sola capa pictdrica. Todas las micromuestras
presentan una capa intermedia mas oscura (la cual llamamos “imprimacion’) entre la capa
de preparacion y la(s) pictorica(s), la cual fue visualizada con mayor claridad al ser
expuesta a luz de 405 nm.

Existen pigmentos que pueden ser rapidamente identificados debido a su tamafio, forma y
color de grano. La azurita natural presenta cristales azules caracteristicos, cuyos tamafios
pueden ser muy variables. Segun un estudio reciente la azurita disponible comercialmente
puede tener particulas entre 4,5 pm hasta 110 pm.? Se encontraron cristales de azurita
(con tamarfios que oscilan entre 4 a 14 um) en las micromuestras SC1, SC2, SC11 y SC16,
pero no se pudo observar ningln pigmento verde a pesar que la capa pictorica de esas
muestras era dicho color.

En la Figura 27 se presenta la micromuestra SC4, vista bajo luz ultravioleta a 365, 405 y
485 nm. Como se puede observar, en las fotografias con luz UV se puede diferenciar mejor
la capa de “imprimacién” como una linea delgada de color oscuro, el barniz es claramente
visible y la capa de preparacion presenta limites bien definidos. Esta micromuestra presenta
dos capas pictoricas, las cuales son sefialadas en la Figura 27. La capa pictdrica superior es

de color blanco, mientras que la inferior es de color amarillento con varios puntos rojos.
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] Capa pictérica 1
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- } Capa pictérica 2
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barniz
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imprimacion
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Figura 27. Fotografias de la micromuestra SC3 vista al microscopio 6ptico, con varias
fuentes de excitacion. En la ampliacion de la fotografia con luz visible se observan dos

pictdricas: la capa superior es de color rojo, y la inferior tiene un color blanco.
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La micromuestra SC14 (mostrada en la Figura 26) presenta tonalidades amarillas claras y
oscuras debido a la presencia de amarillo de plomo y estafio en la capa pictdrica, de forma
relativamente circular. Era necesario determinar con exactitud si estas manchas se debian
a la presencia de un jabdn de plomo, o si solo se trataban de agujeros producidos durante
el proceso de pulido de la micromuestra en resina. Este analisis se realiz6 mediante SEM-
EDS y Raman.

5.2.1 Analisis de micromuestras por SEM-EDS

Se estudiaron siete micromuestras montadas en resina mediante SEM-EDS, de las cuales
SC1, SC5, SC6 Y SC11 fueron analizadas en el Laboratorio de Investigacion Cientifica y
Analisis del Museo Winterthur, mientras que las micromuestras SC8, SC14 y SC16 fueron
analizadas en la PUCP.

Se observo la presencia de una inclusion de calcio en la capa pictorica de la micromuestra
SC11, cuyas imagenes opticas y SEM se muestran en la en la Figura 28. En este ejemplo
es posible observar un &rea oscura en mitad de la capa pictérica. El analisis EDS de este
punto demostré la presencia de calcio, por lo que se trataria de una inclusion de calcio
(posiblemente carbonato de calcio).

Se realiz6 un andlisis puntual de la micromuestra SC14 en las zonas mas oscuras y sus
alrededores (mas claros) para determinar la presencia de jabones de plomo en la pintura.
Se observd que la intensidad de los pigmentos en las zonas mas oscuras era
considerablemente menor a los que se encontraban en los alrededores. Esto puede ser
indicativo de un agujero en la muestra, puesto que en la formacion de un jabén de plomo
no se deberia perder la intensidad de las sefiales de los pigmentos. En la Figura 29 se
muestran los puntos que fueron analizados mediante esta técnica, mientras que en la Figura
30 se muestran los espectros EDS en los cuales es posible observar la diferencia entre la
composicion de los puntos analizados. En el punto EDS 8 se observo la presencia de estafio
y plomo (indicativo de amarillo de plomo-estafio), asi como otros elementos; en el punto
EDS 2 no se observo la presencia de estaiio mientras que la intensidad de las sefiales de los

otros elementos disminuyo.
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SC11
BSE MAG: 1296 x HV: 20.0 kV WD: 10.1 mm Px: 0.13 ym

Figura 28. a) Imagen optica de la micromuestra SC11. b) Imagen SEM con una
magnificacion de 267X solapada con la imagen Optica. ¢) Imagen SEM de la zona

encerrada por un rectangulo en b), con una magnificacion de 1296 X.

Figura 29. Imagen SEM de la micromuestra SC14 en la que se muestran los puntos EDS

analizados.
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Figura 30. Espectros EDS de los puntos 2 y 8 de la micromuestra SC14.

Se analizo la micromuestra SC16, la cual presentaba una zona de la capa pictorica
deformada, generando una intrusion en la capa de preparacion. En la Figura 31 se puede
observar la imagen SEM de esta micromuestra, donde esta intrusién es claramente visible.
Ademas, en la imagen SEM ampliada se pudo observar una pequefia diferencia entre los
tonos de gris (separadas ambas zonas con una linea discontinua amarilla). Se tomaron
varios puntos para analisis EDS en ambas zonas: 1, 2 y 5 en la zona superior, y 3,4y 6 en
la zona inferior. En los puntos EDS 3, 4 y 6 (zona inferior) se pudieron apreciar grandes
sefiales de silicio y aluminio, mientras que en los puntos EDS 1, 2 y 5 no se pudo obtener
el mismo resultado. En la Figura 32 se muestran los espectros EDS de los puntos 4 y 5
analizados para esta micromuestra. La presencia de silicio y aluminio podrian indicar la
presencia de arcilla. Esto seria coherente con el color observado en todas las
micromuestras, ya que la arcilla puede adquirir diversas tonalidades segln las impurezas o

iones metalicos que pueda contener en su estructura.®
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10 um

Figura 31. Imagen SEM de una seccion de la micromuestra SC16. Se encerr6 en un
rectangulo rojo el area en el que se realizaron analisis EDS puntuales. Abajo: puntos EDS

analizados. La linea discontinua amarilla separa dos zonas con una ligera diferencia en los

tonos de gris.
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Figura 32. Espectros EDS de los puntos 4 y 5 de la micromuestra SC16.
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Se realizo el analisis por SEM de micromuestra SC6 mediante un mapeo elemental de area,
el cual se muestra en la Figura 33. Se observd claramente que el contenido de silicio,
aluminio, hierro y potasio se hallaba concentrado en una franja central. Esta caracteristica

también fue observada en las micromuestras SC 1 y SC5.

AR A g, -

AL6329-X6
BSE MAG: 372x HV: 20.0kV_WD: 8.6mm

Figura 33. Mapeo elemental de la micromuestra SC6. La primera imagen corresponde a la
fotografia con luz visible de la micromuestra, mientras que la segunda corresponde a la

imagen por electrones retrodispersados de la zona encerrada con un rectangulo rojo.

Debido al color marrén observado en la fotografia con luz visible, y la presencia en la
mayor parte de las micromuestras analizadas, resultaba muy probable que esta zona se
tratase de una capa de imprimacion compuesta por un ocre o una arcilla, quien le daria una
tonalidad particular a toda la obra. Sin embargo, el grosor de dicha capa es muy pequefio

en comparacion a las observadas cominmente en otras obras de arte. Puede existir la
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posibilidad de que Bitti haya utilizado la técnica de primuersel en su trabajo (se menciono
previamente en la seccién 3.4.2), pero no se puede descartar que esta capa sea producto de
la migracién y acumulacion de los pigmentos presentes en las capas pictéricas hacia la zona

inferior debido a la presencia de &cidos grasos libres.

5.2.2 ldentificacion de materiales por espectroscopia Raman

Hasta el momento no se habia encontrado la identidad de los posibles pigmentos organicos
ni se logro explicar el origen de las tonalidades verdosas en la pintura a partir del analisis
elemental. Por ello, se analizaron por microespectroscopia Raman las dieciséis
micromuestras montadas en resina (SC1 — SC16), enfocando el laser en puntos de interés
de diferentes colores.

Un caso interesante se vio con el analisis del punto SC6, el cual fue obtenido de la union
entre la mano del personaje P6 (color gris) y su tinica (azul-verdoso). En el anélisis de una
zona ligeramente amarilla de dicha micromuestra se encontr6 amarillo de plomo-estafio,
junto a bermelldn (Figura 34). Es posible que el artista haya utilizado una mezcla de estos
pigmentos para darle una tonalidad rosada a la piel de los personajes.

Zona amarilla

18 000 W Micromuestra SC5 — Zona amarilla

Bl Amarillo de plomo-estafio (Tipo I)

16 000 Il Blanco de plomo

M Bermellon

14 000

Absorbancia

12 000

10 000

8 000

200 400 600 800 1 000 1200
Nmero de onda (em™)

Figura 34. Espectro Raman de una zona amarilla de la micromuestra SC6. Se observa la

presencia de bermellén, amarillo de plomo-estafio (tipo 1) y blanco de plomo.
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En la Tabla 18 se muestran los compuestos que han podido ser determinados mediante el
analisis por microscopia Gptica y microespectroscopia Raman de las micromuestras. Estos
analisis se realizaron con un microscopio Raman Renishaw In-Via, en el Laboratorio de
Investigacion Cientifica y Analisis del Museo Winterthur. Con asterisco (*) se muestran
los materiales confirmados posteriormente mediante SEM-EDS. Entre los diferentes
compuestos encontrados mediante esta técnica, no se pudo encontrar un pigmento de cobre
diferente a la azurita. Esto puede ser indicativo de que, como se discutié antes, los colores
verdes hayan sido generados por la mezcla de azurita con algin ocre amarillo. Esta
hipotesis se refuerza con el mapeo elemental realizado previamente, en el que se encuentra

un contenido relativamente elevado de hierro en las capas pictoricas de las muestras.

Tabla 18. Principales componentes encontrados en las micromuestras analizadas.

PIGMENTOS Y MATERIALES

Punto Color Azurita pIIA;)Tnac:-I(Ialsc;:ﬁeo Bermelldn Bﬁgﬁode Yeso
1 Verde ° ° °
2 Verde ° ° °
3 Rojo ° ° °
4 Rosado ° ° ° °
5 Azul grisaceo ° °
6 Rosado ° ° ° °
7 Marrén-rojizo °
8 Rosado ° ° o (*)
9 Amarillo ° ° ° °
10 Rosado o o *(*)
11 Verde ° ° °
12 Rojo oscuro- o o(¥)

carmin

13 Rosado palido ° °
14 Amarillo ) o(*) *(*)
15 Blanco ° ° °
16 | Verde/anaranjado ° ° °

5.2.3 ldentificacion de barnices y aglutinantes lipidicos por GC-MS

5.2.3.1 Analisis de barnices

En el caso de los barnices se pudieron observar multiples componentes presentes en los
cromatogramas. El analisis en el modo SCAN permiti6 el analisis y la identificacion de
varios de estos componentes utilizando los espectros de masas para realizar la comparacion
con la base de datos del NIST, asi como con las referencias en la literatura.®*%! Los
cromatogramas obtenidos mediante el modo SCAN para las resinas estudiadas se muestra

en la Figura 35.
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Figura 35. Cromatogramas de las resinas estudiadas como referencia, usando el modo
SCAN del equipo: A) Copal, B) Colofonia 'y C) Dammar.

Si bien es cierto que el modo SCAN puede analizar un amplio rango de fragmentos de
diferentes pesos moleculares, suele presentar una sensibilidad bastante baja. Esto es
particularmente notorio cuando se cuenta con componentes en el cromatograma con una
alta intensidad, la cual efectivamente “enmascara” a las demas.

Cada marcador tuvo un tiempo de retencién particular y separado de los demas. En
diferentes experimentos se observo que el tiempo de retencién varié a pesar de haber
mantenido constantes los pardmetros de la corrida cromatografica. Este fendmeno se puede
deber a multiples factores, entre los que se encuentran el constante desgaste de la columna,
la acumulaciéon de compuestos introducidos en otros experimentos y la variacion en la
composicion de la mezcla inyectada (ya que pasa un tiempo desde el momento en que es

preparada hasta que ingresa al equipo). Lo que si se pudo apreciar fue que la relacion entre
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tiempos de retencién se mantuvo; es decir, todas las sefiales analizadas tuvieron un
corrimiento similar en el tiempo. En la Tabla 19 se muestran los iones que fueron utilizados
para identificar a los compuestos presentes en las resinas, asi como sus tiempos de retencion

usando la columna Agilent DB-5ms 'y los parametros referidos en la Tabla 12.

Tabla 19. lones utilizados para la identificacion de resinas. !

ION TIEMPO DE
C%Iéxlg L\l A COMPUESTO PARTICULAR | RETENCION
(M/Z) (minutos)
6-metil
dehidrodehidroabietato 237 21,531
. (Colofonia)
?n?;'?:;éﬁ’ig; dimetil 8(L7),E-13-labdadien- 259 -
de resinas) 15,19-dioato (Copal) ’
acido 20-hidroxi-3,4-seco-
4(28),24-damaren-3-0ico 385 27,977
(Dammar)

A partir de la informacion obtenida se estudiaron varias micromuestras de pintura
disponibles usando el modo SIM del equipo, permitiendo que el analizador de masas
seleccione s6lo los fragmentos con m/z 237, 289 y 385. El tiempo de retencion de los
componentes tuvo ciertas variaciones (siendo este ligeramente reducido tras cada corrida).
A pesar de que este modo tiene una mayor sensibilidad que el modo SCAN, la relacion
sefial/ruido en las sefiales no fue suficiente para determinar la resina presente en varias de
las muestras. Fue posible determinar la presencia de colofonia en tres de las muestras
analizadas, cuyos cromatogramas se exponen en la Figura 36. Los resultados del analisis

se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Resinas identificadas en las micromuestras estudiadas de la obra El Sefior de la
Caida.

MICROMUESTRA ANALIZADA RESINA IDENTIFICADA
M3 No se logré identificar
M4 Colofonia
M6 Colofonia
M9 No se logré identificar
M12 No se logré identificar
M13 No se logré identificar
M16 Colofonia
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Abundance [54.8%]

Time: 10.68 20.86 22.03 2321 2430 2557 2675 27.03 2010
Abundance [52.2%]
91.1

o Y
Time: 19.68 20.86 22.03 2321 24.39 2557 26.75 27.92 2010

Figura 36. Cromatogramas del analisis de resinas en las micromuestras de los puntos M4,
M6 y M16. Los espectros mostrados corresponden a los m/z seleccionados: 237 (rojo), 385
(amarillo), 289 (azul) y iones totales (blanco). Los circulos negros evidencian la sefial
correspondiente al 6-metil dehidrodehidroabietato (m/z = 237), presente en la colofonia.

Si bien es cierto que sdlo se analiz6 un nimero reducido de micromuestras, la identificacion
de colofonia como componente del barniz estaria de acuerdo con el contexto artistico de
una obra del siglo XV1.

5.2.3.2 Analisis de aceites

Se observo que los acidos grasos tenian como iones comunes a los m/iz =55y m/z = 74
(Tabla 21). Este altimo fragmento presentd una sefial mas intensa, por lo que fue usado
para realizar la cuantificacion. Para evitar la aparicion de errores aleatorios, como
diferencias en inyeccion o variaciones en la respuesta del equipo a cada corrida
cromatogréafica, se utilizd un estandar interno.
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Tabla 21. lones caracteristicos de los acidos grasos estudiados.

ION PARTICULAR IONES COMUNES
COMPUESTO (M/2) (M/2)
Acido palmitico, metil éster 270 55, 74
Acido esteérico, metil éster 298 55, 74
Acido tridecanoico, metil éster 197 55, 74

Fue necesario verificar que la respuesta del equipo fuese lineal para poder realizar el
analisis mediante la relacion entre areas de los metil ésteres de 4cidos grasos. %! Las
curvas de calibracion generadas a partir del analisis de los estandares de &cidos grasos
descritos en la Tabla 10 se muestran en la Figura 37.

Como se observa, existe una fuerte tendencia lineal, ademas que las lineas de tendencia
pasan muy cerca al origen. Se realiz6 la prueba de falta de ajuste para cada curva de
calibracion, y se determind que efectivamente estas curvas cumplian con la linealidad
requerida al ser menor que la tabulada para el valor de F hallado a un nivel de confianza
del 95% (a=0,05). En base al método descrito en la literatura ®®#% se calcularon los limites
de deteccion y cuantificacion como 3s,/v/n y 10s, /+/n, respectivamente, donde s, es el
la desviacion estandar de las areas halladas en los blancos de analisis. Los parametros
estadisticos calculados se muestran en la Tabla 22.

4 -
y =0.4635x + 0.1137
;| R? = 0.9949 H
. ®© Palmitico
e Lineal (Palmitico)
0 e\ g T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Masa de AG (mg)
5 .
y =0.4789x + 0.0278
4 - R? = 0.9959 g
] :
g 2 ..
= © Estearico
1 . Lineal (Estearico)
0 Q @ T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Masa de AG (mg)

Figura 37. Curvas de calibracion de los &cidos grasos palmitico (arriba) y esteérico (abajo),
obtenidas para la verificacion de la linealidad del método usado.
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Tabla 22. Validacion del método analitico usado para el andlisis de acidos grasos

derivatizados mediante la prueba de falta de ajuste, y otros parametros estadisticos

calculados.

. ACIDO GRASO
FARAETIRO PALMITICO ESTEARICO
Intercepto (mg) 0,1137 0,0278

Pendiente 0,4635 0,4789
Coeficiente de determinacion (R?) 0,9949 0,9959
Limite de deteccion (mg) 0,0514 0,0625
Limite de cuantificacion (mg) 0,2626 0,1051
° F calculado 1,4979 1,7017
'g g F tabulado 3,7083 3,7083
283 ¢Es lineal?
28« Si Si
o (Fealc < Fran)

Se analizaron cinco micromuestras de pintura, asi como muestras de aceite de linaza
disponibles en tiendas de materiales artisticos, las cuales figuran en la Tabla 23. Las
muestras de aceite de linaza fueron tomadas de las zonas més envejecidas (como la tapa de
la botella), las cuales presentaron un aspecto gelatinoso. Se observé que la relacién P/S de
dichas muestras se encontré en el rango de 0,8 a 1,6. A excepcion de la muestra M15, el
cual tiene un valor atipico y fuera del rango aceptado para el aceite de linaza (0,9 — 1,8) se

confirma la presencia de este aceite en la obra.

Tabla 23. Valores promedio de la relacion de acidos palmitico/estearico en las muestras

analizadas.

MUESTRA RELACION P/S

Aceite de linaza envejecido (Papeleria de Artes de la PUCP) 1,6

Aceite de linaza (Papeleria de Artes de la PUCP) 1,6

Aceite de linaza (marca van Dyck) 16

M8 15

M12 15

M14 11

M15 0,8

M16 14

5.2.4 ldentificacion de pigmentos orgéanicos por MALDI-MS

En base a las fotografias de luz visible de la micromuestra SC12 se pudo observar que el
pigmento utilizado no correspondia a ninguno de los rojos detectables por las técnicas
discutidas en las secciones anteriores. Se tuvo la sospecha de que en esta zona se habia
utilizado una laca organica, como cochinilla, para obtener dicho color. Por ello, se estudi6

el extracto metandlico de la micromuestra M12 mediante MALDI-MS. Al analizar el
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estandar de &cido carminico en metanol con la matriz 9-aminoacridina se observaron iones
[M-H] con una masa y un error de m/z muy cercanos a los reportados en la literatura para
un estandar de cochinilla, los cuales se muestran en la Tabla 24.%% En el caso del ion con
m/z = 313,0354 (4cido flavokermésico) no hubo diferencia alguna con la reportada en la

referencia (ver Figura 38).

Tabla 24. lones identificados mediante MALDI-MS en una muestra de acido carminico

con 9-aminoacridina.

M/Z M/Z DIFERENCIA DE
COMPUESTO EXPERIMENTAL REPO{S}I’ADO M/z REI?SSRTADA
.- .. 491,08240 —
Acido carminico 491 08292 491,0840 +0.000899
o L. 329,02948 —
Acido kermésico 329,02963 329,0301 -0,000201

Acido

flavokermésico 313,0354 313,0354 0,000000

Se realiz6 un experimento de espectrometria de masas en tandem usando los parametros
descritos previamente en la Tabla 14. Al analizar la muestra de acido carminico se encontr6
que ésta tenia una distribucidn de fragmentos parcialmente consistente con el espectro de
masas reportad en la base de datos consultada (Figura 39).°% Es posible que el ion
m/z = 221, 21651 se trate de un artefacto del espectro de masas, cuyo origen pueda deberse
a la saturacion del amplificador de deteccidn o a una sobrecarga del transformador de sefial
analégica a digital.”™ Esto serfa consistente con la alta intensidad de las sefiales y con el

aparente aumento del valor m/z en cada escaneo.
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Figura 38. Ampliacion del mapa de iones observado en la muestra de &cido carminico. Se
observan, encerrados en un rectangulo rojo, los iones con m/z = 313,0354 correspondientes
al &cido flavokermésico.

La fragmentacion parcial que se observa en el espectro de masas puede tener diversas
causas, entre las que se encontraria una energia de colisiones insuficiente para generar todos
los iones observados en la referencia. Con relacion a los iones con una elevada intensidad
encontrados en el rango de m/z = [221,2 — 221,3]

Tal como se ve en la Figura 40, la diferencia entre los acidos carminico y kermésico es la
presencia de una glucosa. El acido carminico ha sido sintetizado en el laboratorio desde
hace varios afios " y se ha demostrado que el enlace entre la antraquinona y la glucosa es

muy resistente en medios acidos,

pero sufre una fotodegradacion significativa en medios
basicos (especialmente con la exposicion a luz con una longitud de onda de 254 nm). "
Puesto que la 9-aminoacridina es una matriz basica, y el laser MALDI tiene una longitud
de onda de 355 nm, es posible que algunos de los fragmentos observados correspondan a

productos de degradacion del &cido carminico.
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masas de tdndem en una base de datos (arriba) % y el espectro de masas obtenido
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P OH 0 CHs

Figura 40. Estructuras del &cido carminico (izquierda) y kermésico (derecha).

Al analizar el extracto de pintura en metanol con la matriz 9-aminoacridina se pudieron
hallar los mismos iones [M-H] encontrados en el estdndar de &cido carminico, pero con
una intensidad con uno o dos 6rdenes de magnitud menor. Los espectros de masa de estos

puntos se muestran en las Figuras 41-44. Este resultado puede deberse al uso de una
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cantidad elevada de metanol durante la extraccion y a la falta de un paso de concentracion
por evaporacion del solvente, o también a la distribucién no uniforme del analito en la
matriz durante la aplicacion sobre la placa metalica.

Si bien es cierto que la intensidad de los iones es baja, la exactitud de los iones hallados
sugiere que, efectivamente, se tiene la presencia de un colorante organico de origen animal.
Tampoco se encontrd el ion m/z = 256,16 reportado en la informacion suplementaria de la
referencia consultada,™ por lo que el uso de una laca vegetal roja (Rubia tinctorum) es
poco probable. Esto abre la posibilidad de que se haya usado cochinilla (la cual era muy
utilizada en América como colorante natural desde el siglo X)), mas no se descarta el uso
de kermes (el cual es un insecto que produce una laca roja, utilizada en Europa desde la
antigiiedad).”**" Es necesario, por tanto, realizar un anélisis mas exhaustivo para poder

identificar el origen exacto de la laca roja animal.
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5.2.5 Evaluacion de material proteico mediante tincién con Ponceau S

La micromuestra M16 fue tratada con Ponceau S al 3%. Se observé una fuerte coloracion
rosada en practicamente toda la muestra, pero debido a su reducido tamafio fue dificil
identificar una diferencia de tonos entre los colores presentes, tal como se observa en la

Figura 45.

M16

M2
<

Figura 45. Columna izquierda: micromuestras de los puntos M16 y M2 vistas al
microscopio. Columna derecha: micromuestras M16 y M2 al ser tratadas con Ponceau S

con dos concentraciones distintas.

En la bibliografia consultada *°® se menciona que este agente de tincion es especialmente
atil para detectar la presencia de yema de huevo y cola animal. Al parecer la concentracion
de la solucion de tincion puede afectar notablemente los resultados obtenidos. En el caso
de la micromuestra M2, la cual fue tratada con una solucién de Ponceau S méas concentrada,
se observd que su capa de preparacion se colored con un color rojizo intenso. En el
tratamiento de la muestra M16, por el contrario, no se observé ninguna coloracion en la
capa de preparacién, quiza por la menor concentracion de la solucion, pero si una intensa
coloracion violacea y rosada de la capa delgada central y la capa superior.

El resultado de las tinciones realizadas sugiere la presencia de material proteico. Sin
embargo, no es posible afirmar si se trata de cola animal o yema de huevo puesto que las
coloraciones no permiten apreciar esta diferencia. Por ello, resulta necesario realizar un
analisis mas profundo de este material, probablemente por GC-MS, para proponer su

identidad con mayor seguridad.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los andlisis realizados con fluorescencia de rayos X, espectroscopia Raman y
microscopia electronica de barrido se logro6 caracterizar los principales materiales presentes
en la obra. En general se observa un uso extensivo de blanco de plomo, azurita, bermellén
y amarillo de plomo y estafio, asi como yeso en la capa de preparacion. El autor utilizd
entre una y dos capas pictoricas, asi como una capa de imprimacion coloreada de tono
marrdn, cuya composicién de hierro y aluminio revela la presencia de una tierra (ocre) o
arcilla. Debido al grosor de dicha capa, se discutio la posibilidad de que el autor haya
utilizado la técnica de primuersel en esta etapa de la preparacion del soporte. Las
coloraciones verdes fueron producto de la mezcla de azurita con un pigmento amarillo
(posiblemente un ocre) pero en ningun caso se observé malaquita u otro pigmento verde de
cobre.

El andlisis por reflectancia infrarroja permitio observar con facilidad las craqueladuras de
la obra, asi como algunos trazos en la zona de la cruz central. En base a la fuerte absorcion
de esta radiacion en algunas zonas de la obra se propuso el uso de ocres y negros de hueso,
pero el segundo no pudo ser confirmado por las técnicas usadas.

El aceite de linaza, cuya presencia como aglutinante lipidico fue confirmada usando la
relacién entre los acidos grasos palmitico y estearico (P/S) en GC-MS, en presencia de
blanco de plomo puede ser el origen de la elevada fluorescencia de color azulada de la obra
al ser expuesta a luz ultravioleta. Asi mismo, se identifico la presencia de resina colofonia
en tres de las micromuestras analizadas por GC-MS, pero no es posible determinar si el
barniz es original o si fue afladido en una época posterior. Mediante espectrometria de
masas por ionizacion MALDI fue posible demostrar la presencia de una laca roja organica
de origen animal. Dado el contexto geografico e historico en que se cree se creo la obra,
esta laca podria ser cochinilla. Sin embargo, no se ha descartado el uso de kermes. Este
punto puede ser explorado en trabajos futuros, ya que podria revelar mas informacion sobre
el origen de los materiales usados en dicha época y sobre la paleta del autor.

El estudio de micromuestras mediante tinciones sugieren el uso de material proteico en la
obra, como pueden ser colas animales y huevo, lo cual seria consistente con lo que se
esperaria para una pintura sobre tabla del siglo XV1, aunque es necesario confirmar estos
materiales mediante otras técnicas.

A excepcion de las zonas en las que se encontraron materiales que evidenciarian retoques
0 intervenciones posteriores con materiales modernos, todos los materiales hallados
concuerdan con aquellos que los reportados en otras obras del siglo XVI. Este analisis
contribuye a la comprension de los materiales y técnicas utilizadas por el autor de la obra,
con las cuales es posible realizar comparaciones con otras obras atribuidas a Bernardo Bitti.
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